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Résumé
La rhizosphéere du sol est riche en actinobactéries dont certains nombre de ce
groupe montrent de fortes aptitudes dans la lutte biologique contre les maladies végeétales
et spécifiguement contre les champignons phytopathogénes qui réduisent de facon
importante la productivité des cultures. Le but de cette étude est la sélection des isolats
d'actinobactéries présentant une activité antifongique vis-a-vis de l'agent pathogene
fongique Fusarium ssp de blé dur. Au cours de ce travail, nous avons isolés 8 souches
d'actinomycetes (PU1, PU3, PU8, PU2, PU5, PU7,HDa et HDb) a partir de deux régions
de la Wilaya de M'sila ( Rhisosphére de la région de Hammam Dalaa et rhisosphere du
Pole Universitaire). Aprés isolement, purification et conservation, l'activité antagoniste de
ces isolats a été étudiée in vivo envers lI'agent pathogene par des différentes méthodes. Ces
dernieres nous ont permis de sélectionner 4 isolats, nommées, PU2, PU5, PU7 et HDa
présentant une activité non négligeable vis-a-vis de champignon pathogéne. Nous avons
testé I’effet de pathogéne in planta sur deux variétés de blé dur (Waha et Boussalem). Les
résultats montrent un bon effet sur les plantules du blé manifesté par un bon
développement et une meilleure résistance vis-a-vis de ces plantules.
Mots clés: Triticium durum, Fusarium ssp., Actinomycétes , lutte biologique, contréle
biologique
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Introduction

Les céréales constituent la base de l'alimentation dans le nombreux pays du monde
a la production est le plus souvent destinée a 1’autoconsommation ou aux marché
nationaux environ 10% de la production mondiale seulement, font I’objet d’échanges sur le
marché nationaux environ 10% de la production mondiale (Joel et al., 2009). Le blé est
I’'une des principales ressources alimentaires de I’humanité (Feille, 2000). Il est classe
troisieme céréale mondiale apres le mais et le riz et fournit la base de I’alimentation a une
majorité de I’humanité. Contrairement au riz, le blé¢ est essentiellement consommé sous
forme de produits transformés, qui présentent une tres grande variété selon les pays et les
régions (FAO, 2005). Le sol est le réservoir de presque tous les microorganismes qui
forment des communautés majeures est considéré comme un systeme vivant dont la qualité
doit préservée (Bodoharisoa et al., 2007). Dans les écosystemes naturels et cultivés,
diverses interactions peuvent avoir lieu entre les plantules et les micro-organismes. Ces
relations, qu'elles soient neutres, ou encore a l'origine de maladies ou de symbioses, ont
toujours suscité un tres grand intérét (Welbaum et al., 2004).

La majorité des maladies de plantes sont causées par les champignons telluriques,
largement distribuées dans le sol, provoquant les pourritures de cultures aussi ils
endommagent de nombreuses espéces d’arbres forestiers. A I’instar des autres pays, les
maladies dues aux champignons telluriques sont rencontrées en Algérie. Entres autres les
fusarioses qui affectent diverses cultures: des lentilles (Belabid et al., 2004), du pois chiche
(Boureghda et Bouzned, 2009) et le palmier dattier (Sabaou et al., 1983). Par ailleurs,
I’helminthosporiose (Bouzerzour, 1994), les taches chocolat (Bouznad, 2001) et la
verticilliose (Bellahcene et al., 2005) menacent les cultures en Algérie.

Les microorganismes pathogenes et surtout les champignons telluriques, sont
difficiles a contrdler, parce qu’ils peuvent survivre dans le sol pour de longues périodes
(Tschen, 1985). Pour lutter contre ces maladies, 1’application illimitée de pesticides dans
les sols peut entrainer la pollution de I'environnement et les eaux souterraines. En outre,
I'efficacité des fongicides chimiques est souvent compromise par I'émergence de
pathogénes résistants. En raison de I'aggravation des probléemes en matiére de contréle des
maladies fongiques, une recherche sérieuse est nécessaire pour identifier des méthodes
alternatives pour la protection des végetaux, qui sont moins dépendantes des produits

chimiques et sont plus respectueux a I'environnement (Prapagdee et al., 2008).
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La lutte biologique est I’'une des méthodes prometteuse, elle consiste en 'utilisation
des microorganismes antagonistes. Parmi ces derniers les actinomycétes sont les meilleurs
candidats a appliquer sous forme de cellules vivantes. Ils sont connus pour leur production
de métabolites bioactifs. Leur capacité a coloniser la rhizosphere et les racines des plantes,
a controler les microorganismes phytopathogénes et a former des spores adaptées pour la
formulation de produits stables, sont des caractéres important pour la réussite du
biocontrdle (Yuan et Crawford, 1995; Emmert et Handelsman, 1999; 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 rhizosphére (Sardi,
1992). Cet environnement est considéré comme une source riche pour l'isolement des
agents de biocontrble et des promoteurs de croissance des plantes (Crawford et al., 1993;
Jiménez-Esquilin et Roane, 2005; Yilmaz et al., 2008). Parmi ces actinomycetes, on trouve
le genre Streptomyces qui est le plus répandue et le plus étudié, 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 (Fusarium ssp).(Doumbou et al., 2001; Rugthaworn et al.,
2007).

Le Fusarium ssp est un agent phytopathogene responsable de divers symptomes tel
que la fonte des semis, les pourritures racinaires, la fusariose de I'épi, les pourritures de la
tige ...etc. Chez des nombreuses especes de plantes dicotylédones et monocotylédones, en
particuliers chez les céreales. Ces maladies ont été controlés principalement par l'utilisation
des fongicides synthétiques d'origine chimique. Cependant d'une part, la lutte chimique
génere des impacts négatifs énormes sur l'environnement, et d'autres part l'utilisation
répétée de ces fongicides chimiques provoque une résistance chez les champignons
pathogenes.

Dans notre travail s'inscrit dans le cadre de la recherche des actinomycétes capables

de jouer un réle important dans la lutte biologique contre le maladie de fusariose de blé.
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Aucune recherche n'a portée sur l'isolement des actinomycétes de la rhizosphére des sols
de deux région de M'sila et sur leur éventuelle activité contre des microorganismes
phytopathogenes. Pour cela nous avons choisi cette région pour mener notre étude, qui
s’articule autour de deux axes principaux le premier correspond en la sélection et
I’identification d’actinomycetes antagonistes vis-a-vis de champignon phytopathogene
isolées localement. Le second correspond a 1’étude du role des actinomycétes sélectionnés
dans la lutte biologique contre une souche de Fusarium ssp., agent de fusariose. Cette
étude a été menée sur le blé dur (Triticum durum Desf.) comme une plante modele.

Ainsi, autour de ces deux axes s’articulent les objectifs, a atteindre, suivants :

- L’identification et la caractérisation des champignons phytopathogénes;

- L’isolement d’actinomycétes a partir de deux échantillons de la région de M'sila;

- Et enfin, étude l'activité d’antagonisme in vitro et in planta des souches d'actinomycétes

isolats contre Fusarium ssp.
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Chapitre. I. Revue bibliographique
I. 1. Généralités sur les céréales

Les céreales sont un groupe de plantes cultivées appartenant, a |I’exception du
Sarrasin (blé noir), a la famille des Poacées (Guignard et Dupont, 2004). Cette famille,
parmi toutes celles du regne végétal, occupe une place a part, non seulement par le nombre
de ses espece, 9000, mais encore son ubiquité, sa répartition et son intérét humain,
historique comme economique (Guignard et Dupont, 2004; Alais et al., 2003). De plus les
Poacées fournissent les éléments indispensables a la nourriture, soit directement par leurs
ceréales, leurs variétés sucrieres, soit indirectement par les especes fourragéres apportant,
par le biais de I’animal, les protéines dont nous avons besoin (Guignard, 2004). Les graines
alimentaires appartiennent a une dizaine d’especes végétales. Les plus employées sont: le
blé, le riz et le mais. A cela il faut ajouter les céréales devenues secondaires actuellement:
orge, seigle et triticale (Alais et al., 2003).

I. 1. 1. Historique et origine génétique du blé

Le blé est I'une des premieres espéces cueillies et cultivées par I'nomme au proche
Orient, il y a environ 10.000 a 15.000 ans avant Jésus christ (Herve, 1979). D’aprés Harlan
(1975), des restes de blés, diploide et tétraploide, ont été découverts sur des sites
archéologiques au proche Orient. Selon Feldmen (2001), on croit que le blé dur provient
des territoires de la Turquie, de la Syrie, de I'lraq et de I'lran. Les travaux de (Kihara ,1924)
cités par (Felix, 1996) ont permis d’attribuer I’origine du génome A a Triticum
monococcum var. boeoticum ou var. urartu. Une étude basée sur le polymorphisme de
séquences répétées a établi que Triticumurartu est le donneur du génome A pour tous les
blés polyploides tandis que Triticum monococcum var. boeoticum est présent seulement
chez Triticum zhukovski (Dvorak et al., 1992). Le génome « D » aurait pour origine

Aegilops squarrosa.

D’aprés Vineeta (2008), le blé est originaire de la région semi -aride de la
Méditerranée orientale, Proche-Orient et Moyen-Orient. Sa domestication remonte a
10.000 a 15.000ans avant jésus christ dans la zone nommée croissant fertile, située dans le
bassin versant du Tigre —Euphrates (Bozzini ,1988). D'apres Vavilov (1951) in (Hamel
,2010), les espéces de blé dur dont le nombre a été de 84 proviennent des especes
parentales primitives dont l'origine est le bassin méditerranéen. Le blé dur a été cultivé

dans plusieurs régions du monde, le pourtour du bassin méditerranéen, le moyen orient,
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I'Europe occidentale, I'URSS et couvrait également de grand étendus en Amérique du Nord
et en Argentine (Bonjean, 2001).
I. 1. 2. Morphologie, classification et cycle biologique du blé

Le blé est une plante annuelle, monocotylédone qui appartient au genre Triticum de
la famille des graminées (Feillet, 2000). En Algérie, deux espéces sont essentiellement
cultivées, le blé dur (Triticum turgidum var. durum) et le blé tendre (Triticum aestivum
var. aestivum).Elle présente comme une plante herbacée a feuilles assez larges (Bonjeau et
Picard 1990) .La tige ou chaume ne commence a prendre son caractere de tige qu'au début
de la montaison, Celle-ci, d'abord pleine, devient creuse sauf au niveau des nceuds qui
restent pleins (Clement-Grandcourt et Prat, 1970). Les feuilles sont alternées, ligulées et
engainantes. Elles ont des nervures paralléles et sont terminées en pointe. L'inflorescence
est toujours en épillets associés en inflorescence complexe, épis ou grappes d'épillets, se
recouvrant étroitement les uns aux autres. La fécondation est autogame et le fruit est un
caryopse ou grain .Les racines sont de type fasciculé peu développées ; 55 % du poids total
des racines se trouve entre 0 et 25 cm de profondeur (Clement-Grandcourt et Prat., 1970;
Bonjean et Picard, 1990).

Les blés cultivés appartiennent au genre Triticum, qui comporte 21 especes dont
16 peuvent étre considérées comme domestiquéees, deux seulement tiennent aujourd'hui
une place déterminante dans la culture céréaliere mondiale, a savoir, le blé tendre T.
aestivum L. et le blé dur T. turgidum ssp. durum Desf. (Mackey, 1968). Au sein du genre
Triticum, les especes tétraploides sont les plus nombreuses (11 espéces) (Monneveux,
1989). Selon la classification botanique des angiospermes, le blé est classifié comme suit
(Angiospermes Phylogény Group « APG »), 2009.
Régne végétale
Embranchement Stomatifeéres

Sous-embranchement Angiospermes

Classe Monocotylédones,
Ordre poales

Famille Graminées

Genre Triticum

Espécel Triticum durum Desf. (blé dur) ; Espéce2 Triticum aestivum L. (blé tendre)



ChapItre. Lo..eieeieneinniieieneeeeennseaseensansesssansanssensansansennsanss Revue bibliographique

On distingue trois périodes importantes dans le cycle végeétatif du blé, a savoir, une
période vegétative, une période de reproduction et une période de maturation.
* Période végétative

Elle s'étend du semis au début de la montaison, elle est subdivisée en plusieurs

phases :
** Phase germination - levée

La germination commence quand le grain a absorbé environ 25 % de son poids
d’eau. Les téguments se déchirent, la racine principale, couverte d'une enveloppe appelée
Coleorhize, apparait, suivie par la sortie de la premiére feuille, couverte d'une enveloppe
appelée Coléoptile. A la surface du sol, puis apparaissent d'autres racines et feuilles. La
durée de cette phase varie avec la température de 8 a 15 jours. (Clement-Grandcourt et
Prat., 1970).
* * Phase levee — tallage

On peut distinguer pendant cette phase a travers le coléoptile, un filament ou
rhizome, termine par un renflement qui va se gonfler de plus en plus pour former le plateau
de tallage qui se forme presque au niveau de la surface du sol. Le plateau de tallage
s'épaissit et des racines secondaires se développent tres vite. Des nouvelles feuilles
apparaissent et & chacune correspond I'apparition d'un talle. La place des épillets fait par un
simple étranglement sur la partie supérieure du végétal. (Clement-Grandcourt et Prat,
1970).
** Phase tallage-montaison

La différenciation des épillets se poursuit par étranglements successifs du cone
formateur de I'épi. Les talles herbacées se forment activement (Clement-Grandcourt et
Prat., 1970)
* Période de reproduction
Elle s'étend de la montaison & la fécondation :
** Phase de la montaison

Au cours de cette phase, un certain nombre de talles herbacées vont évoluer vers
des tiges couronnées d'epis, tandis que d'autres commencent a régresser. La croissance en
taille et en matiére séche est alors active. Cette phase se termine au moment de la
différenciation des stigmates. La durée de cette phase est de 29 i 30 jours. (Clément-
Grandcourt et Prat; 1970).
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** Phase de I'épiaison
La vitesse de croissance de la plante est maximale. Cette phase correspond &
I'élaboration d'une grande quantité de la matiére seche, a I'organisation détaillée des épillets

et a la fécondation La durée de cette phase est d'environ 32 jours.

7- Meciose pollinique 8- L 'épiaison O- I a floraison

o & ®

10- Baillement. 11- Grain formé 12- Epi a maturits

Figure 1: Cycle de développement du blé (Blaid, 1996).

I. 1. 3. Importance de la culture de blé

Le blé est I'une des principales ressources alimentaires pour I'homme et la
principale source de protéines. Intensivement cultivé dans des zones arides et semi-arides.
Il fournit également une ressource privilégiée pour l'alimentation animale et de multiple
application industrielle. La presque totalités de la population mondiale est fournie par les
aliments en grains dont 95% sont produits par les principales cultures céréaliennes
(Bonjean et Picard, 1990). La production mondiale de blé se montre a environ 580 millions
de tonnes et occupe 215 millions d'hectares (ITCF, 2002).
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En Algérie, les produits céréaliers occupent une place stratégique dans le systeme
alimentaire et dans I'économie mondiale. Cette caractéristique est percue d'une maniére
claire a travers touts les phases de la filiere (Djermoum, 2009).

I. 2. Maladies de blé
1. 2. 1. Contamination

Les maladies cryptogamique sont transportés par le vent, la pluie ou par contact, les
spores des champignons qui se disséminent 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 1’eau. L’agent causale passe par les orifices naturels (stomates,
lenticelles) ou pénétre par des blessures (notamment celles provoquées par des insectes),
ou encore il est capable de traverser la cuticule
1. 2. 2 Période de I’incubation

L’agent causale se ramifie et envahit les cellules des tissus ou les espaces
intercellulaires. Cette période prend de 24h a 72h selon le niveau de la sensibilité de 1’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 seve obstruction des vaisseaux) .

I. 2. 3. Maladies phytopathogénes de blé
A. Fusariose du blé

Les fusariose sont des maladies dévastatrices sur une gamme d'especes végétales
dont on peut citer une majorité sur les céréales (Nitschke et al., 2009). Le blé, I'orge et
d'autres céréales a petits grains peuvent étre attaqués par un large éventail de Fusarium
spp., et cela, sur différents organes de la plante. Ces maladies d'origine tellurique peuvent
survenir a tous les stades de développement des céréales, du semis a la récolte, des racines
aux epis: fonte des semis et dépérissement des jeunes plantules, pourriture des racines et
brulure de I'épi (Fernandez et Jefferson, 2004).

Cette maladie présente une incidence directe sur les rendements provoquant une
diminution de qualité et de nombre de grains par épi accompagnée du risque de présence
de mycotoxine dans les grains (Demeke et al., 2005).

La fusariose se manifeste a différents étapes de la croissance des plantes, dont

I'infection peut se manifester a la levée, a la montaison et sur les feuilles dés la montaison
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ou sur le col de I'épi (Jeunot, 2005). A levée, les pertes sont importantes surtout avec des
semences d'épis fusarioses, le Fusarium roseum et Fusarium nivale sont présents dans le
grains entier (réserve, embryon, téguments), alors qu'au début de la montaison, les attaques
de Fusarium spp., sur tige sont souvent superficielles. A la fin de la montaison, le
Fusarium roseum peut s'installer sur la couronne racinaires (pourriture brune) notamment
apres des alternances sécheresse-humidité, (Jeunot, 2005).(Figurel0).

Les symptdmes entrainent de I'échaudage en fin de cycle. Au contraire, Les
symptémes sur les feuilles se traduisent par des taches brunatres ovales et verdatre virant
au marron et au dessechement (Jeunot, 2005). Sur les plantes adulte, on observe une
brulure totale ou partielle des épis (Carver, 2009). Au niveau du grain lui-méme, et selon la
précocité de l'attaque, on peut étre en présence d'une brulure variable (Dammer et al.,

2011). Les pertes de rendement sont directement liée a la proportion de grains fusarioses
(Jeunot, 2005).(Figure 10).

Figure2: Symptdmes de la fusariose observés chez le blé D'aprés Agrios (2005).

A) grains de blé infecté par le Fusarium au stade de germination, B) pourriture des tiges et des racines au
stade plantule, C) épis de blé fusarioses présentant des symptdmes de nécroses; D) grains de blé provenant

d'épis variablement infectés.
B. Charbon nu du blé

Cette maladie est causée par Ustilago segetum, d'autres variétés de la méme espece
fongique affectent d'autres especes des céréales. Les épis charbonnés de blé sont
généralement plus hauts que ceux sains. Ils sont totalement (épillets, glumes, glumelles et
grains) transformés en masse poudreuse noire qui est au début couverte d'une délicate
membrane puis, rapidement apres, éclate et libere la poudre noire. Cette poudre est

finalement emportée par le vent, laissant uniquement le rachis (Nasraoui, 2006).
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C. Carie du blé

Elle est due a Tilletia carie Elle entraine des diminutions sensibles de rendement et
de qualité et compte parmi les maladies les plus importantes du blé dans le bassin
méditerranéen. Elle apparait a I’épiaison. Le blé couvert de spores dorme de mauvaise
qualité et inconsommable (Oufroukh et Hamadi, 1993).
D. Rouille

La rouille brune due a Puccinia triticina, se déclare entre I'épiaison et la fin de la
floraison. Elle se présente sous forme de macules brunes arrondies sur les feuilles. La
rouille noire due a P.graminis, est observée apres la moisson sur les pailles, sous forme de
pustules tres allongées contenant des spores (Dupont, 1982).
E. Mosaique du blé

Les deux agents de la mosaique sont nommes I'un VMB (virus de la mosaique du
blé) et l'autre VMJB (virus de la mosaique jaune du blé), tous deux sont transmis par le
champignon du sol Polymyxa graminus. Parfois ces deux virus sont présents
simultanément dans la méme parcelle. La parade a ces deux maladies est l'utilisation de
variétés résistantes (Hariri, 1999). Un autre virus est cité par (Decoin et al., 1999). Il s'agit
du JNO (virus de la jaunisse nanisante de I'orge ainsi que celle du blé. Ce virus est transmis
par le puceron Rhopalosiphum padi puce.
I. 2. 4. Action des microorganismes sur les céréales
A. Germination

La diminution de la germination se produit lorsque les champignons de stockage
envahissent le germe ou I’embryon du grain. Ce dernier affaibli et meurt lorsque les
champignons de stockage I’attaquent pour utiliser ses huiles et d’autres nutriments
(Heredia et al., 2009). Cette réduction est influencée par la teneur en humidité des grains,
la température de stockage, I’espéce de microflore impliqué et la durée de stockage (Bose
et Hemantaranjan, 2008).
B. Décoloration

La décoloration peut étre causée par les champignons de champ et de stockage et
peut entrainer un noircissement du germe de blé (Heredia et al., 2009). Les moisissures des
champs peuvent induire une décoloration des grains de blé, connue sous le nom (point noir
ou tache du noyau) entrainant I’échaudage des grains et 1’affaiblissement ou la mort des
embryons (Hanson et Christensen, 1953). Les moisissures de stockage provoquent une

décoloration sévere des grains, Aspergillus glaucus provoque la décoloration du germe ;

10
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Aspergillus candidus peut se reproduire dans le blé & une teneur en eau de 15-15,5 %
entraine la décoloration de I’ensemble du grain. Aspergillus flavus se développe dans le blé
entreposé a une teneur en eau supérieure a 18-18,5% et provoque une décoloration rapide
du germe et du grain entier. Les moisissures du genre Penicillium qui exigent des teneurs
en eau relativement élevées peuvent causer la décoloration du grain (Brooker et al., 1992).
C. Odeur

La contamination fongique des grains de céréales est responsable du rejet des
odeurs indésirables. 1l a été constaté que les grains stockés a des conditions d’humidité
élevées ont une odeur de moisi (Mathew, 2010).
D. Respiration

La respiration permet aux cellules saines de libérer I'énergie sous une forme qui
peut étre utilisée pour le besoin de divers processus cellulaires, tels que l'activation des
enzymes, la synthése des protéines, l'accumulation et la mobilisation des composes, la
croissance et la division des cellules, les réactions de défense, (Nasraoui, 2006) . Dans
les plantes infectées par les pathogenes, I'une des premiéres fonctions a étre affectées est la
respiration du tissu de la plante qui s'accroit généralement en vitesse, indiquent que les
carbohydrates sont utilisées plus rapidement que dans le tissu sain. L'augmentation
majeure dans la vitesse de respiration coincide d'habitude avec le commencement de la
sporulation par le pathogéne. Ce temps correspond précisément au maximum de drainage
des éléments nutritifs de I'n6te par le pathogene a cause de I'énergie considérable
nécessaire a la production de ses spores (Nasraoui, 2006).
E. Photosynthése

Tout pathogenes qui attaque les tissus aériens verts affecte le rendement de la
culture. En général, les effets nocifs des pathogenes peuvent étre directement attribuées a
la destruction des tissus photosynthetiques. C'est le cas de la chlorose, la défoliation, les
taches foliaires, les brulures, les nécroses,...Telle destruction dans les tissus verts réduit
I'interception de la radiation solaire et par conséquent la capacité photosynthétique de la
plante (Nasraoui, 2006).
F. Reproduction

Plusieurs champignons pathogénes ont un effet négatif direct sur la reproduction
des plantes en attaquent ou tuant les fleurs, les fruits ou les semences. Ils peuvent aussi agir

indirectement en interférant ou en inhibant la production de ces organes (Nasraoui, 2006).

11
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G. Croissance

La croissance et le développement de I'hdte sont affectés a des niveaux plus ou
moins importants. Les symptomes tels que les galles, les tumeurs, la ramification
excessive, I'épinastie foliaire, I'induction anormale des racines adventices et l'abscission
foliaire prématurée sont tous associés a des changements dans le contréle de la croissance
et la différenciation des plantes. Tels changements dans les activités de la plante héte sont
dues a leur infection par les pathogénes (Nasraoui, 2006).
H. Transport de I'eau et des éléments nutritifs

L'interféerence du pathogénes avec le transport ascendant et descendant des
substances aboutit a la privation de quelques ou plusieurs parties de la plante de recevoir
ces substances. Ces partie de la plante ne seront plus capable de fonctionner normalement
et par conséquent n'offriront plus leurs services ou leurs produits au reste de la plante,
causant ainsi la maladie de la plante entiére (Nasraoui, 2006).
I. 2. 5. Adventices et ravageurs du blé
A. Plantes adventices

D'aprés (Oufroukh et Hamadi, 1993), 20 % des pertes de rendements en
ceréaliculture sont dues aux mauvaises herbes. Parmi les monocotylédones les plus
importantes en Algérie, la folle avoine (Avena sterilis), le brome (Bromus rigidum), le
Phalaris (Phalris brachystachys et Phalaris paradoxa) et le ray grass (Lolium multiflorum)
(Belaid, 1990). La folle avoine s'enracine, talle et forme des tiges mieux que le blé. Elle
peut recouvrir ce dernier et I'étouffer, ce qui provoque une concurrence a tous les stades de
développement de la culture. Cet adventice est limité par la courbe d'attitude 700 m. Le
brome présente un cycle court Il est limité par la zone d'attitude supérieure a 700 avec une
pluviosité inférieure a 400 mm (Oufroukh et Hamadi, 1993). Parmi les dicotylédones les
plus fréquentes en Algérie, la moutarde des champs (Sinapis arvensis), le coquelicot
(Papaver rhoeas), le souci des champs (Calendula arvensis) et le medicago (Medicago
hispida) (Belaid; 1990).
B. Oiseaux

Les plus redoutables en Algérie sont Les moineaux (Passer) sont des oiseaux de
petite taille note que ces derniers touchent séverement les céréales précoces De manie
(Borteli, 1969) attire I'attention sur le fait qu'un moineau cause une perte réelle sur la
récolte de céréales estimée a 300 g de graines ce qui correspond a 150. 000 quintaux sur

une population de 50 millions de moineaux. (Bellatreche, 1985) estime que les pertes sur le
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blé dans la plaine de la Mitidja & 3,4 quintaux / ha. Parmi les oiseaux nuisibles, il existe
également les Corneilles, tel que le Corbeau Freux (Covrus frugilegus) qui fait des dégats
sur les jeunes plantes. Un destructeur occasionnel de blé, non négligeable peut étre
I'Alouette qui s'attaque au blé a la levée.
C. Nématodes
Les céréales sont confrontées a de nombreux ravageurs entre autres les nématodes a

Kystes. Dans le monde, un complexe d'au moins 10 espéces de nématodes est inféodé aux
céréales (Rivoal et al., 1985). Parmi les plus dangereux, (Heterodera avenae) est considére
actuellement comme étant l'espece la plus dommageable en raison de sa large distribution
géographique et ses spécificités aux granunees (Rivoal et al., 1978). Les prospections
menées dans quelques régions d'Algérie ont montré qu'il peut exister un mélange d'espéces
de nématodes a Kystes des céréales a savoir (H. avenae, H latipons et H. mani) h.avenae a
été découverte pour la premiére fois a Birtouta, Sidi bel abbes et Ain Defla (Ritter, 1982).
D. Insectes

Les insectes susceptibles de s'attaquer au blé sont fort nombreux, parmi les plus
redoutables :
D1. Pucerons

Deux espéces sont importantes sitobion avenae et rhopalosiphum padi. s. avenue est

I'espéce la plus dangereuse a I'épiaison (Capisano, 1997). il est de forme allongée
atteignant 2,5 mm de long pour l'adulte et a une couleur variable du jaune, vert, rouge a
noiratre (Anonyme, 2004). r.padi petit pulluler a la montaison mais il est surtout a craindre
en automne, car il peut transmettre le virus de la jaunisse naissante de l'orge (j n.o.).
(Capisano, 1997) il est globuleux, a une couleur vert - sombre et posséde le plus souvent
une tache rouge a l'arriére du corps (Anonyme, 2004).
D2. Vers blancs

L'espece la plus couramment observer sur le blé est geotrogus deserticola. la
nuisibilité de ces ravageurs est due aux larves et débute en automne apres la levée de la
culture. Leur activité se poursuit et s'intensifie durant I'hiver et le printemps (Oufroukh et
Hamadi, 1993).
D3. Mouche de Hesse

Elle est appelée également la cécidomyie destructrice (mayetiola destructor) elle
est signalée en Afrique du Nord. Les larves attaquent les graines basales du blé, de I'orge et

du seigle, ou elles forment un renflement bulbeux, provoquant le jaunissement et la mort
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des feuilles (Matile, 1993). la mouche de Hesse peut avoir six générations par an les
adultes de la premiére génération font leur apparition dans le courant du mois d'avril. ils
pondent sur les jeunes blés et leurs larves se développent assez rapidement (Balachowsky
et Mesnil, 1936).

I. 3. Mécanismes et moyens de lutte contre les maladies de blé

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 plut6t
que de guérir les plantes malades. Seules quelques infections peuvent étre contr6lées 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
(Nasroaui, 2006).

Pour empécher ou limiter les dégats causes 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
I’inoculum des pathogénes, immuniser ou améliorer la résistance des plantes contres ces
pathogénes (Nasroaui, 2006).

A. Lutte chimique

la lutte chimique contre les maladies des céréales est largement utilisée et s'est
révélée depuis toujours une méthode de lutte efficace et indispensable (Leroux, 2003;
Pezet et al., 2004). Les fongicides de synthese chimique font partie des pesticides, appelées
également produits agro-pharmaceutiques ou produits phytosanitaires (Lyr et al., 1999).
L'utilisation des composées chimiques, qui sont toxiques aux pathogenes, et le moyen le
plus commun du contrdle des maladies des plantes. Quand se produits chimigques ont pour
cible les pathogénes fongiques, ils sont appelés fongicides. Ils inhibent la germination, la
croissance et/ ou la multiplication des pathogenes ou ils les turent (Nasraoui, 2006).
L’utilisation de produits de maniére non contrdlé, notamment est néfaste aux milieux
naturels, a la biodiversité et a la santé humaine. Elle est moins nuisible mais encore a éviter
ou a utiliser des faibles quantités de produits possibles, en fréquence des traitements dose)

chaque traitement, seulement lorsque cela semble absolument nécessaire, et en choisissant
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les produits présentant la plus grande spécificité pour un ravageur, la plus faible toxicité
pour I'environnement et la plus faible rémanence (Pinutreau, 2009).
B. Lutte culturale

La pratique culturale tels que I'enrichissement du sol par les debris organiques
peuvent réduire divers phytopathologie (Subbararo et Hubbard;1999;Blok et al., 2000).les
composes chimiques résultant de la décomposition des matiéres organiques peuvent avoir
une influence direct ou indirect sur les micro-sclérotes de l'agent pathogéne et/ou le
développement de la die des plantes a travers la simulation des antagonistes d'agents
pathogénes. Par ailleurs, la désinfection du sol, soit par la solarisation semble étre une
méthode de contrble éprouvée. La solarisation du sol est le fait de le couvrir par des films
en plastique polyéthyléne clair durant des périodes de haute température de l'air. Ce
traitement peut éradiquer ou réduire une série de pathogenes y compris ceux transmis par
le sol. Dans les régions de climat chaud, la température du sol monte au dessus d'un certain
seuil critique qui détruit les propagules des pathogenes (Nasraoui, 2006).
C. Lutte physique

La lutte physique consistant a créer des conditions climatiques (Pintureau, 2009).
Certains facteurs physiques, tels que la température (basse et élevée), l'air sec, la lumiere et
la radiation, peuvent étre utilisés pour contrdler les maladies des plantes (Nasraoui,2006).
* Traitement a la chaleur

La chaleur produite électriquement, par vapeur ou par I'eau chaude peut étre utilisée
pour stériliser le sol, par exemple dans la serre. A 50°C, certains champignons Oomyceétes
sont tués tandis que la plupart des pathogénes fongiques est tués entre 60 et 72°C. Le reste
des pathogenes fongiques est tuée a environ 82°C. L'eau chaude peut étre utilisée pour
traiter les semences et d'autres organes de multiplication végétative. L'efficacité de cette
méthode est basée sur le fait que les organes végétaux dormants peuvent résister pendant
un temps donneé a des températures plus élevée que celles pour les quelles les pathogenes
peuvent survivre. Ce traitement tue les pathogenes qui infectent les semences et autres
organes de multiplication ou existent sur leurs surface externes ou sur leurs blessures. Cette
méthode peut encore étre utilisée maintenant dans le cas I'agriculture Biologique a la place
des fongicides systémiques qui sont efficaces car ils sont par ailleurs absorbes avec l'eau

par les semences en germination (Nasraoui, 2006).
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* Réfrigération

Les bases températures au niveaux ou légerement au-dela du point de congélation
ne tuent pas les pathogenes mais inhibent ou retardent fortement leur croissance et leurs
activités. Pour cela, la réfrigération est une méthode trés efficace pour contréler les

maladies des produits végétaux charnus en concentration (Nasraoui, 2006).
* Air sec

Tous les produits vegétaux vehiculent avec eux divers et nombreux pathogénes qui
peuvent, sous humidité suffisante, causer la pourriture de ces organes. Dans le cas des
produits végétaux non charnus, tels que grains et autres types de fruits sec (Nasraoui ,
2006), le pourrissement peut étre éviter si ces produits sont récoltés & maturité convenable
et sont alors laissés sechés ou sont traités avec l'air chauffe.

* Lumiére

Certains pathogenes, sont connus sporuler seulement sous lumiere dans la gomme
de l'ultraviolet en dessous de 360nm. Les maladies causées par de tels pathogénes peuvent
étre controlées sous serre couverte par un film vinyle sp&cial absorbant l'ultraviolet qui
bloque la transmission de la lumiére de longueur d'ondes en dessous de 390nm (Nasraoui ,
2006) .

* Radiation

Certains types de radiation ont été utilisés pour protéger les produits végétaux de
conservation en tuant les pathogénes présents sur eux. Des résultats satisfaisants étaient
expérimentalement obtenus avec les rayons pour protéger les péches, les fraises, et les

tomates contre pathogenes fongiques (Nasraui , 2006).
D. Lutte biologique

En agriculture biologique, les produits agricoles doivent étre obtenus sans
utilisation de produits chimiques de synthése. Ainsi, en ce qui concerne la defense des
végétaux, seuls les moyens biologiques, les moyens culturaux et les pesticides a base de
substances naturelles sont autorisés (Pintureau, 2009).D'aprés Vanhui(1991), La lutte
biologique peut étre définie par I’usage d'organismes vivants ou de leur produits pour
empécher ou réduire les pertes ou les dommages causé par des organismes nuisibles,
s'appuie sur une stratégie de défense écologiques et durables. 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
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développement), des prédateurs (insectes, acariens, nématodes) ou bien des pathogénes
(virus, bacteries, champignons).

1. 4. Intérét de la lutte biologique dans le controle des maladies phytopathogenes

En plus de son réle dans la restauration de la biodiversité dans les écosystemes, la
lutte biologique présente un réle important dans le contréle des maladies phytopathogénes.
(Emmert et Handelsman ,1999) affirment que la lutte biologique peut étre aussi efficace
dans le contrdle des maladies phytopathogénes que 1’utilisation des fongicides chimiques.

La lutte biologique est considérée comme une voie alternative a 1’utilisation des
produits chimiques qui constituent un danger sur I’environnement et sur 1’homme.
L’utilisation de plusieurs modes d’action par un seul agent antagoniste et sa capacité
d’adaptation a la rhizosphére contribuent a ce que la lutte biologique devient plus durable
que les produits chimiques (Cook, 1993; Benbrook et al., 1996). La plupart des especes
actinomycetes vivent dans le sol, qui est leur réservoir principal. Ils peuvent agir par
différents mécanismes d’action (Emmert et Handelsman, 1999). L’action antagoniste de ce
groupe bactérien dans la lutte biologique a été démontrée contre Fusarium oxysporum f sp.
albedenis (Sabaou et al., 1998), Alternaria sp. (Khamna et al., 2009) Phytophthora sp.
(Xiao et al., 2002), Pythium ultimum (Mahadevan et Crawford, 1997), Colletotrichum
lindemuthianum (Tu, 1988).
1 4. 1. 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,
I’oxygene, l’espace), l’antibiose, le parasitisme, la diminution de 1’agressivité du
pathogéne et I’induction de la résistance chez la plante. L’é¢tude de ces mécanismes
d’action est une étape importante dans le développement de la lutte biologique (Jijakli,
2003).
A. Antibioses

La sécrétion de substances antibiotiques par les microorganismes est un phénomene
fréquent. Certains métabolites sont capables d’interférer avec la germination, la croissance
mycélienne et/ou la sporulation des agents phytopathogenes. D’autres entrainent le
relargage de composés cellulaires suite a la perturbation de la perméabilité cellulaire.

L'antibiose est le mode d’action le plus étudié chez les agents de lutte biologique (Jijakli,
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2003). Elle consiste en la production par 1’agent antagoniste d'antibiotiques efficaces
contre 1’agent pathogeéne (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
éléments 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 1’un constituent une base nutritive pour 1’autre
(Helluy et Holmes, 2005).

I. 5. Actinomycetes : Agents de lutte biologique contre les maladies phytopathogénes
de blé
I. 5. 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 végétative de type mycélien (Lacey, 1973).
C’est un groupe microbien morphologiquement tres variés depuis des formes bacillaires
diphteroides jusqu'a des formes filamenteuses ramifiées a mode de sporulation complexe
(Larpent et sanglier, 1989).

Les actinomycetes présentent un important potentiel d’agents contre des maladies
phytopathogénes. En effet, ces derniéres décennies, plusieurs études se sont intéressées aux
réles que pourrait jouer les actinomycétes dans la suppression des phytopathogénes. Le
premier produit de lutte biologique commercialisé a base d’actinomyceétes a été fabriqué a
partir de Streptomyces griseoviridis pour contrdler les agents phytopathogénes comme le
Botrytis et le Fusarium (Copping et Mens, 2000; Errakhi, 2008).

Les actinomycétes 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
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milieux rhizosphériques. Cette caractéristique est essentielle dans la lutte biologique.
Ainsi, les actinomycétes 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).
I. 5. 2. Classification des actinomycétes

Les actinomycetes sont rattachés a la famille des Actinobacteria (bactéries & Gram
(+) et G + C% ¢éleve), classe des Actinobactéria, sous classe des Actinobacteridae et a
I'ordre des Actinomycetales crée par Buchanan en 1917, (Bergey's manual, 2007). La
famille Actinobacteria tel qu'il figure dans "Bergey's manual, 2007" renferme une seule
classe qui est Actinobactéria, cette classe est subdivisée en 5sous classe, 13 sous ordre
dont9 appartiennent a l'ordre des Actinomycetales, 41familles, 193genres et pres de
1711especes.
I. 5. 3. Morphologie des actinomycetes

Les actinomycetes peuvent étre classés en deux groupes. Le premier se compose
d'organismes qui ne présentent pas de caractéristiques morphologiques particulieres 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 :
Des colonies poudreuses couvertes d'hyphes aériens fermement attachés au milieu ;
Des colonies pateuses qui peuvent étre facilement détachées des milieux solides;
Des colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d'hyphes aériens attachés
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 ramifiees ou non, droites,

flexibles ou en spirales. De plus, clles peuvent étre rayonnantes autour d’hyphes
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sporophores. La majorité des actinomycétes cultivés sur milieu solide forment un
mycélium de substrat et un mycélium aérien. Néanmoins, il existe 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 attaches au milieu par des crampons (Holdfasts).
En culture liquide et sans agitation, les hyphes formés aprés 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. 5. 4. Physiologie et écologie des actinomycétes

I1 existe deux groupes d’actinomycétes. 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’actinomyceétes
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 pathogenes (Sardi et al., 1992; Thirupl et al., 2001).
I. 5. 5. Réle des actinomycetes en amélioration de la qualité des sols agricoles

Les actinomycetes ont un role important dans 1’amélioration de la qualité du sol
agricole. En effet, ils contribuent & 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
¢galement 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’cau dans le sol et permettent
ainsi une bonne aération du sol (Mckenna et al., 2002). Outre la structure et la fertilité du
sol, les actinomycétes augmentent le pouvoir suppressif du sol. Mazzola (2002) a montré
qu’un sol riche en actinomycetes est suppressif aux maladies phytopathogénes qu’un sol
pauvre de ces bactéries (Errakhi, 2008).
l. 5. 6. Production d’antibiotiques

En effet les actinomycétes constituent une source importante d’antibiotiques et
d’autres métabolites secondaires a utilité 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 tres variées (Amino-glycosides, Anthra-
cyclines, Glycopeptides, Macrolides...) qui ont de nombreuses applications thérapeutiques
(Okami et Hotta, 1988).
I. 5. 7. Avantages de I'utilisation des streptomyces en lutte biologique

Notre choix des streptomyces en vue d'une lutte biologique contre les agents
pathogénes est basé sur plusieurs propriétés associées au a ce genre qui peuvent expliquer
leur capacité d'agir comme agent de lutte biologique, ces propriétés sont:
Leur capacité de coloniser la surface des plantes et les sites d'infections (Dubey et al.,
2007; Doumbou et al., 2002).
Leur capacité de produire différents types de métabolites secondaires et des substances
biologiquement actives d'une valeur hautement commerciale comme les enzymes et les
antibiotiques (Lee et Hwang, 2002; Doumbou et al., 2002; Grabley et Thiericke, 1999).
Les Streptomyces sont des contributeurs au tampon biologique des sols et ont un rdle dans
la decomposition de la matiere organique (Lee et Hwang, 2002; Grabley et Thiericke,
1999).
Certains Streptomyces améliorent la croissance des plantes (Merriman et al., 1974; Brown,
1974).
Ce genre de microorganisme est adapté a la formulation et I'application dans le champ
(Landa et al., 1997).
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Il. Matériel et Méthodes
I1. 1. Souches des microorganismes
I1. 1. 1. Souches de champignons phytopathogénes
A. Provenance et origine des souches fongiques
Il faut faire donner certaines informations sur I'agent phytopathogene dans notre
étude telle que l'origine. (Tableau 01).
Tableau 1. Origine de I'agent pathogene
Boudiaf (M'sila)

B. Purification et conservation des souches fongiques

Aprés l'obtention de culture pure de champignon par le repiquage successive sur le
milieu PDA en boites de pétris, la conservation de souche sont effectuée sur milieu PDA a
23°C dans I'étuve (Botton et al., 1990).
C. Identification de I'agent pathogéne

L'identification de I'agent pathogéne basé sur une étude macroscopique des
caractéeres morphologue de la culture et dans une seconde étape sur une étude
microscopique des caracteres 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'actinomycetes
I1. 2. 1. Isolement des souches d'actinomycetes

Les actinomycetes sont des microorganismes faciles a cultiver, par ailleurs, leur
croissance lente et leur faible nombre dans les échantillons du sol sont souvent masqués
par les bactéries et les champignons a croissance rapide lors de l'isolement. En effet
I'utilisation d'un milieu spécifique additionnée d'antibiotiques combinés des traitements des
échantillons du sol facilité I'isolement de ces microorganismes. L'isolement du maximum
de souches d'actinomycetes contenues dans les échantillons du sol nécessite plusieurs
méthodes entre autre, la sélection par l'antibiotiques dont un prétraitement des ces

échantillons sera entrepris avant d'entamer cette opération.
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1. 2. 2. Milieux d'isolement

Plusieurs milieux solides, a avoir, ISP2 et Bennett ont été utilisés afin d'isoler et de
conserver les souches d'actinomycetes a partir des échantillons du sol choisi. Tous les
milieux utilisés sont stérilisés) 120°C pendant 2heur dans un autoclave et la verrerie est
stérilisée) 180°C dans une étuve pendant 30min. 1l est a noter que toutes les manipulations
microbiologiques sont effectuées dans des conditions stériles sous hotte flux laminaire
autour d'une flamme d'un bec bezn.
I1. 2. 3. Technique d'isolement
A. Prélevement des échantillons du sol

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 prélevement de sol a été effectué selon la technique
de Pochon et Tardieux (1962). A l'aide d'une grande spatule stérile, les cing premiers
centimetres 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) 20a
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 prélevement et aussi leurs

caractéres du sol (Tableau 02).

Tableau 2. Echantillonnage du sol

Profondeur | Caractéristique

(cm) de sol
El ' Wilaya de M'sila (Hammam Dalaa) 5-20 * Sol marron a noir
E2 Wilaya de M'sila ( pole) 5-20 Sol marron claire

B. Prétraitement des échantillons du sol

Le prétraitement des échantillons du sol est une étape préliminaire permettant de
sélectionner les Actinomycetes dans les échantillons de sol, cette étape consiste & sécher
les échantillons dans une étuve a 50°C pendant 24h.
C. Méthode d'isolement (suspension-dilution)

Aprés séchage des échantillons du sol, 10g ont été tamisés pour éliminer les débris

végétaux indesirables. Les échantillons ont été ensuite broyés dans un mortier stérile.
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Apres homogeneisation, 1g de chaque échantillons sont pesés puis introduits dans un tube
a essai contenant 9ml d'eau physiologique stérile. Aprés 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'homogeénéisation le contenu des boites. Les boites sont
ensuite incubées pendant 07-21jours a 30°C (Madigan et al., 2007).
D. Purification des isolats d'actinomycetes
Apreés une semaine d'incubation, les colonies d'Actinomycétes apparus et observées a

I'aide d’un microscope photonique sont repérées d'apres leur aspect macroscopique et
microscopique caractéristique. (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 séparément 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).
E. Conservation des isolats d'actinomycétes

Aprés l'isolement et purification des isolats d'actinomycétes sur le deux milieux
ISP2etBennett. Ces dernieres sont conservées dans un réfrigérateur a température 4°C. Les
isolats d'actinomycetes sont repiqués régulierement (tous les 03mois).
I1. 2. 4. Identification des souches d'actinomycetes
A. 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 a 30°C aprés 7 a 21jours d’incubation (Nonomura, 1974).
B. Identification microscopiques

La souche poussant sur les différents milieux (ISP2, Bennett) est observée au

microscope optique en utilisant les différents grossissements. Ces observations sont
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réalisées directement a partir de la boites de pétri de maniere) 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).
C. 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 foncé ou violet (Baldent, 1997).
* Technique de coloration
- Coloration par le violet: Recouvrir totalement la lame avec le violet de Gentiane; Laisser
agir 20 secondes a 1minute selon la force du violet utilisée;
- Mordancages: Prendre la lame avec une pince et I'incliner Iégerement. 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;
Rejeter et remplacer par la méme solution (2fois en laissant agir chaque fois 20secondes);
- Décoloration par I'alcool, en laissant couler rapidement l'alcool sur le frottis, tenu
verticalement ou en position trés inclinée jusqu'a ce que l'alcool s'écoule non teinté
5310secondes;
- Recoloration par la fuchsine: Recouvrir la lame d'eau et verser quelques goutte de
fuchsine & chaque extrémité du frottis, laisser la fuchsine 10a20secondes;
- Rincage et séchage: Rincer a l'eau et sécher entre deux feuilles de papier filtre ou a la
chaleur de bec benzene.
I1. 3. Activité antifongiques d'isolats d'actinomycétes
I1. 3. 1. Mise en évidence de I’activité antagoniste in vivo
L'utilisation des isolats d'actinomycétes 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 pathogénes (Fusarium ssp.).
L'activité antifongique des souches d'actinomyceétes est mise en évidence par deux
méthodes, a savoir, la méthode de confrontation directe (technique de trait) sur le milieu
PDA (Annexel) et par la méthode de disque d'agar (Badji et al, 2005).
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A. Méthode de confrontation direct en boites de pétri (technique de trait)

Le principe de la technique de confrontation direct consiste:

Les champignons (Fusarium sp). Comme les espéces bactériennes proviennent de pré
cultures en boites de pétri. Un disque de champignon de 6mm de diamétre est prélevé puis
déposé a l'aide d'un emporte-piéce stérile sur une boite de pétri contenant le milieu PDA. A
3cm de la pastille du champignon, un isolat d'actinomycete est ensemencé en trait. Chaque
souche bactérienne est confrontée au champignon a raison de 3répétitions. Le témoin
consiste en une boite contenant une pastille du champignon de 6mm de diamétre et ou
I'inoculum bactérien est remplacé par I'eau distillé stérile (Dennis et Webster, 1971; Inam-
ul-Haq 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):

(%) 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 lI'antagoniste.
B. Méthode de confrontation directe (disque d'agar)

Cette méthode consiste a prélever des cylindres d'agar de 6mm de diametre d'une
culture d'actinomycetes de 14jours ensuite les déposer dans une boites de pétri contenant le
milieu PDA.une rondelle de 6mm de diametre de champignon agée de 10jours est ensuite
déposée 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 formule citée
auparavant (Wang et al., 2002):

I1. 4. Etude du phénomene d'antagoniste des isolats d'actinomyceétes in planta

Cette méthode est utilisée pour étudier I'action des isolats d'actinomycetes sur la
croissance de mycélium du agent pathogene (Fusarium ssp.), d’une part, et d'évaluer
I'efficacité des I’inoculation actinomycétales sur la croissance de blé dur.

I1. 4. 1. Matériel végétal

Le materiel végétal est composé de deux variétés de blé dur, a savoir, Bousselam,
et Waha fournies par I’Institut Technique des Grandes Cultures (ITGC). Le choix de ces
variétés est lié a leur forte demande par les agriculteurs et leur adaptation aux conditions

locales.
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La variété Bousselam est caractérise par un cycle vegétatif tardif (Fortas et al.,
2013). Elle est résistante presque a toutes les maladies : rouille jaune, brune et noire, piétin
verse et échaudage, 1’Oidium et a la fusariose et moyennement résistante a la Septoriose.
Elle possede un fort tallage, une bonne résistance a la sécheresse, un poids de mille grains
élevé et un rendement en grain optimal de 38g/ha (Boufinar-Zaghoune et Zaghoune, 2006)

La variété Waha présente un fort tallage et un poids de mille grains moyen. C’est
une variété précoce, (Bouzerzour et al., 2000) . Elle se caractérise par une stabilité du
rendement (rendement grain optimal 45q /ha) et une tolérance a la sécheresse élevée
(Meziani et al., 1993), Waha Montre une tolérance a certaines maladies : rouille jaune,
brune et noire et est résistante a d’autres : piétin verse et I’Oidium. Elle est moyennement
résistante a la septoriose et a la fusariose (Boufinar-Zaghoune et Zaghoune, 2006).
Il. 4. 2. préparation de [I'inoculation du champignon (Fusarium ssp ) et
d'Actinomycétes

Les spores des champignons phytopathogéne "Fusarium sp "sont obtenues en
inondant une culture de 14jours 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 débris
du mycélium et du milieu. (Omer et al., 2006).

Pour les actinomyceétes, des boites de pétris contenant le milieu nutritif 1SP2 sont
ensemencées en series 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 I'aide d'un vortex. (Omer et al., 2006).

11. 4. 3. Mise en place de I’expérimentation

L'objectif de cette expérience est la détermination les effets des souches
d'actinomycetes du genre Streptomycétes qui sont isolée a partir de deux sols dans la
région de M’sila (Pole universitaire et Hammam Dalaa), comme un agent de lutte
biologique sur la croissance des plantules de blé et leur effet sur les agents pathogenes
Fusarium ssp qui cause la maladie de fusariose de blé. Lors de cette expérimentation, nous
avons utilisé les graines de Waha et Boussalem .
A. Désinfection et pré-germination des graines de blé

La desinfection des graines de blé a été réalisé dans une solution d’hypochlorite de
sodium a 5%. Les graines sont immergées pendant 3min afin d'éliminer toute trace de

contamination superficielle préexistante. Les graines désinfectées sont rincées 3fois par
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I'eau distillée puis transférées dans une boites de pétri contenant le papier filtre humecté a
I'eau distillée pour la pré-germination des graines a raison de 20 graines par boites sont
incubées 3jours a 25°C. Aprés gonflement, les graines de chaque variété ont été
ensemencée dans une boites de pétri qui contient le papier filtre stérile imbibée par I'eau
distillé stérile puis ajout la suspension de I'inoculation des actinomycétes et des agents
pathogenes par le traitement suivantes:

* En présence seulement de I’actinomycéte (Test positive)

- Témoin (-): 5 graines de blé dur (Boussalem ou Waha) désinfectées par I'eau distillée
sont ensemencés dans une solution hydroponique (4ml d'eau distillée stérile).

- Test positive (+): 5 graines de blé dur (Boussalem ou Waha) sont ensemencée en une
culture hydroponique en présence de 3ml de la suspension d’actinomycetes.

* En présence de ’actinomyceéte et de ’agent pathogene (test de bio contrdle)

- Témoin négative (-): Cinq graines de blé dur infectées par 2ml de la suspension de
Fusarium sont semées dans la culture hydroponique de boite.

- Test positive (+): Cing graines a chaque variété de blé dur sont ensemencée dans une
solution hydroponique additionné 3ml de suspension fusarienne et inoculer directement par
la suspension d'actinomycetes.

L’essai est mis en place dans un dispositif factoriel en blocs, avec trois répétitions, a
raison d’une boite de pétri par répétition (boites de pétri ont été utilisé au total pour chaque
génotype. Apres la désinfection des graines a raison de 5 graines par boites sont incubées
6jours a 25°C.

I1. 5. Notions et mesures
I1. 5. 1. Taux de germination

La germination est notée par comptage effectué tous les 24heurs jusqu'au 10™™
jour. Le pourcentage des graines germées est détermine par le rapport entre le nombre des
plantules normales développees sur le nombre total de graines incubées (ISTA, 2003), d’ou

G(%) = (NGG/NTG)*100, d’ou

G(%) 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
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I1. 5. 2. Croissance foliaire

L’¢longation foliaire, qui exprime la croissance, est suivie quotidiennement par la
mesure de 1’allongement des feuilles. Cette mesure est réalisée quotidiennement a I’aide
d’une régle gradué de la base du limbe a la pointe.
I1. 5. 3. Longueur de racines et épi cotyles

La longueur maximale des racines seminales a été determinée 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 premiere vraie feuille (Simmons et al., 1995).
I1. 5. 4. Croissance foliaire

A I’aide de la surface foliaire, on appliquant la formule : L x | x 0.709, dont L est

la longueur de la feuille, | est la largeur de la feuille et 0.709 est un constant (K)
I1. 5. 5. Nombre des feuilles

A T’aide de comptage des feuilles des plantules.
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I11. Résultats et discussions
Premiére partie: Résultats
I11. 1. Souches des champignons pathogenes
I11. 1. 1. Identification macromorphologiques et microscopique de I'agent photogéne
L’identification de cette souche est basée essentiellement sur les clés de
détermination des RF genres a savoir les caractéres culturaux et la morphologie
microscopique, établies par Botton et al. (1990), Messiaen et al. (1991) et Rémi, 1997.
I11. 1. 1. 1. Identification macromorphologiques de I’agent pathogéne
Les caractéres macroscopiques de I'agent pathogene avec un mycélium de substrat
sont étudiées sur le milieu PDA (Annexe 1), le tableau suivant résumé l'aspect du
mycélium de la souche fongique, la surface et la croissance des colonies, la couleur du
revers de la boite ainsi que la présence ou l'absence de pigments caractéristiques de la
souche fongique.

Tableau 03.Caractéeres macroscopiques de champignon phytopathogéne (Fusarium ssp.)

Souche de | Aspect macroscopique Caractéres macroscopiques

champignon

Colonie volumineuse
Fusarium ssp. cotonneux a une couleur
blanche, la croissance est
rapide, avec un mycélium
aérien dense de couleur blanc

et un mycélium du substrat

blanchétre
Photo Originale : (DERJ et

BENDERRADJI, 2017)

I11. 1. 2. 2. Identification microscopique

L'étude microscopiques porté sur l'observation des structures caractéristiques de la
souche fongique isolées (mycélium, conidiophore, conidies) deux genres de moisissures
sont mise en évidence, le tableau suivant résumé I'aspect microscopiques de la

champignon phytopathogéne.
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Tableau 4 . Caracteres microscopiques de la souche fongique phytopathogene (100X)

Souche Caractéres microscopique Aspect microscopique

fongique

*Thalle &  croissance  rapide,
Fusarium | *Conidiophores parfois trés ramifiés

ssp. *Phialides plus ou moins allonges
pouvant produire deux types de
conidies : macroconidies fusiformes, r

microconidies septées fusiformes ou

S—

Photo Originale : 100X (DERJ et
BENDERRADJI, 2017)

ovoide

I11. 2. Souches des actinomycetes
I11. 2. 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). 08
isolats d'actinomycetes ont été isolée a partir deux échantillons des sols semi-aride prélevés
dans deux régions de M'sila. A partir du sol semi-aride de pole de M'sila 06 isolats
d'actinomycetes ont été isolées, c'est le grande nombre d'actinomyceétes obtenu dans cette
étude (Tableau 05). A partir du sol 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 éléments nutritives, la végétation ainsi que la texture de sol) (Zitouni et al., 2005;
Kitouni et a.l, 2007).

Toutes les colonies d'actinomycetes 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 actinomyceétes a partir les tous les
régions études et le plus grand nombre d'actinomyceétes a éte isolées a partir des dilutions

10™ et 10°%est en accord avec celui obtenu par (Kitouni, 2007).
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Tableau 5. Nombre et code d'isolats d'actinomyceétes obtenus de deux sols de la région de

M'sila

Région Nombre et code des isolats d'actinomycetes | Nombre
total
Hammam Dalaa | HD,, HDy 2
(M'sila)
Pole universitaire | PU;, PU,, PU3, PUs, PU7, PUg 6
(M'sila)
I11. 2. 1. 1. Identification des souches d'actinomycetes
I11. 2. 1. 2. Identification macromorphologie
L'étude macromorphologique est fondée sur I'identification des isolats

d'actinomycetes. De ce fait, deux milieux de culture ont été utilisés, a savoir, ISP2 et
Bennett. Les résultats de ces tests sont mentionnés ci-dessous (Tableau 06, figure 03
AetB).

Tableau 6. Aspect macroscopique d'isolats d'actinomyceétes

Colonie

Echantillo

ns du sol

Dilution

Milieu de

culture

Code

Aspect macroscopique de

colonie

Hammam
Dalaa
(M'sila)

10*

ISP2

HD,

Colonies plus petits,
bombées et adhérent dans la
gélose, mycélium de substrat
jaune, mycélium aérien gris

claire

HDy

Colonies plus petits,
bombées et adhérent dans la
gélose, mycélium de substrat
aérien

jaune,  mycélium

jaune claire

Pole
(M'sila)

10°

ISP2

PU,;

Petits colonies, plats,
poudreuse, conteur réguliers,
Gris,

myceélium de substrat Brune

mycélium  aérien

a marron.
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PU, Petits colonies, bombées,
poudreuse, a conteur
arrondi, mycélium aérien
Blanche, mycélium de

substrat Jaune

PU; Grands colonies, blanche
avec de conteur sous forme
régiliers, mycélium aérien
Blanche, mycélium de

substrat Jaune

PUg Plats, poudreuse, farineuse,
mycélium  aérien  Beige
claire, mycélium de substrat

brune claire

PU;, Colonies  moyenne,  gris
foncé avec un conteur
irrégulier, mycélium aérien

gris foncé, mycélium de

substrat est marron foncé

PUs Colonies moyenne avec un
conteur arrondi, mycélium
aérien Blanche, mycélium de

substrat est marron

Photo Originale : (DERJ et BENDERRADJI, 2017)

Tableau 7. A: Comparaison des isolats d'actinomycétes par I'observation macroscopique

dans le milieu ISP2 et Bennett.
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Mc Isolats d*actinomycetes | PU; PU, PUs; HDy
ISP, | Croissance Moyenne | Moyenne | Moyenne | Moyenne
Couleur de mycélium | Gris Blanche | Blanche | Moyenne
aerien
Couleur de mycélium de | Brune a | Jaune Jaune Jaune
substrat marron
Croissance Moyenne | Moyenne | Moyenne | Moyenne
Bennett | Couleur de mycélium | Jaune Jaune
aerien claire Blanche Blanche | claire
Couleur de mycélium | Blanche | Jaune Jaune Jaune
aerien claire

Tableau 7. B: Comparaison des isolats

dans le milieu ISP2 et Bennett .

d'actinomycetes par l'observation macroscopique

Mc Isolats d'actinomycétes | PUs PU-, PUs HD,

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

Bennett | Croissance Importante | Importante | Importante | Moyenne
Couleur de mycélium | Gris claire | Blanche Blanche Gris
aerien claire
Couleur de mycélium | Jaune Jaune Jaune Jaune
substrat claire
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Photo Originale : (DERJ et
BENDERRADJI, 2017)

Figure 3. Colonies des souches d'actinomycetes sur le milieu ISP2:A(lsolat HDb); B(Isolat
PU3); C(lsolat PU2); D(Isolat PU1); E(lsolat PU7); F(Isolat HDa); G(lsolat PU5);
H(lsolat PUS).
2. Identification microscopique

D'apres la coloration de Gram, les souches présentent I'aspect typique des

actinomycetes a filaments ramifies de couleur violet (Gam™) (Figure 04)
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Photo Originale : 100X (DERJ et
BENDERRADJI, 2017)

Figure 4. Caractéristiques microscopiques des isolats actinomycetes (G:100X):
A(lsolat PU1); B(lsolat PU7); C(lIsolat PU2); D(Isolat HDa); E(lsolat PUS8); F(Isolat
HDDb); G(Isolat PU5); H(Isolat PU3).

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 les
08 isolats sélectionnés et de les rapprocher au genre correspondent. En effet, les 08 isolats
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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
sept isolats (PU;, PU,;, PUs, PUs, PU7 , PUg HD, et HDy) permet de rattacher ces
actinomycetes au genre Streptomyces (Holt et al, 1994 ).
I1. 3. Mise en évidence de I’activité antagoniste in vivo

Le comportement des agents antagonistes et leurs interactions avec lI'agent pathogene
est une phase primordial de I'étude des phytopathogenes (Larkin et Fravel, 1999), c'est
pourquoi des tests d'activités antagonistes, qui ont pour quelle but de sélectionner les
isolats performants, ont été réalisé. Ces tests représentent un des criteres de sélection, il a
été effectué in vitro, par deux méthodes, a savoir, la confrontation directe et la méthode de
disque d'agar entre les deux protagonistes. Dans notre étude, on a pu déterminer I'action
antagonisme de 08 isolats d'actinomycetes contre un souche de champignon pathogéne
(Fusarium ssp.).

Il. 3. 1. Résultats des essais de confrontation direct (technique de trait et disque
d’agar)

Parmi tous les isolats d'actinomycétes (08 isolats), on a seulement 4 isolats qui
présentent une activité antagonistes contre l'agent pathogéne Fusarium sp. il s'agit des
souches (PU,, PU5, PU; et HD,) Selon les deux méthode appliqués technique de trait et de
disque d'agar. L'action antagoniste se traduit par une faible croissance mycélienne de agent
pathogéne durant les 05 premiers jours d'incubation, suivi lI'arrét totale de la croissance du
coté de la confrontation (antagonistes- pathogenes). (Figure 06). Le pourcentage
d'inhibition de la croissance mycélienne d'agent pathogéne varie d'un isolat a une autre et
cela, quelle que soit la technique utilisé (technique de trait ou technique de disque agar).
Selon les deux techniques appliqués, on a enregistré la méme activité pour les souches PU7
etPU2 avec au maximum (86.6 et93.3%), quand aux souches PU5 et HDa pour la
technique de disque d'agar, on remarque une augmentation dans l'activité antifongiques
avec un pourcentage de (94.66 et 97.3%) respectivement (Figure 07), alors que pour la
technique de trait, on note le pourcentage (86.6 et80%). (Figure 06).

En effet, aprés 5 a 8jours d'incubation, la colonie de champignon phytopathogene
présente dans la boite correspondant au témoin atteint environ 7a 8 de diametre, alors qu'en

présence des O4isolats d'actinomycétes précedemment citées, le diametre de ces
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champignons ne dépasse pas le 5,7Cm. Sur la base de ses résultats, les quatre souches
PU,, PUs, PU; et HD, d'actinomycetes ont été retenus pour le teste in planta (Figure 05, 06
et07).

120 e ea 7 . .

_ Activité antifongique
< 100
S 80 -
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2 60 - H Méthode de trait
<
§=
T 40 - )
% H Méthode de disque
S 20 A d'agar

O .

PU2 PU5 PU7 Hda
Isolats d'actinomyceétes

Figure 5.Activité antifongique des souches d'actinomycetes par les deux méthodes de

confrontation (Technigue de trait et de disque d'agar)

Témoin F. ssp.

Figure 6. Résultats d'activité antifongique entre le Fusarium ssp. Et les 04 isolats
d'actinomycetes (PU2, PU5, PU7 et HDa) par la méthode de confrontation direct (Méthode
de trait). Photo Originale : (DERJ et BENDERRADJI, 2017)

IsolatPU7+F. ssp. Isolat PU2+F.ssp Isolat PU5+ F.ssp Témoin:F.ssp

Figure 7. Résultats d'activité antifongique entre le Fusarium ssp. et les 04 isolats
d'actinomyceétes (PU2, PU5, PU7 et HDa) par la méthode de confrontation direct (Méthode
de disque d’agar). Photo Originale : (DERJ et BENDERRADJI, 2017)
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11.4.Etude du phénomeéne d'antagoniste in planta
111.4.1.Effets des Actinomycétes sur les parameétres de croissance de blé dur (Waha et
Boussalem)
111.4.1.1. Taux de germination

Ce histogramme représentent le taux de germination de deux variétés de blé dur
(Waha et Boussalem) en fonction des quatre isolats d'actinomycetes aprés 06jours de
culture, ou on observée le nombre des graines germinées apres l'inoculation par les4
isolats est ce différent pour les graines de deux variétés (waha et boussalem) ou nous
avons trouvé que l'effet de isolat PU5, PU7et HDa est plus grande (33.33, 33.33 et
26.67%pour les graines de Waha et 20, 26.67, 20% pour les graines de boussalem (Figure
8).

Durée de germination

35 ~
30 A
25 A
20 A
15 -~
10 ~

B Boussalem

B Waha

Taux de germination (%)

Isolats d'actinomycetes + blé dur

Figure 8: Taux de germination des graines de blé dur (Boussalem et Waha) inoculée par
les 04 isolats d'actinomyceétes aprés 06jours de culture.
111.4.1.2.Nombre des racines

D'apres ces résultats, on observé le nombre des racines est plus élevé pour les
plantules obtenus a partir des graines traité par I'inoculum de I'isolats HDa, PU7etPU2( 7,
6et 5 racines respectivement pour les graines de Boussalem), mais pour les graines de
Waha le nombre des racines est reste restreinte par les trois souches ( 1, 4 et 3 pour HDa,
PU7 et PU2). Par contre pour l'isolat PU5le nombre des racines est presque le méme pour

les deux variétés (3 racines respectivement) (Figure09).
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Figure 9.Nombre des racines de deux variétés de blé dur (Boussalem et Waha) inoculée par
les isolats d'actinomycetes apres 09jours de culture.
I11. 4. 1. 3. Longueur des racines

D'aprés ces résultats, on observé la longueur des racines est plus élevé pour les
plantules obtenus a partir des graines traité par I'inoculum de l'isolats PU7etPU5( 6.28 et
7.98 cm respectivement pour les graines de waha), mais pour les graines de boussalem la
longueur des racines est reste restreinte par les deux souches (4.28 et 2.5 pour PU7et PU5
et PU2). Par rapporte les deux souches resté la longueur des racines est presque le méme
pour les deux variétés (3.76, 4 cm pour l'isolat PU2 et 3.17, 1.87 cm pour l'isolat HDa,
respectivement (Figure 10).

L’analyse de la variance des traitements effectués sur ce parametres, a dégagé trois
groupes homogenes (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 nombre 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 révélé un effet significatif (a=0.01%) pour de valeur de 0.1 %.
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Figurel0. Longueur des racines de deux variété de blé dur (Boussalem et Waha) inoculée
par les isolats d'actinomycetes apres 09jours de culture .
111.4.1.4.Longueur d'épicotyle

La mesure effectue démontrent que la longueur d'épicotyle des graines de blé dur
(Boussalem) sont trés proche en présente des trois isolats d'actinomycétes ( 2.25 cm pour
PU2 ; 2.12 cm pour l'isolat PU7; 2.03 cm pour HDa), tendis que les mesures de blé dur
(Waha) représente (1.3cm pour PU2; 1.47cm pour PU5 et 0.93cm pour l'isolat PU7). Mais
pour l'isolat PU5 la longueur d'épicotyle est presque le méme pour les deux variétés (
1.4cm pour boussalem , 1.47cm pour waha)(Figurell).

L’analyse de la variance des traitements effectués sur ce parametres, a dégagé trois
groupes homogenes (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
(oo = 0.05) a révélé un effet trés hautement significatif (« = 0.01%) de valeur de 0.1 %
(Figure 9).

41



CRAPIIEE I ......uuenenenninineininineiniinennsnsesnnsesnssnsnseasnsesss.RESUlLALS €t discussion

E 25 -
2
L 2 A
I
9 1.5 -
=
] 1 -
T B Boussalem
305 -
S B Waha
M 0 T T T T 1
5
- A Vv \) QA >

\Q\ Qo Qo Qo \2\6

@0 ‘Q/x ‘Q/x bx \.?Jx
&
Isolats d'actinomyceétes+ blé dur

Figurell. Longueur d'épicotyle de deux variétés de blé dur (Boussalem et Waha) inoculée
par les isolats d'actinomycetes apres 09jours de culture.
I11. 4. 1. 5. Nombre des feuilles

Le nombre des feuilles est plus élevé pour les plantules obtenus a partir des graines
de blé dur Boussalem traité par la souche PU2 et HDa (3 et 4 feuilles respectivement).
Alors que le nombre des feuilles pour les graines de blé waha en présence de ces deux
isolats est moins que le premiere( 1 et 1 feuilles respectivement). Par contre les autre
souches est représente un effet presque le méme pour les deux variétés (2 pour PU5 et 1

pour PU7 respectivement) (Figurl2).
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Figurel2. Nombre des Feuilles de deux variété de blé dur (Boussalem et Waha) inoculée
par les isolats d'actinomyceétes aprés 10 jours de culture.
I11.4. 1. 6. Longueur des feuilles

D'apres ces résultats, on observé la longueur des feuilles est plus grande pour les
plantules obtenus a partir des graines de Boussalem traité par I'inoculum de I'isolats HDa
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et PU2 (6.82cm et 6.88 cm respectivement), mais pour les graines de blé Waha la
longueur des feuilles est réduite par les deux souches (1.67cm et 2.5cm pour HDa et et
PU2). Par contre les autre souches(PU7et PU5) la longueur des racines le blé élevé est
variété de Waha (Figure 13).

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 le nombre et la
longueur des feuilles est dépend au ces facteurs. La comparaison des moyennes a 1’aide
du test LSD au seul de (o = 0.05) a révelé un effet trés hautement significatif (o = 0.01%)
de valeur de 0.1 % (Figure 9).
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Figurel3. Longueur des feuilles de deux variétés de blé dur (Boussalem et Waha) inoculée
par les isolats d'actinomycetes aprées 10jours de culture
111.4.2.Effets des souches d'Actinomycetes sur I'expression de la fusariose de blé dur
(waha et Boussalem)
111.4.2.1. Taux de germination

Les résultats obtenues, montrent que les effets des quatre isolats d'actinomycétes sur
le taux de germination est trés importants pour les graines de variétés de blé dur (waha) qui
inoculés par la suspension de Fusarium ssp. et les quatre isolats respectivement (33.33,
46.67, 40 et 40% pour les isolats PU2, PU5, PU7 et HDa ), cependant le taux de

germination pour les graines de blé dur (Boussalem) est moins que le Waha (Figure 14).
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Figurel4. Taux de germination des graines de blé dur (Boussalemet Waha) inoculée par la
suspension de Fusarium ssp. et 04 les isolats d'actinomycetes aprés 06jours de culture
111.4.2.2.Nombre des racines

D'aprés ces résultats, on observé le nombre des racines pour les plantules obtenus a
partir des graines traité parla suspension de Fusarium ssp. et la suspension de l'isolats
PU2,PU5et PU7 est proche ( 2, 5 et 3 racines respectivement), par contre les autre isolats
représente une nombre des racines élevé pour les graines traité par l'isolat HDa pour Waha
et réduite pour boussalem.(Figurel5).
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Figurel5. Nombre des racines de deux variété de blé dur (Boussalem et Waha) inoculée
par la suspension de Fusarium ssp. et les isolats d'actinomyceétes apres 09jours du culture.
111.4.2.3.Longueur des racines

D'aprés ces résultats, on observé la longueur des racines est plus élevé pour les
plantules obtenus a partir des graines traité par la suspension de Fusarium ssp. et

I'inoculum de l'isolats HDa et PU5( 5.6et 6¢cm respectivement pour les graines de waha),
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Par rapporte la longueur des racines de boussalen est presque le méme pour les deux
isolats PU7 et PU5 (Figure 16).
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Figure 16.Longueur des racines de deux variésté de blé dur (Boussalem et Waha) inoculée
par la suspension de Fusarium ssp. et les isolats d'actinomycétes aprés 09jours du culture.
111.4.2.4.L.ongueur d'épi-cotyle

De méme pour la longueur moyenne d'épicotyle, le test de biocontrble par les
isolats montre que les graines de blé dur de boussalem ont des épicotyles trés longues pour
I'isolat PU7 par rapport les autre isolats ont un longueur comprise entre 0.5 et 1.5cm. Ainsi
que la longueur d'épicotyle des graines de blé dur( waha) est efficace pour l'isolatPU5 et

moins efficace pour les autres souches d'actinomycetes (Figurel7).
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Figure 17.Longueur d'épicotyle de deux variété de blé dur (Boussalem et Waha) inoculée

par la suspension de Fusarium ssp. et les isolats dactinomyceétes apres 09jours du culture.
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111.4.2.5.Nombre des feuilles

Le fusarium ssp. n'a aucune influence sur le nombre des feuilles pour les plantules de
blé (Boussalem) inoculés par les isolats PU5 et PU7 qui représentent un nombre des
feuilles important feuilles 2 et 3 feuilles respectivement). Tandis que le nombre des feuilles
des graines de waha est moins que les graines de boussalem pour I'isolat PU7 par contre
dans l'isolat HDa qui représente un nombre des feuilles éléve pour les graines de waha par

rapport le Boussalem (Figurel8).
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Figure 18.Nombre des feuilles de deux variétsé de blé dur (Boussalem et Waha) inoculée
par la suspension de Fusarium ssp. et les isolats d'actinomyceétes apres 10jours du culture.
111.4.2.6 Longueur des feuilles

La longueur des feuilles aprés I'inoculation par le Fusarium ssp. comprise entre 5et 7cm
pour les graines de blé (boussalem) inoculé par les isolats PU5et PU7. Par contre les

graines de blé de waha (Figure 19).
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Figure 19.Longueur des feuilles de deux variété de blé dur (Boussalem et Waha) inoculée

par la suspension de Fusarium ssp. et les isolats d'actinomyceétes apres 10jours du culture.
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Deuxieme partie: Discussions

Les résultats de I'effet des isolats d'actinomycétes sur les parametres de croissance
de deux variétés de blé dur (Boussalem etWaha) sont présentés dans les figures
précédentes. L'analyse de ces résultats montrent que Le traitement des graines de blé dur
(Boussalem et Waha) par les 04 isolats d'actinomycetes isolée a partir de deux
échantillons du sol de la région de M'sila a donnée un effet importants qui est traduit par
I'amélioration des parameétres de croissance tels que le taux de germination, longueur
d'épicotyle, le nombre et longueur des racines et des feuilles. Cette effet est différente
d'un isolat a un autre selon leur stimulation .En outre, les isolats PU2, PU5et PU7 a un
effet efficace surtout pour les graines de variété de Boussalem. Cette stimulation se traduite

essentiellement par une meilleure croissance sur les différentes paramétres (Prise photo).

Prise photo 01: Graines de blé dur (Boussalem) inoculés par les quate isolats
d'actinomycetes (PU2,PU5,PU7etHDa) apres 08jours de culture. Photo Originale : 100X
(DERJ et BENDERRADJI, 2017)

Prise photo 02: Graines de blé dur (Waha) inoculés par les quate isolats d'actinomycetes
(PU2,PU5,PU7etHDa) aprés 08jours de culture. Photo Originale : (DERJ et
BENDERRADJI, 2017)
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Ces résultats participent certainement dans le processus de biocontrdle (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
phytopathogeénes (Gamalero et al., 2005).

Les résultats de I'effet des isolats d'actinomycetes sur I'expression de la fusariose de
blé dur (waha et Boussalem) sont présentés dans les figures précédentes. Ces résultats
montrent que les souches d'actinomycetes ont un effet inhibitrice contre I'agent pathogene
Fusarium ssp. Cette inhibition ce traduite par I'amélioration des parametres de croissance
tel que le taux de germination, le nombre et longueur des racines, des épicotyles et des
feuilles. Donc on peut dire que, le meilleure solution pour éviter les maladies de blé est
I'utilisation des actinomycetes comme un agent biologique contre ces maladies ( Prise

photo ).

Prise photo 03: Plantules obtenues a partir des graines deblé dur de variété Waha inoculés
par la suspension de Fusarium ssp. + l'isolat d'actinomycétes aprés 08jours de culture.
Photo Originale : (DERJ et BENDERRADJI, 2017)

Prise photo 04: Plantules obtenues a partir des graines de blé dur de variété Boussalem
inoculés par la suspension de Fusarium ssp. + l'isolat d'actinomycétes apres 08jours de
culture. Photo Originale : (DERJ et BENDERRADJI, 2017).
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En comparaison de notre résultats qui nous avons obtenues avec les résultats de
travaux de nombreux chercheurs qui ont confirmé le réle des microorganismes dans la lutte
biologique contre les maladies des plantes. On prend par exemple le travaux de El jaafari et
al., (1995) qui utilise les microorganismes pour déterminer leur effet sur les ennemis de la
culture et comme un agent de lutte biologique. Ainsi pour mle chercheur Yekkour et al.,
(2012) qui sont appliqué les actinomycetes sahariens pour la lutte biologique contre les
maladies de "Fonte de semis ". Pour les chercheurs Meredith et Pohland, (1970) qui sont
montré que les actinomycétes sont des producteurs des produites antibiotique qui
pourraient empécher la croissance des agents phytopathogenes d'un part, et d'autre part

pour I'amélioration des rendement.

Prise photo 05: Les plantules des graines de blé dur (Boussalem et waha) obtenues au
cours de cette expérience apres les 08 jours de culture. Photo Originale : (DERJ et
BENDERRADJI, 2017)
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Conclusion

Les maladies infectieuses sont causées par des microorganismes (champignons,
bacteéries, virus, mycoplasmes et rickettsies) qui peuvent étre transmises par divers vecteurs
(vent, eau, contact entre les végétaux, nématodes, insectes, etc.), d'autres plantes saines, ou
étre présents dans le sol, provoquent ainsi les maladies chez les nouveaux hotes sensibles.
Un germe pathogéne est donc un organisme vivant, éventuellement virulent c'est-a-dire qui
permet provoquer une maladie chez les plantes. Le contrdle de cette maladie peut se faire
par certaines méthodes de lutte classiques, comme les variétes résistantes et I'application de
fongicides, dont les limites de leur efficacité sont bien connues. L'utilisation excessive de
fongicides chimiques peut entrainer la pollution de l'environnement et avoir pour
conséquence I'émergence de pathogenes résistants aux fongicides spécifiques et, par
ailleurs, sont responsables de divers problemes de santé chez les humaines et les animaux.
Les microorganismes antagonistes a des agents pathogenes ont été découvert et certaines
d'entre eux sont utilisés comme agents de lutte biologiques contre les maladies des plantes.

L’objectif de ce travail était de sélectionner et d’identifier de potentiels agents de
lutte biologique. La premiére partie a été consacrée a la purification et I’identification
macromorphologique et microscopique de souche fongique pathogéne (Fusarium ssp) qui
est l'agent responsable de la fusariose du blé dur (Tritucum durum.Desf). Dans une
deuxiéme partie, le travail que nous avons mené sur les souches actinomycetes isolés a
partir de deux échantillons du sol de région de M'sila ( région de Hammam Dalaa et de
pole universitaire). Aprés l'isolement, purification et I'identification macromorphologique
et microscopique nous avons obtenue 08isolats d'actinomycetes qui nommée (PUL, PU2,
PU3, PU5, PU7, HDa, HDb et PU8). La troisieme partie est consacrée aux tests
d’antagonisme in vitro et in planta vis-a-vis de le Fusarium ssp., agent causal de la
fusariose de blé dur. L’antagonisme in vitro est réalisé par la deux techniques (technique
de trait et de disque d’agar) s’est montré positif seulement avec les quatre souches ( PU2,
PUS, PU7et HDa). Ce qui refléte leur action d’antibiose. Cependant, les expéeriences in
planta menées sur les deux variété de blé dur ( Boussalem et Waha), ont montré que le
traitement des graines de blé dur seulement par la suspension de quater isolats
d'actinomycetes est présentent des meilleurs résultats au niveau des parametres de
croissance ( taux de germination, nombre et longueur des racines, nombre et longueur des
feuilles). De méme pour le test de biocontréle, I’isolat PU5 et PU7 a une forte action contre

la suspension fusarienne.
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Selon ces résultats obtenus, on peut dire que les 04isolats d'actinomycétes jouent a
la fois un rble de protection contre I'agents pathogéne de fusariose de blé dur et a
I'amelioration des parameétres de croissance. Alors que la meilleure solution Our augmenter
le rendement en blé dur et éviter les agents pathogenes, c'est [l'utilisation des
microorganismes a un effet PGPR. Dans le cas de notre étude, on affirme que les
actinomycetes sont plus efficaces dans la lutte biologique et I'amélioration de la croissance.
Perspectives

En perspective des études complémentaires sont cependant nécessaires pour achever ce
travail préliminaire, notamment, d’évaluer I'efficacité de ces agents de lutte biologique potentiels
sur une grande échelle (en serre puis en champ); de purifier les antibiotiques produits par ces isolats
et déterminer leur structure et d’étudier les mécanismes d’action d’éventuelles PGPR, a savoir, la
production de phytohormones, production de sidérophores, la solubilisation du phosphate,
induction du systéme de la résistance chez les plantes.
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Annexel: Milieux pour les microorganismes

Milieu ISP2

Extraitde malt...... ... e, 10g
Extrait de levure.........coooiiiii e 49
GIUCOSE. .ttt e e e e 49
A T . e e 209
Bau distillée. .......oovuinii 1000ml
PH oo 7,2

D-GluCOSe anhydre. .........c.oouiiniiii i e 10g
1 3701 0) 1 S 29
EXtrait de Levure.......oooniiii e, 19
Extrait de Viande............oooiiiiii e 19
A T e 209
Eau distillée. .......cooriii i 1000ml
PH . 7,3



AT e 20g
Bau distillee. oottt e e e 1000ml
PH . o 54

Eau physiologique 9%
Chlorure de SOdIUM. ......uiiiii e 9g

Bau distillee. ..ot e 1000ml

Annexes 2: Le matériel végétal utilisé au cours de 1’expérimentation.
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Figure 02: Les semences des plantes des deux variétés de blé dur.
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