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Résumé

Notre étude a été réalisee sur une souche actinomycetale de la collection du laboratoire de
génie microbiologique et application. La souche a été assignée a 1’espéce Nocardiopsis
dassonvillei. L’objectif du travail a été 1I’étude des caractéres morphologique et culturaux de
la bactérie et le test de la production de I'acide indole acétique (AIA) qui stimule la croissance
des plantes.

Sur les milieux de culture utilisés, ISP5, ISP7, Glucose Asparagine et DSMZ65, la
souche a montré un bon développement. Le milieu DSMZ65 a été le meilleur pour une bonne
croissance et une bonne sporulation. Sur le milieu ISP7, la bactérie n’a produit aucun
pigment melanoide. L'examen microscopique au grossissement x100 a permis de montrer le
bon développement mycélien des colonies sur les quatre milieux gélosé et de déterminer grace
a la technique des lamelles la structure microscopique du mycélium du substrat et aérien apres
7, 14 et 21 jours d’incubation a 30 °C. En effet la souche présente de longs filaments,
ramifiés, plus ou moins enchevétrés.

La souche a montré une capacité a synthétis€é I’hormone végétale I’AIA a différentes
conditions physico-chimique (pH, température, NaCl et la taille d’inoculum). La préparation
des milieux de fermentation a été a différentes concentration de NaCl (5 et 10 %) et a
différentes valeurs de pH (7.5 et 9). Nous avons également fait varier la taille de 1’inoculum
(1 et 2%) et les températures d’incubation (30 °C et 40 °C). Le dosage de I’AIA a été apres 4
jours d’incubation puis 8 jours d’incubation. La mise en évidence de la production de I'AIA
est basée sur la filtration des suspensions bactériennes et la réaction de Salkowski.
L'apparition de la couleur rose indique la production de I'AlA, et la mesure de la
concentration a eté realisée par un spectrophotometre. Cette étude nous a permis de conclure
que le 4°™ jours d’incubation est le plus favorable pour la production d’AIA, et les valeurs
des facteurs physico-chimique sélectionnés pH : 9, température : 40 °C, NaCl : 5% et taille
d'inoculum : 2% sont les meilleures conditions de culture pour la production d'AlA chez cette
souche actinomycétale.

Mots clés :

Actinomycetes, Nocardiopsis dassonvillei, les phytohormones, Acide indole acétique.



Abstract

Our study was conducted on an actinomycetal strain from the collection of the
microbiological engineering and application laboratory. The strain has been assigned to the
species Nocardiopsis dassonvillei. The aim of the work was to study the morphological and
cultural characteristics of the bacteria and to test the production of indole acetic acid (AlA)
that stimulates plant growth.

On the culture media used, ISP5, ISP7, Glucose Asparagine and DSMZ65, the strain showed
a good development. DSMZ65 medium was the best for a good growth and sporulation. On
ISP7 medium, the bacteria did not produce any melanoid pigment. Microscopic examination
at x 100 magnification made it possible to show the good mycelial development of the
colonies on the four agar media and to determine, using the coverslip technique, the
microscopic structure of the substrate and aerial mycelium after 7, 14 and 21 days of
incubation at 30 ° C. In fact, the strain has long, branched, more or less entangled filaments.
The strain showed an ability to synthesize plant hormone IAA under different
physicochemical conditions (pH, temperature, NaCl and inoculum size). The preparation of
the fermentation media was at different NaCl concentrations (5 and 10%) and at different pH
values (7.5 and 9). We also varied the inoculum size (1 and 2%) and incubation temperatures
(30 ° C and 40 ° C). The AIA assay was after 4 days of incubation and then 8 days of
incubation. The demonstration of AIA production is based on the filtration of bacterial
suspensions and the Salkowski reaction. The appearance of the pink color indicates the
production of AIA, and the concentration measurement was actualized by a
spectrophotometer. We can conclude from this study that the 4th day of incubation is the most
favorable for the production of AIA, and the values of the physicochemical factors selected
pH: 9, temperature: 40 ° C, NaCl: 5% and inoculum size: 2% are the best culture conditions
for the production of 1AA in this actinomycetal strain.

Key words:

Actinomycetes, Nocardiopsis dassonvillei, Phytohormones, indole acetic acid.
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Introduction

Le sol, symbole de la production agricole, est le support de la biodiversité. C’est le
réacteur biologique qui assure de nombreuses fonctions environnementales. 1l offre un habitat
pour un tres grand nombre de microorganismes qui causent un dommage dans la plante (Arif,
2015).

Les plantes subissent les attaques de nombreux bio-agresseurs. Parmi eux, les virus,
les bactéries et les champignons pathogenes qui causent des maladies sur tous les organes des
plantes. Ces microorganismes affectent les rendements mais aussi la qualité sanitaire de la
récolte par la présence de toxines. Pour diminuer les pertes de rendement occasionnées sur les
plantes d’intérét agricole, actuellement, il est trées recommandé d’utilisé des méthodes de lutte
biologique, comme 1’utilisation des biopesticides telle que les actinomycetes.

Les actinomycetes représentent un groupe bien connu et tres diversifié de bactéries
Gram-positifs, aérobies et filamenteuses, appartenant a I'ordre Actinomycetales. Ces bactéries
sont I’une des composantes majeures des populations microbiennes présentes dans le sol. Ces
micro-organismes peuvent affecter directement ou indirectement la croissance des plantes.
Elles synthétisent de nombreux métabolites secondaires biologiquement actifs, tels que des
agents antimicrobiens (Belkadi et Koliai, 2016).

Généralement, les actinomyceétes sont d’importants décomposeurs de la matiere
organique, ce qui rend le sol fertile et par conséquent I’amélioration des récoltes. Les
actinomycetes sont les meilleurs candidats a appliquer sous forme de cellules vivantes. Ils
sont connus pour leur production de meétabolites bioactifs, comme les enzymes, les
phytohormones, les antibactériens, les antiparasitaires et les antitumoraux. Les bactéries
actinomycétales du genre Nocardiopsis, sont des bactéries halotolérantes ou halophiles dont la
croissance est conditionnée par la présence de NaCl en concentration plus au moins
importante et une concentration optimale de 10% a 15% (p/v). Le genre Nocardiopsis contient
30 especes différentes reconnues, dont Nocardiopsis dassonvillei. Elle a une gamme
d’activités biologiques tres intéressante, parmi ces activités, elle est capable de produire les
phytohormones qui influencent grandement la croissance des plantes (Tammine et Kikaia,
2015).

Les phytohormones participent a la régulation de la croissance et au développement
des plantes, en réponse notamment aux facteurs environnementaux. Le terme d’hormone se
réfere a des substances organiques actives a trés faible concentration produites par les plantes.
Parmi ces hormones I’auxine ou 1’acide indole acétique (AIA), c’est la premiére

phytohormone découverte et la plus étudiee. Cette hormone a été isolée par Went en 1926, qui

1




Introduction

a une influence majeure sur pratiqguement tous les aspects physiologiques de la croissance des
plantes (Annab et Dafri, 2018).

Notre travail est structuré en deux parties ;

Une premiére partie qui représente une recherche bibliographique detaillée sur les
actinobacteries. Elle porte sur deux aspects, la premiére traite les actinobactéries, leurs
propriétés taxonomique et leurs importances biologique, le second est un apergu sur les
métabolites secondaires synthétisés par ces actinobacteéries.

Une deuxieme partie pratigue expose 1’é¢tude morphologique (macroscopique et
microscopique) de la souche actinomycétale, suivie d’une étude des conditions de production
de I’AIA ainsi que son dosage chez une souche actinobactérienne rhizosphérique appartenant

au genre Nocardiopsis dassonvillei.
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Revue Bibliographique

1. Les actinomycetes

1.1. Définition et Caractéristiques générales

Le mot Actinomycete a été dérivé des mots grecs (Aktis) qui veut dire rayon et
(mykes) qui veut dire champignon (champignons a rayons) ou (champignons rayonnants)
(Lamari, 2006).Les actinomycétes ont é€té considérés comme un groupe intermédiaire entre
bactérie et champignons. Actuellement, elles sont classées definitivement parmi les bactéries
procaryotes (Andriambololona, 2010).

Les actinomycetes ou les actinobactéries sont Gram positifs, une grande partie sont
filamenteuses dont la croissance donne lieu a des colonies constituées d’hyphes, c'est-a-dire
de filaments qui irradient par croissance centrifuge tout autour du germe qui leur a donné
naissance (Digigal, 2003). Elles sont aérobies, saprophytes, mésophiles, hétérotrophes mais
certaines chimio-autotrophes, possédant un coefficient de Chargaff (GC%) élevé compris
entre 60-70%, la plupart des espéces sont immobiles (Larpent et Sanglier, 1989).

1.2. Morphologie et cycle de développement des actinomycetes
La plus part des actinomycetes sont des batonnets, non sporulant, de forme irréguliere,

ces batonnets peuvent étre droits ou Iégerement incurvés (Figure 1, 2) (Prescott et al. ; 2003).

Figure 2 : Caractéristiques micromorphologiques de quelques genres d’actinomycétes (a) : Actinomyces ;(b) :
Corynebacterium (Web 2).

Elles peuvent étre regroupées selon les caractéres morphologiques. Le premier groupe
forme une masse de filaments ramifié simple, Le second se compose des organismes plus

complexes que le premier (Merezig et Naami, 2015).
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Les actinomyceétes peuvent se développer sur le milieu solide par la germination d’une
spore qui donne naissance a un myceélium primaire formé d’hyphes qui se ramifie. Le
développement du mycélium du substrat vers la partie superficielle donne le mycélium
secondaire ou aérien. Les extrémités des hyphes aériens spiralisent puis se cloisonnent et se

differencient pour former des spores. Ces spores sont des agents de dissémination (Figures 3 et
4) (Smaoui, 2010).

Surface du milieu

Mycélium du substrat S 5714 L&)

Figure 3 : Croissance d’une d’actinomycéte sur milieu solide (Prescott et al. ; 2003).

Spore

Nouwrelle génération Germination de la spore

Cycle de vie des
Streptomyces
Sperulation

Croissance du Mycélium
du sub strat

Croissance du
mycelium aérien
. S
Mycélium aérien Mycélium d u substrai

Figure 4 : Cycle de vie des Streptomyces (Maalem et Sansri, 2014).

Les différents genres d’actinomycétes peuvent sporuler soit en morcelant certains

hyphes pour former des conidies, un peu plus résistantes aux conditions hostiles que les
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hyphes, soit en produisant des endospores hautement résistantes a la chaleur et autres

adversités, ou des sporanges (Figure 5) (Web 1).

Actinoplanes Plilimela Streptosporangium

B

w

Ampulariella Dactyiosporangium Planomonospora

Figure 5 : Formes et disposition de sporanges chez quelques genres actinomycétes (Larpent et Sanglier, 1989).

Les conidies peuvent, suivant les groupes, étre produites isolément (Micromonospora)
(Figure 6), deux a deux longitudinalement (Microbispora), en courtes chaines
(Actinomadura), en longues chainettes (Streptomyces). Les chainettes de spores peuvent étre
ramifiées ou non, droites, sinuées ou en spirales. De plus, elles peuvent étre rayonnantes
autour d'hyphes sporophores (Streptoverticillium) (Web 1).

Il existe d'autres structures morphologiques : des sclérotes sont formés dans le genre
Chainia, des synnemas (ou corémies) par les Actinosynnema, des vésicules, différentes des

spores, chez les Frankia et les Dactylosporangium (Figure 7) (Web 1).

Figure 6: Photographies par microscope électronique du mycélium

de I’espece Micromonospora (Belyagoubi, 2014).
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i

Frankia Actinomadura Streptomyces  Streptoverticillium

R

Micromonospora  Dactylosporangium Microbispora

\° ¥

Figure 7: Organisation des conidies chez quelques genres d’actinomycétes (Sabaou, 1988), (Barka et al. ; 2016).

En, milieu liquide et sans agitation, les actinomycetes apres la germination des spores
montent en surface pour croitre en contact de l'air pour former les hyphes. Cependant, en
milieu liquide avec agitation, il n'y a pas de formation du mycélium aérien ni des spores.

Les actinomycétes forment d'abord des filaments libres, qui se ramifient et s'agregent pour

former des pellets (Figure 8) (Keulen et al. ; 2003).

Freely dispersed

Dispersed %

Mycelial clumps X

or aggregates

—

Pellet

Figure 8 : Morphologie des hyphes en croissance dans le milieu liquide (Almaris, 2007).

1.3 Classification des actinomycetes
La classification des actinomycetes a été longtemps rearrangée. Les actinomycetes

sont classiqguement classés comme une partie indépendante de la classification des bactéries.
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Dans le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology les actinomycétes sont rattachés au
phylum des Actinobacteria, a la classe des Actinobacteria a la sous classe des
Actinobacteridae et a ’ordre des Actinomycétales crée par Buchanan en 1917 (Garrity et al. ;
2007).

Actuellement, le phylum Actinobacteria est subdivisé en quatre familles :
Streptomycetaceae, Actinomycetaceae, Actinoplanaceae, Mycobacteriaceae.

Le "Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2°™ édition, partage les bactéries en
5 volumes:

Volume 1: The Archaea and the deeply branching and phototrophic Bacteria.

Volume 2: The Proteobacteria.

Vol4ume 3: The Firmicutes.

Volume 4: TheBacteroidetes, Spirochaetes, Tenericutes (Mollicutes), Acidobacteria,
Fibrobactres, Fusobacteria.

Volume 5: The Actinobacteria.

Dans le volume 5, le phylum Actinobacteria est divisé en six classes a savoir
Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria et
Thermoleophilia.

La classe Actinobacteria est a son tour divisé en seize ordres qui sont Actinomycetales,
Actinopolysporales, Bifidobacteriales, Catenulisporales, Corynebacteriales, Frankiales,
Glycomycétales, Jiangellales, Kineosporiales, Micrococcales, Micromonosporales,
Propionibacteriales, Pseudonocardiales, Streptomycetales, Streptosporangiales etlncertae

sedis.

1.4 Distribution des actinomycetes

Les actinomycetes sont retrouvés presque partout dans la nature. Ainsi, elles existent
dans le sol, dans les eaux douces ou salines et dans ’air. En particulier le sol, ils se trouvent
spécialement dans les sols alcalins et les sols riche en matiéres organique ou se forment de
nombreux microorganismes (Logman, 2009).

Les actinomycéetes préferent un pH neutre ou peu alcalin, ils sont genéralement
mésophiles, d'autres sont thermophiles tolérants des températures avoisinant 50°C et peuvent
aller jusqu’a 60 °C (Goodfellow et Williams, 1983).

Les actinomycétes constituent une large partie des microorganismes de la rhizosphére et
ont pour fonction écologique de décomposer des substances organiques au sein des

écosystémes (Moncheva et al. ; 2002).
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La majorité des actinomycetes sont saprophyte mais existent des formes parasites et
symbiotiques des plantes ou des animaux (Lechevalier et Lechavalier, 1985 ; GoodFellow,
1985).

Dans la rhizosphére, le genre Frankia vit en association avec de nombreux arbres et
arbrisseau. Il joue le réle de fixateurs d’azote au niveau des nodules des plantes non

legumineuses (Kitouni, 2007).

2. Le role des actinomycetes dans la protection des plantes

2.1 Généralité sur la phyllosphere et la rhizosphere

2.1.1 Laphyllosphére

La phyllosphére est la ou les parties aériennes de la plante et principalement les
surfaces supérieures et inférieures des feuilles, qui servent d’habitat extréme, instable et
oligotrophe. Colonisé par les microbes, ils sont appelés épiphytes. Les algues, les protozoaires
et les nématodes habitent la surface des feuilles et des tiges, mais les épiphytes les plus
abondants sont des bactéries (Web 3).

La zone de la phyllosphére a comparativement moins de nombre microbien que la
rhizosphere car elle est hydrophobes et recouvertes de cire qui limite les exsudats produits
par les parties rhizosphériques (Web 3).

La phyllosphére est considérée comme un habitat hétérogéne et un environnement
hostile en raison des changements rapides de températures et d’humidité, des nutriments
limités et de I’irradiation solaire. Par exemple, de nombreuses bactéries épiphytes sont

pigmentées pour éviter les dommages causés par les rayons ultraviolets (Web 3).
2.1.2 Larhizosphere

En1904, le professeur d'agronomie et bactériologiste des plantes allemand Lorenz
Hiltner a inventé pour la premiére fois le terme (rhizosphére) pour décrire ’interface plante-
racine, un mot grec (rhiza) qui signifie racine. Sphere vient du latin (sphaera) qui a le méme
sens en désignant particuliéerement l'interaction entre les bactéries et les racines des

legumineuses (Hiltner, 1904 ; Hartmann et al. ; 2008).

La rhizosphére est la région du sol. Elle correspond a la fine couche de sol situées au
voisinage et immédiats des racines des plantes. Cette région est influencée directement par les

exsudats racinaires. C’est une zone d'échange actif et lieu de nombreux dialogue entre la
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Plante et les bactéries (Web 4).

La rhizosphére peut inclure des organismes qui ne sont pas directement bénéfiques et
méme nuisent aux plantes, mais qui influencent clairement la croissance et la productivité des
plantes voire méme la suppression des maladies des plantes et des mauvaises herbes. Ces

derniers sont trés utilisés comme agents de lutte biologique (Web 4).

La rhizosphére joue un role important dans la résistance des sols a I'érosion, au gel, aux

incendies, aux inondations, etc (Web 4).
2.1.3 Activité microbienne des actinomycetes dans la rhizosphere

Dans la rhizosphére, les bactéries sont les organismes les plus nombreux (leur densité est
de I’ordre de 10°bactéries par gramme de sol) et les plus variée. Les actinomycétes peuvent
atteindre 107 unités par gramme de sol (Andriambeloson, 2016).

Les actinomycétes sont des microorganismes capables de coloniser la rhizosphére grace
a leurs caractéres antagonistes et compétitifs vis-a-vis des autres microorganismes du sol
(Andriambeloson, 2016), ils sont trés impliqués dans le recyclage de la matiére organique
comme 1’écorce, les feuilles et les tiges, grace a leur capacité de dégrader des substances
complexes et incapables d’étres décomposer par les autres bactéries non mycéliennes et les
champignons (Lamari, 2006). Les bactéries des genres Streptomyces et Thermomonospora
sont capables d’hydrolyser la lignine, la cellulose et 1’amidon par grace & des complexes
enzymatiques extra-cellulaires composés o et B amylases. Les bactéries des genres
Micromonospora, Nocardia, Actinomadura dégrade la chitine par deux principaux enzymes :
la chitinase et la chitobiase (Silini, 2012).
Par conséquent, ils sont activement impliqués dans la fertilisation des sols et le
démantelement des déchets urbains & haute teneur en produits chimiques (Djemai, 2019).

Certaines espéces sont symbiotiques des plantes supeérieures. Ces bactéries endophytes
forment des associations appelées actinorhizes permettant la fixation d’azote. Le genre
Frankia forme au niveau des racines, des nodules ou I’azote gazeux est fixé grace a une
nitrogénase (Baker, 1988).

Les actinomycétes exercent une influence sur la croissance des plantes (Yilma et al. ;
2008) et controlent les maladies phytopathogénes comme 1’éffet antagoniste entre le
Streptomyces et Verticillium dahliae kleb qui cause la verticilliose de I’olivier (Harir, 2010).
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2.2 Les maladies phytopathogénes
La pathogenése représente I’ensemble des processus pathogénes qui donnent lieu a
I’expression des symptomes. Ces derniers comprennent principalement des changements de
couleurs, des altérations d’organes, des modifications anatomiques et des altérations du
métabolisme. Nous distinguons deux grands types de maladies phytopathogenes (Aouar,
2013): les maladies parasitaires et non parasitaires. La figure suivante illustre certains

symptdémes des maladies chez les plantes.

Figure 9 : Les symptdmes des maladies phytopathogénes chez certaines plantes ; (a) : Pourriture grise sur
chasselas (Ajouz, 2009). (b) : Jaunissement des feuilles de tomate (Aydi, 2013)

Les maladies non parasitaires résultent d'une inadéquation des conditions écologiques
(manque au exces de lumiére, manque l'oxygéne) (Aouar, 2013 ; Web 5). Il peut s’agir de
problémes liés aux conditions climatiques (températures trop basses au trop hautes, manque
au exces d'humidité) aux phénomeénes de pollution ou a des probléemes nutritifs et la toxicité
des pesticides (Aouar, 2013 ; Web 5).

Les maladies parasitaires sont des maladies causées par l'action d'agents pathogénes
(virus, des nématodes, bactéries, champignons, protozoaires, les phanérogames parasites,
etc...).Ces parasites sont généralement contagieux car ils envahissent I'héte et s'y multiplient,
avant de passer de la plante infectée a la plante saine. Les champignons sont responsables de
pres de la moitié des maladies connues a ce jours chez les plantes cultivées (Aouar, 2013).

Le tableau ci-dessus présente les grands groupes des bactéries et des champignons
phytopathogenes (Aouar, 2013).
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Tableau 1 : les grands groupes responsables des maladies phytopathogénes (Aouar, 2013 ; Web 6).

Agents phytopathogenes

Les maladies

Champignons
phytopathogénes

Plasmodiophoromycota

Hypertrophie

Champignons a thalle
unicellulaires ou
filamenteux coenocytiques

Oomycota

Pourritures radiculaires

Chytridiomycota

Vecteurs des maladies
virales

Zygomycota

Mucormycoses

Les Ascomycota et les
Deuteromycota

Les Ascomycetes

Pourriture grise

Les
Deutéromycetes

I’oidium

Les Basidiomycota

la rouille

Bactéries phytopathogenes

Proteobacteria

la prolifération des

cellules
Burkhlderia des flétrissements et
des nécroses
Pseudomonas des pourritures molles
Erwinia
Xanthomonas

2.2.1 L’agent de la fusariose

La fusariose causée par le genre Fusarium qui comprenant de nombreux champignons

et peuvent produire des métabolites secondaires cause des maladies chez les plantes. Selon

une étude de 1’American Phytopathological Society menées sur les 101 plantes a intérét

économique, 81 d’entre ellessont attaquées par un ou plusieurs champignons appartenant au

genre Fusarium comme les céréales, les légumes, les arbres fruitiers provoquant des maladies

nommees fusarioses. Les fusariums sont généralement impliqués dans les pourritures de

racines ou de tiges, des chancres, des flétrissements, des pourritures de fruits ou de semences

ou bien des maladies foliaires (Mohammed, 2017).

Ainsi Fusarium graminearum est I’espece principale responsable de la fusariose du

blé, Fusarium solani var. Coeruleum sur la pomme de terre, Fusarium oxysporum f. sp.

.
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Lactucae sur la laitue, Fusarium graminearum sur le mais, et Fusarium oxysporumf. sp.
Lycopersici sur la tomate (Affane et Righi, 2019).

En particulier les Fusarium oxysporum sont les plus répandues dans le monde. lls ne
sont pas des parasites obligatoires, en absence de la plante hote, ils conduisent une vie de
saprophyte sur des débris végétaux et des matieres organiques (Mohammed, 2017).

Ces champignons persistent dans le sol principalement sous forme de spores de
résistance (chlamydospores) en état de dormance. Le cycle d’infection débute par la
germination des chlamydospores et les jeunes filaments pénétrent les racines au niveau des
blessures ou des ouvertures naturelles. Aprés pénétration dans la cellule épidermique, le
mycélium se ramifie et colonise toutes les cellules avoisinantes. Les hyphes mycéliens
progressent a 1’intérieur des cellules puis colonisent le cortex. Arrivé au niveau du cylindre
central, le parasite s’installe dans les vaisseaux du xyléme d’ou il se propagera dans la tige par
I’intermédiaire des microconidies aisément véhiculées par la séve dans toutes les parties de la
plante a la surface des feuilles, se forment des organes fructiferes appelés sporodochies qui
produisent des macroconidies qui vont a leur tour contaminer d’autres plantes lorsqu’elles
sont transportées par le vent, par I’eau ou bien par I’intermédiaire des insectes (Mohammed,
2017).

Le tableau suivant présente les principaux symptoémes et maladies causées par 1’espéece

Fusarium oxysporum et la figure numéro 10 illustre les symptdmes de la Fusariose.

Tableau 2 : Les symptomes et les maladies causées par Fusarium oxysporum (Mohammed, 2017 ; Ghorri, 2016).

Les maladies Les symptémes

Jaunissement des feuilles de bas en haut avec apparition de racines
avortées au bas de la tige. Décoloration de la tige commengant par un
Flétrissure fusarienne Iéger jaunissement longitudinal évoluant en une bande jaune plus
marquée puis en une nécrose beige a marron clair. Les vaisseaux &

I’intérieur de la tige brunissent

Brunissement des racines, de leur cylindre central et des vaisseaux situés
Pourriture des racines et du au niveau du pivot et du collet et flétrissement juste avant la cueillette.

collet . .

Les feuilles hautes fane00nt avant les feuilles basses avec une

décoloration jaune ou dorée. Les fruits n'ont pas leur brillance normale.

Dessechement brutal de jeunes plantules qui restent dressées, les racines

Fonte de semis latérales avortent ou encore sont détruites dans un stade assez jeune.
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Figure 10 : les symptdmes de la Fusariose ; (a) : Jaunissement des feuilles (b) : Flétrissement des feuilles basses
(c) : Brunissement des vaisseaux des parties basses de la tige (Mohammed, 2017). (d) : Dessechement brutal de
jeunes plantules (Web 7).

Les Fusarium oxysporum réduisent de fagon importante la productivité des cultures
dans le monde entier, causant des pertes économiques importantes (Aouar et al. ; 2019). Pour
réduire ces problemes, on utilise plusieurs traitements par exemple la lutte physique,
chimique, biologique et la résistance génétique (Harir, 2010).

La fusariose est contrblée par les actinobactéries comme Streptomyces griseoviridis
peut entrer en compétition avec l'agent pathogéne au niveau des nutriments, ce qui peut
diminuer ou méme empécher la croissance de Fusarium oxysporum par la production des
sidérophores qui acquiere le fer et le rend ainsi non disponible pour l'agent pathogéne a
proximité des racinesce qui limite sa croissance (Aouar, 2013). Le sidérophore propose ainsi
une protection des plantes a travers le controle des phytopathogenes (Sathya et al. ; 2017).

En plus de la compétition nutritionnelle, la compétition spatiale contribue aussi a la
réduction des infections racinaires par les agents phytopathogenes. En effet, les
actinobactéries ayant la capacité de coloniser les racines comme les bactéries promotrices de
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la croissance des plantes (Plant Growth Promoting Bacteria, PGPB) protégent les racines et
occupent les sites d’infection aux Fusarium oxysporum (Aouar, 2013).
La figure suivante illustre 1’effet des activités antifongiques sur la croissance de la

plante :

A]'r“r.

Figure 11 : Effet des activités antifongiques sur la croissance de la plante de tomate en fonction du
temps (T1: 7 jours, T2 : 15 jours et T3 : 26 jours) en présence et en absence du Fusarium oxysporum. A : Plante
inoculée par Fusarium oxysporum et non traitée par I’extrait actif. B : Plante de tomate inoculée par Fusarium

oxysporum puis traitée au cours du temps par 1’extrait actif de la souche de Streptomyces US80. C : Plante de

tomate saine (témoin), non inoculée (smaoui, 2010).
2.2.2 L’agent de la pourriture grise

Botrytis est un genre qui comprend 22 espéces dont la plupart ont un spectre d'hétes
restreint comme par exemple B. tulipae sévissant sur les tulipes, B. fabae sur les légumineuses
ou B. squamosa sur les ognions (Ajouz, 2009). Au contraire, B. cinerea est un champignon
ubiquiste, opportuniste et polyphage capable d’attaquer plus de 230 espéces de plantes. Il
affecte de nombreuses productions végétales d'importance économique en culture sous serre
ou en plein champ, comme le raisin, la pomme, la poire, la cerise, la fraise et le kKiwi en
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production fruitiére, I’aubergine, la carotte, la laitue, le concombre, le poivron, la tomate, la
courgette en production légumiere ou des plantes ornementales comme la rose, le gerbera ou
le cyclamen (Ajouz, 2009).

La figure suivante illustre certaines plantes infectées par B. cinerea.

Figure 12: Certaines plantes attaquées par Botrytis cinerea (Ajouz, 2009).

B. cinerea est un Ascomycete responsable de la pourriture grise de nombreuses
plantes cultivées et sauvages, peut produire du mycélium, des spores asexuées ou conidies,
des spores sexuées ainsi que des sclérotes (Ajouz, 2009).

Le cycle de la maladie causée par Botrytis cinerea se déroule en plusieurs étapes. Sa
capacité a infecter plusieurs plantes hotes laisse supposer que certaines étapes n’apparaissent
pas systématiquement a chaque infection et sur chaque hote (Meamiche, 2010).

Le cycle d’infection débute au printemps. Les sclérotes et le mycélium conservés dans
le sol et sur les débris en décomposition germent et sporulent en abondance pour former
I’inoculum primaire. Les conidies sont transportées sur des distances variables par le vent, les
courants d’air humides, 1’eau, les outils de taille ou les vétements des ouvriers. Elles germent

dans les tissus endommagés ou fragilisés qui seront envahis en premier. L’infection se
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transmet aux tissus sains par pénétration directe si les conditions environnementales et 1’état
géneral de la plante hote sont appropriés. Une fois installé, le champignon progresse dans le
vegétal et envahit progressivement les différents organes, produisant en surface de nouvelles
fructifications correspondant a 1’inoculum secondaire. Ce dernier assurera la transmission du
champignon vers des plants sains (Meamiche, 2010). Le tableau et la figure si dessous

présentent les symptémes de la pourriture grise sur vigne.

Tableau 3 : Symptdmes de la pourriture grise sur vigne (Reynier, 2011).

Les organs Les symptomes

Les feuilles taches brunatres a rougeatres, ayant 1’aspect de feuille briilée, parfois couvert
d’un feutrage grisatre. L’attaque commence par le bord du limbe et envahit

peu a peu toute la feuille qui prend alors ’aspect brulé.

Les inflorescences I’attaque commence par une nécrose sur le pédoncule qui se développe en

une pourriture humide, avec exsudation d’un liquide.

Les rameaux les attaques sont plus rares et surviennent les années trés pluvieuses a partir

d’autres organes infectés

Les baies les baies sont réceptives au Botrytis en générale aprés la véraison. Les
contaminations ont lieu a maturité, a partir de blessures. Les baies se

recouvrant d’un feutrage gris caractéristique de B. cinerea (conidiophore et

conidies)

Figure 13: Symptomes de la pourriture grise sur différentes parties de la vigne sur ; (a) : feuille, (b) :
inflorescence, (c) : rameau, (Web 8). (d) : baie (Web 9).
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Plusieurs travaux montrent que Streptomyces anulatus contrdlée Botrytis cinerea par
la production des antibiotiques comme streptochlorin, nigéricine et piericidin Alpar une
activité antifongique. Ces antibiotiques vont ralentir ou arréter la croissance de Botrytis
cinerea (Ghadbane, 2014). Une autre étude a montré aussi que la souche Streptomyces
anulatus S37 isolée de la rhizosphére, protége la vigne, par 1I’induction de la défense naturelle
par la burst oxydatif, 1’alcalinisation extracellulaire, 1’activation des proteines Kkinases,
I’induction de I’expression des génes de défense et I’accumulation de phytoalexine pour

réduire la mort cellulaire (Marin et al.; 2017).

2.3 L’importance des actinomyceétes en lutte biologique

La lutte biologique se définit comme une méthode de lutte contre un ravageur, une
maladie ou une plante adventice, en utilisant des agents naturels antagonistes de ceux-ci
bactéries, levure, champignons... Les agents naturels utilisés sont réunis sous le concept de
Biopesticides (Arfaoui, 2019).

Les biopesticides, pourraient étre définis de la maniere suivante « organismes vivants
ou produits issus de ces organismes ayant la particularité de supprimer ou limiter les ennemis
des cultures » (Ghadbane, 2014).

Les bactéries agissent directement ou indirectement sur les pathogenes via plusieurs
mécanismes de lutte biologique : I’antibiose, la compétition pour 1’espace, les nutriments ou
par la stimulation du systéme immunitaire de la plante hote (Arfaoui, 2019) et sur I’activité
antagoniste vis-a-vis de la croissance des pathogénes via la production d’antibiotiques ou
d’enzyme. Parmi ces microorganismes, les actinomycetes sont les plus connus et classés
parmi les plus actifs a cause de leurs capacités a coloniser et a s’installer dans le milieu
rhizosphérique des plantes. Ils sont capables de facon durable, d’assurer la défense de ces
plantes contre les agents fongiques phytopathogenes (Rakotoarimanga et al.; 2014). Ils sont
considérés comme source de composés agronomiques, agents stimulant la croissance des
plantes et agents de lutte biologique (Doumbou, 2001).

Les métabolites secondaires sont des substances produites naturellement, ils
fournissent des avantages écologiques pour I’organisme producteur et augmente la possibilité
de survie de I’organisme qui les produisent car ils actent comme un mécanisme alternatif de
défense. Permis ces molécules 42,2% produites par les actinomycétes (Belabed, 2014).

Dans differentes conditions rhizosphériques, les actinomycétes sont capablent de
s’adapter et produire des métabolites secondaire comme les antibiotiques, les enzymes, les

sédirophores, les phytohormones, et la solubilisation du phosphore, qui leur permettent
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d’inhiber les agents phytopathogénes. Parmi ces actinomycétes, la souche Nocardiopsis
dassonvillei qui montre des activités antibiotique, mycolytique et parasitaires contre le

mycélium de Fusarium oxysporumf. sp. Albedinis (Aouar, 2013).
2.3.1 Laproduction des phytohormones

Les phytohormones sont des substances régulatrices de la croissance végétale,
principalement les auxines ou les gibbérellines. Les auxines sont un groupe d’anneau indole
composés qui ont la capacité d’améliorer la croissance des plantes en stimulant la germination
des graines, I’initiation des racines, 1’¢longation cellulaire et la croissance des plantules (Parul
etal. ; 2017).

L’acide indole acétique (AIA) est un métabolite secondaire qui est I’auxine la plus
importante des hormones des plantes (Nutaratat et al. ; 2016). Il est produit par les bactéries
qui occupent la rhizospére (Patten et al. ; 1996) comme Streptomyces violaceus et
Streptomyces exfoliatus (Manulis et al. ; 1994). Chez de nombreuses espéces de
Streptomyces, I'AlA stimule la formation du mycélium et améliore également la production
des antibiotiques (Perrig et al. ; 2007).

Streptomyces spp a la capacité de produire de I’AIA en présence de tryptophane
comme principal précurseur (Chung et Tzeng, 2004). L’ AIA peut résulter de plusieurs voies
de biosynthése. La présence de la voie I’indole-3-acétamide (IAM) chez Streptomyces
violaceuset Streptomyces exfoliatusest corroborée par identification chimique de
I’intermédiaire indole, IAM, pendant le catabolisme du tryptophane en AIA, la production
d’AIA suite a ’infiltration des cellules bactériennes par I’TAM et I’incorporation de carbone
radioactif de tryptophane dans I’IAM et I’AIA (Manulis et al. ; 1994).

L’ AIA pourrait agir comme un régulateur endogéne de la germination des spores chez
Streptomyces atroolivaceus et pourrait étre impliquée dans la différenciation des
actinomycetes (Manulis et al. ; 1994).

Cette voie semble étre répandue chez les bactéries mais semble assez rare chez les
plantes supérieures. 1l a été suggéré qu’en utilisant la voie IAM, les bactéries pathogénes
peuvent outrepasser le mécanisme de régulation par lequel les plantes dépourvues de cette
voie contrdlent le niveau d’AIA. De plus, la voie IAM peut détoxifier plusieurs analogues du

tryptophane inhibiteurs de croissance (Manulis et al. ; 1994).
2.3.2 Laproduction des enzymes

Les actinomycetes synthétisent un éventail d'enzymes biodégradantes, notamment des

chitinases, protéase, des glucanases, des peroxydases et d'autres enzymes éventuellement
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impliquées dans l'activité mycoparasitaire (Tokala et al. ; 2002). D'autres especes sont
également connues pour leur capacité a produire des enzymes qui degradent la lignine, la
cellulose et [I'némicellulose des plantes supérieures (Hasegawa et al. ; 2006).
Streptosporangium sp. isolée a partir de feuilles de mais produisait de la glucoamylase, qui
devrait améliorer les processus industriels de dégradation de I'amidon (Hasegawa et al. ;
2006).

Des études anciennes faites par Bascaran et Moreira montre que la production de
protéase a partir d'un actinomycéte alcaliphilique tolérant aux halo commence au début de la
phase stationnaire de croissance. Streptomyces clavuligerusa été isolé a Mithapur, sur la cote
ouest de I'Inde. La sporulation a commencé apres deux jours de croissance et le niveau
optimal de protéase alcaline (130 U/ml) a été produit pendant la phase stationnaire précoce.
L’espéce pouvait croitre et produire une protéase avec 0 & 10 % de NaCl (p/v), I'optimum
étant de 5 % de NaCl (p/v). La croissance et la production de protéase étaient optimales a pH
9 avec un déclin substantiel a pH neutre. De méme, chez Streptomyces rimosus (Thumar et
Singh, 2007).

Les substrats bruts, tels que la mélasse, le lactosérum et la farine de blé, ont eu un effet
significatif sur la production d'enzymes. Les résultats sont assez précieux, car seuls quelques
actinomycetes, en particulier les alcaliphiles tolérants au sel, ont jusqu'a présent été explorés

pour leur potentiel enzymatique et I'optimisation des processus (Thumar et Singh, 2007).
2.3.3 La production des antibiotiques

Les antibiotiques sont définis comme des substances naturelles produites par les
microorganismes dont [’action est d’inhiber la croissance des bactéries (action
bactériostatique) ou de les tuer (action bactéricide) (Elodie, 2010). lls peuvent étre
antibactériens, antifongiques, anticancéreux, antivirales ou antiparasitaires (Ramesh et
William, 2012).

Les antibiotiqgues sont des métabolites secondaires biologiquement actifs
(Boughachiche, 2012). Prées de 70% de ces molécules sont synthétisées par des actinomycetes
(Ramesh et William, 2012) Streptomyces spp ont été les sources les plus abondantes de tous
les types d’antibiotiques. Environ 60% des antibiotiques découverts dans les années 1990 et la

plupart utilisés en agriculture ont été isoles de Streptomyces (Lee et Hwang, 2002)
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Tableau 4 : Certains Antibiotiques synthétisés par Streptomyces (Boughachiche, 2012).

Antibiotique Producteur Application
Bambermycine S.bambergiensis Favorise la Croissance des plantes
Actinomycine D S.sp Antitumorale
Candicidine S.griseus Antifongique
Natamycine S.nataensis Antifongique
Nosiheptide S.actuosis Favorise la Croissance des plantes
Polyoxine S.cacaoi var.asoensis Antifongique (protecteur de plante)
Streptomycine S.griseus Antibactérien
Pristinamycine S.pristinaespiralis Antibactérien

S : Streptomyces

Comme de nombreux antibiotiques, les synergistines sont produites par différents
genres bactériens, le principal étant Streptomyce pristinaespiraliss, ils font partie de la famille
des MLS qui comprend trois catégories d’antibiotiques de structures et compositions
chimiques trés différentes, les Macrolides vrais (tels que la spiramycine), les Lyncosamines
(tels que la lincomycine) et les Synergistines (comme les virginiamycines et les
pristinamycines). Parmi ces synergistines, la pristinamycine est un mélange de deux types de
molécules, les pristinamycines | (PI) et les pristinamycines Il (PIl), Les Pl représentent 20 a
30 % des pristinamycines totales du mélange produit par la bactérie, le reste étant constitué
des PII. Les proportions de ce mélange sont de 1’ordre de celle présentant la meilleure activité
bactéricide, les pristinamycines peuvent notamment étre employées pour traiter des souches
devenues résistantes a d'autres antibiotiques, comme Staphylococcus aureus methicilline-

resistant multi résistant (Saffroy, 2006).
2.3.4 La solubilisation du phosphore

Le phosphore, identifié comme un élément essentiel pour toutes les formes de vie, est
le deuxieme macronutriment végétal le plus important apres 1’azote. Ressource non
renouvelable dont la disponibilité dépend exclusivement des phosphates naturels. Le
phosphore est responsable de Il'accumulation de biomasse, du transfert d'énergie, de la
transduction du signal, de la biosynthése macromoléculaire, de la photosynthese et des

réactions en chaine de la respiration. Cet élément hautement vital est I'un des nutriments les
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moins accessibles (seulement 0,1 % de la réserve totale de P du sol) aux plantes, peut
entrainer une perte de 5 a 15 % des rendements veégétauxO La faible disponibilité du P dans le
sol est principalement due a sa nature hautement réactive car il forme facilement des
complexes insolubles avec les ions du sol. De nombreuses stratégies ont été introduites par les
scientifiques dans différentes régions ou le réle des micro-organismes solubilisant les
phosphates impliquant des bactéries, des champignons et des actinomycétes. Dans une étude,
pres de 44 % des actinomycétes endophytiques isolés du riz avaient une activité PS, parmi
lesquels S. lavendulaeR22 qui solubilise la quantité maximale 26,5 mg/100 ml de P, tandis
que l'isolat MicromonosporaR19 peut solubiliser une quantité minimale de Phosphore (Saif,
2014).

Prés de 20 % des actinomycétes dont Streptomyces et Micromonospora posséedent un
fort potentiel de solubilisation du phosphate, ils ont recu une plus grande attention pour deux
raisons : capacité a produire des métabolites agro-actifs comme les phytohormones, les
sidérophores et les antibiotiques et la capacité a tolérer différents facteurs de stress (Saif,
2014).

2.3.5 La production des sidérophores

Les sidérophores sont des agents chélatants de faible poids moléculaire (200 a 2000
Da) qui facilitent I'absorption du fer (Fe). Ils ont des structures chimiques diverses et forment
une famille d'au moins 500 composés différents. lls jouent un réle important dans la
fésolubilisation extracellulaire a partir des minéraux pour les rendre disponibles aux micro-
organismes. Certains antibiotiques (les aloomycines, les ferrimycines, les danomycines, les
salmycines et les tétracyclines) peuvent se lier au Fe et certains sidérophores ont montré des
activités biologiques diverses (Wang, 2014).

Le fer est un élément essentiel pour presque tous les organismes. En tant qu'élément de
transition, peut modifier de fagon réversible son état d'oxydation. Malgré son abondance
relative dans la nature, la quantité de fer biodisponible est tres limitée (environ moins de 10-
18 M) car I'oxygene atmosphérique oxyde rapidement le fer pour former des oxyhydroxydes
ferriques peu solubles. En cas de manque de fer, la plupart des microbes excrétent au moins
un type de sidérophores pour solubiliser le fer de I'environnement. Dans la plupart des
habitats du sol microbiens aérobies, le fer se trouve dans des complexes d'’hydrates d'oxydes
insolubles. Pendant les infections, le fer est non plus libre accés pour I'agent pathogene, car il

est étroitement séquestré par les protéines (Wang, 2014).

.
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Les streptomycetes sont connus pour leur capacité a produire de multiples
sidérophores, Plus de 10 espéces distinctes comme Streptomyces pilosus produite des
ferrioxamine caractéristiques, tels que la des ferrioxamine G, B, E et la des ferrioxamine B.
Le sidérophore des streptomycets est impliqué dans I'antagonisme aux pathogénes Fusarium

oxysporium et favorise la croissance des plantes hétes en influencant la nutrition en fer de
plantes (Wang, 2014).
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Notre travail de fin d’étude (période du 1 juin au 15 juillet) a été réalisé au sein du
laboratoire de Génie Microbiologique et Applications, (Biopble) Chaab Erssas de
I’universit¢ Fréres Mentouri Constantine 1, équipe Biotechnologie et valorisation des

écosystémes extrémes.

1. Le materiel biologique
La souche actinomycétale utilisé dans notre étude est une souche de 1’espéce Nocardiopsis
dassonvillei. La bactérie a été récupérée de la banque du laboratoire dans le milieu de

conservation (ISP2 additionné de Glycérol) (v/v).

2. La mise en culture
Pour la revivification de la souche, nous avons cultivé la bactérie en surface par stries
serrés sur le milieu ISP 5 (voir annexe). Les cultures sont incubées a 30 °C jusqu’a apparition

des colonies.

3. La détermination des caracteres morphologique

3.1 L’étude macroscopique

Les caractéres culturaux et morphologiques ont été déterminés sur les milieux de cultures
suivant : ISP7, ISP5, DSMZ 65 et Glucose Asparagine. La composition de chaque milieu est
donnée en annexe. La stérilisation des géloses a été réalisée par autoclavage a 120 °C pendant

20 minutes.

Avec une anse de platine stérile, nous avons ensemencé la souche en surface par la
technique des stries.
Pour la recherche de la production des pigments mélanoides, nous avons ensemencé le milieu
ISP7 par des stries médianes.
Les cultures sont incubées a 30 °C et qui représente la température optimale de croissance de

cette souche.

3.2 L’étude microscopique

Dans les milieux géloses (ISP5, ISP7, DMSZ 65 et Glucose Asparagine), nous avons
insére delicatement des lamelles stériles (a raison de trois lamelles par boite de Pétri) de
maniére a former avec les géloses un angle d’environ 45 degrés. Par la suite, nous avons

déposé les inocula contre les lamelles en contact avec les milieux. Le tout est incubé a 30 °C.
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Apres 7, 14 et 21 jours d’incubation, nous avons retiré les lamelles des géloses, nous les
avons colorées avec des gouttes de bleu coton. Aprés 30 secondes, nous avons rincé a 1’eau
distillée, puis séché. Les lamelles sont déposées sur des lames propres et examinées au

microscope a I’objectif d’immersion.
4. La production de PAIA

4.1 La préparation des milieux de fermentation

Nous avons préparé huit flacons stériles pour les fermentations (figure 14). Chaque
flacon contient 50 ml du bouillon tryptophane additionné soit 5% NaCl soit de 10% de NaCl.
Les pH sont ajustés soit a la valeur 7,5 ou bien a la valeur 9. La combinaison des deux

facteurs est illustrée dans le tableau 5.

Figure 14: Les huit flacons de fermentation contenant 50 ml du bouillon tryptophane en combinaison avec les
deux concentrations en NaCl et les deux valeurs du pH.

4.2 La préparation de I’inoculum

Dans un tube a essai contenant 10 ml d’eau physiologique stérile (Annexe), nous
avons préparé une suspension cellulaire. La souche est préalablement cultivée sur le milieu
ISP5. A 1’aide du spectrophotométre (Spekol 1300, analytik jena), nous avons ajusté la DO de
la suspension cellulaire a 0,470 a la longueur d’onde A= 660.

4.3 L’inoculation des flacons de fermentation
A partir de la suspension cellulaire précédente, nous avons inoculé quatre flacons avec
une quantité suffisante pour avoir une concentration cellulaire finale de 1%. Pour les quatre

autres flacons, la concentration cellulaire finale était de 2% (tableau 5).

Les cultures sont incubées a 30 °C sans agitation pour les quatre flacons differents et a

40 °C pour les quatre autres (tableau 5).
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Tableau 5 : Les milieux de fermentation avec différentes conditions physicochimiques.

Taille de pH Concentration de NaCl % T° d’incubation (°

I’inoculum C)
M1 2% 7,5 10 % 30
M2 1% 9 10 % 30
M3 2% 75 5% 30
M4 1% 9 5% 30
M5 1% 75 5% 40
M6 2% 9 5% 40
M7 1% 7,5 10 % 40
M8 2% 9 10 % 40

5. Le dosage de PAIA
Le dosage de I’AIA a été réalisé apreés quatre puis huit jours d’incubation. 5 ml de chaque
flacon ont été récupéré dans des conditions d’asepsie totale puis filtré a travers du papier

wathman N : °3.

Figure 15 : la filtration des cultures aprés fermentations.

Pour réaliser le dosage de I’AIA, nous avons préparé le réactif de Salkowski qui
contient deux solutions : 1ml de FeCl; & 0,5 M (chlorure ferrique et I'eau distillée) et 50ml

d'acide perchlorique a 35%.

Selon la technique de Brick et al. ; (1991), pour chaque 2 ml des filtrats ont été ajoutés
4 ml de réactif de Salkowski, le mélange a été agité et laisser pendant 20 minutes a I'obscurité
et a l'air libre. La densité optique a été mesurée a l'aide du spectrophotometre réglé a une

longueur d'onde de 530 nm.
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Figure 16: Préparation du réactif de Salkowski :
S1 (acide perchlorique), S2 (FeCls), S (Salkowski).

L’estimation quantitative de 1’ AIA est effectuée en utilisant une courbe d’étalonnage, de la

pente calculée et qui est égale a 0,011.
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Figure 17: Courbe d’étalonnage de I’ ATA (Annab et Dafri, 2018).
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1. Laculture de la souche Nocardiopsis dassonvillei
Sur le milieu ISP5, la souche Nocardiopsis dassonvillei a donnée, apres 2 a 3 jours
d’incubation a 30 °C, des colonies de 1 a 2 mm de taille, séches, plates et incrustées dans la

gélose avec des contours régulier comme illustré dans la figure ci-dessous.

Figure 18: Aspect macroscopique des colonies de la souche Nocardiopsis dassonvillei.

Le mycélium de substrat est bien développé de couleur vert, apres 21 jours
d’incubation, il devient brun (Figure 19-d). Le mycélium aérien de couleur beige donne une
masse sporale de couleur blanche. Les colonies ne produisent pas de pigments diffusibles
(Figure 19-a, b, c). Le tableau numéro six et la figure 18 résumes les resultats de cette étude.

Tableau 6 : Les caractéres macroscopiques de la souche Nocardiopsis dassonvillei sur le milieu ISP5 apres 7, 14
et 21 jours d’incubation.

L’agedela | Mycéliumde Mycélium Masse sporale Pigment
culture substrat aerien diffusible
Aprés 7 jours ++ +- +- -
Vert Beige Blanche
Apres 14 ++ ++ ++ -
jours Vert Beige Blanche
Aprés 21 ++ + + -
jours Brun Beige Blanche

Croissance : Bonne (++), Moyenne (+), Faible (+/-).
Production de pigment diffusible: Présence(+), Absence(-).
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Figure 19: Mycélium aérien aprés : 7 jours (a), 14 jours (b) et 21 jours (c) sur le milieu ISP5. (d) : le mycélium
de substrat sur le milieu ISP5.

2. La détermination des caracteres morphologique de la souche

Nocardiopsis dassonvillei

2.1 L’étude macroscopique

Les caractéres culturaux ont été déterminés sur les milieux de culture ISP7, ISP5, DSMZ 65 et
Glucose-Asparagine. Nous avons remarqué que la croissance et la sporulation de notre souche
sur ISP5 et ISP7 est moyenne (Figure 20-b), et faible sur le milieu Glucose-Asparagine
(Figure20-a), par contre sur le DSMZ65 présenté une bonne croissance et sporulation et la
plus rapide (Figure 20-c).

Les mycéliums aériens présentent des couleurs variées, sur les différents milieux
utilisés, beige pour les milieux ISP5 et Glucose-Asparagine (Figure 20-H), beige-gris clair
pour le milieu DSMZ65 (Figure 20-G) et beige-rose pour le milieu ISP7 (Figure 20-1).

Tandis que les mycéliums de substrat sont colorés en beige-brun sur les milieux ISP7
et Glucose-Asparagine (Figure 20-d), brun-vert amande sur I’ISP5 (Figure 20-f) et brun sur le
milieu DSMZ65 (Figure 20-e). Tous Les caractéres morphologiques de la souche T45 sur les
quatre milieux illustrés dans le tableau 7. On note une absence totale de production des

pigments mélanoides (Figure 21).
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Figure 21: I’absence de production des pigments mélanoides sur le milieu ISP7, (a) : apres 7 jours, (b) : aprés 14
jours, (c) : aprés 21 jours.
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Tableau 7 : Les caractéres morphologiques de la souche Nocardiopsis dassonvillei sur les quatre milieux.

Milieux de | 1°°apparition | Croissance | Sporulation | Mycélium | Mycélium
cultures de substrats aérien
ISP5 48 heurs Moyenne Moyenne Brun-vert Beige

amande

ISP7 48 heurs Moyenne Moyenne Beige-brun | Beige- rose
GA 48 heurs Faible Faible Beige-brun Beige

DSMZ65 24 heurs Abandante Abandante Brun Beige-gris

clair

Dans d’autres études reéalisées par Tammine et Kikaia (2015), les caracteres
macromorphologiques et culturaux de la souches Nocardiopsis sont déterminés sur le milieu
spécifique géloseé ISP2, observée apres 7, 14 et 21 jours d’incubation a 30°C.

La comparaison des résultats de 1’é¢tude morphologique de la souche Nocardiopsis
sont en parfaite corrélation avec les caracteres morphologiques de la souche Nocardiopsis
dassonvillei. Comme illustré dans le tableau et la figure qui suivent.

Tableau 8 : Les caractéres culturaux de la souche Nocardiopsis sur le milieu ISP2 aprés 7, 15 et 21 jours
d’incubation

Mycélium primaire Mycélium secondaire Masse Pigment
sporale diffusible

Croissance Couleur Croissance Couleur
7 jours Bonne Beige Bonne Beige Blanche Absence
15 jours Bonne Beige Bonne Beige Blanche Absence
21 jours Abondante Beige Abondante Beige Grise Absence

2.2 L’étude microscopique

L’observation microscopique au grossissement x100 a illustré la présence de longs
filaments trés ramifiés. Aprés 7 jours d’incubation, le mycélium de substrats apparait long,
fin, dense trés ramifié non fragmenté et trés enchevétré (Figure 23-a) contrairement au
mycélium aérien qui est tres fin moins dense et moins ramifié (Figure 23-b). Aprés une
incubation prolongée, le myceélium secondaire (Figure 23-c) et primaire (Figure 23-d)
présentent des fragmentations et donne des chaines des spores comme illustré dans la figure

ci-dessous.

=]




Résultats et discussion

Figure 22: Examen microscopique Gx100 de la souche Nocardiopsis dassonvillei aprés coloration de Gram du
mycélium primaire (a, d) et du mycélium secondaire (b, c) par la technique des lamelles.

La comparaison des résultats de 1’étude macroscopique et microscopique entre la
souche Nocardiopsis dassonvillei et la souche Nocardiopsis prouve qu’il y a des points
commun et d’autres différentes comme c¢’est mentionné dans le tableau suivant. Nous
concluons que notre souche appartient a la famille Nocardiopsaceae et au genre Nocardiopsis.

Tableau 9 : la comparaison des caractéres macromorphologique et micro morphologique de la souche
Nocardiopsis dassonvillei et le genre Nocardiopsis.

Caractére Nocardiopsis dassonvillei Nocardiopsis
Mobilité N.D Non mobile
Mycélium de substrat Bien développé Bien développé

Long filaments trés ramifiés Long fragmenté en éléments
Dense Dense
Mycélium aérien Développé avec le temps Bien développé
Long Long
Moyennement ramifié Moyennement ramifié
Les spores En chaines autre séparer Allongée
Pigment diffusible Absence Absence
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3. Laproduction de PAIA

2.1 La fermentation
Apreés 5 jours d’incubation, la souche croit au fond des flacons sous forme de filaments
avec la présence de trouble exception dans le milieu M3 au les cultures sont sous forme de
pellettes et de filaments. Dans le milieu M5 sous forme de pellettes dans tout le milieu.
Apres 8 jours d’incubation les cultures on garder le méme aspect de croissance.

Comme illustre dans le tableau et la figure suivants.

Tableau 10 : Aspect des cultures bactériennes apres 5 jours.

Flacons | Trouble/Limpide | Filament/Pellette Fond/surface
M1 Trouble Filaments Au fond
M2 Trouble Filaments Au fond

Emiettés
M3 Trouble Filaments- Au fond
Pellettes
M4 Trouble Longs filaments Au fond
M5 Trouble Pellettes Tout le milieu
M6 Trouble Filaments Au fond
M7 Trouble Longs filaments Au fond
M8 Trouble Filaments Au fond
Emiettés

Figure 23: Aspect de certaines cultures aprés 5 jours d’incubations (a) :40°C (b) :30°C, M2 : culture bactérienne
2, M3 : culture bactérienne 3, M4 : culture bactérienne 4.
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2.2 Le dosage de I’AIA
La recherche de la production de I’AIA a été réalisée apres 4 et 8 jours d’incubation, Le
dosage a été réalisé aprés I’ajout de 4 ml de réactif de Salkowski et I’incubation en respectant
les conditions d’obscurité a 1’air libre, la réaction se traduit par une apparition d’une

coloration rose. Les résultats de cette étude sont mentionnés ci-dessous :

Figure 24: La production de I’AIA a différents facteurs physicochimiques ; (a) : aprés 4 jours, (b) : apres 8 jours.

2.3 Les mesures de la production de PAIA

Pour le 1 et le 2™ dosage, nous avons mesurés les DO & une longueur d’onde de 530
nm a I’aide d’un spectrophotomeétre, aprés obtention les résultats nous avons calculé la
concentration de production d’AIA a partir d’une courbe d’étalonnage. La pente calculée a été
égale a 0,011.Les résultats de cette étude sont mentionnés ci-dessous :

Le premier dosage de I’ATA a été réalisé aprés 4 jours d’incubation a différentes
conditions physicochimiques. L’histogramme de la figure 27 montre une production
maximale dans le milieu M6 avec un taux de 26.18ug/ml, par contre on note une production

minimale dans le milieu M2 avec un taux de 17 pg/ml.
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Figure 25 : La production de I’ATA aprés 4 jours d’incubation a différentes conditions physicochimiques.
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Aprés 8 jours de fermentation, le deuxieme dosage a été effectué. Les résultats
présentés dans 1’histogramme de la figure 28 montrent que les quantités de I’AIA produites
par T45, atteignent un maximum dans le milieu M7 avec un taux de 18,36 ugml, par contre
dans le milieu M2 la production est la plus faible avec un taux de 14,90 ug/ml.
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Figure 26: La production de I’ AIA aprés 8 jours.

2.4 Effet des différentes conditions de cultures sur la production de ’ATA

3.4.1 L’effet de la taille d’inoculum sur la production de PAIA

L’effet la taille de I’inoculum sur la production de I’AIA est illustré par histogramme
suivant. Il montre que la quantité de I’AIA la plus élevée aprés 4 jours de culture a été
observée a 2% (d’inoculum) avec une valeur de 19,79ug/ml. Et apreés 8 jours nous
n’observons aucune différence significative entre la production de I’AIA pour les deux

tailles d’inoculum.
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Figure 27: La production de I’ AIA a différente tailles d’inoculum.

3.4.2 L’effet de la température sur la production de ’ATA
Dapreés les résultats de la figure 30, nous observons que la production de 1I’AIA aprés 4 jours

et 8 jours est plus élevé pour la température 40°C.
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Figure 28: la production de I’ATA a différents valeurs de températures.

3.4.3. L’effet du pH sur la production de PAIA

Les mesures effectues démontrent qu’apres 4 jours la quantité de I’AIA la plus élevé

est pour la valeur du pH 9 avec une valeur égale a 19,43, mais aprés 8 jours est la plus bas

avec une valeur égale a 15,35.
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Figure 29: La production de I’ AIA a différents valeurs de pH.

3.4.4 L’effet de la concentration du NaCl sur la production de I’AIA

L’histogramme ci-dessous, montre qu’apres 4 jours la meilleure concentration de NaCl est
égale a 5% pour obtenir une quantité d’AIA la plus élevé. Aprés 8 jours, on n’observe
aucune différence entre les quantités d’AIA pour les deux concentrations.
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Figure 30: La production de I’ AIA a différentes concentrations de NaCl.

En comparant nos résultats avec les résultats des travaux d’Ameur (2014) réalisé selon la
méthode de Bano et Musarrat (2003). Les cinétiques de production de 1I’AIA sont suivies

toutes les 24 heures (30 °C/7 jours). Les résultats obtenus sont illustrée dans les graphes

suivant.
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Figure 31: Effet du pH sur la Production de 1’AIA chez Nocardiopsis sp. MADO3 (Ameur, 2014)..
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Figure 32 : Production de I’AIA chez Nocardiopsis sp. MADO3 (Ameur, 2014).
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Figure 33: Effet du NaCl sur la production de I’AIA chez Nocardiopsis sp. MADO3 (Ameur, 2014).

D’aprés les résultats obtenus, 1’effet de pH sur la production d’AIA est également

étudié, un pH de 7,5 est favorable a la production de 1’AIA chez Nocardiopsis dassonvillei
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(17,22 pg/ml). Quant a la souche MADO3 elle une valeur ¢levée (41,42 ng/ml). Par contre a
pH 9 les teneurs en AIA diminuent pour les deux souches. Les pH acides ou basiques sont
défavorables pour la production d’AIA.

Des températures de 30 °C sont favorables a la production de I’AIA chez les deux
souches. Néanmoins, la souche MADO3 atteint des valeurs maximales a 30 °C et 25 °C
(40,78 pg/ml).

Chez Nocardiopsis sp. MADO3, des teneurs €elevées en NaCl exercent une action
inhibitrice sur la production de I’AIA : 32.67, 25.51 et 19.83 pg/ml a 200, 300 et 500
mM/NaCl. Des teneurs maximales en AIA sont observées a 0 et 100 mM/NaCl, elles sont
respectivement de 41,6 et 41 pg/ml (Ameur, 2014) (Figure 33). Egalement a la souche T45 la
production d’AIA a diminuée avec le temps.
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Conclusion

Les objectifs essentiels de ce travail étaient la caractérisation morphologique (macro et
micro-morphologique) d’une souche bactérienne Nocardiopsis dassonvillei appartenant au
genre Nocardiopsis du groupe des actinobactéries et la mise en évidence de la capacité de
cette souche a produire I’acide indole acétique (AlA).

Les résultats montrent que la souche Nocardiopsis dassonvillei présente, sur le milieu
ISP5, de petites colonies (1 a 2 mm de diameétre), incrusté dans la gélose et seches. Les
colonies sont constituées de mycélium aérien bien développé de couleur beige, un mycélium
de substrat de couleur verte qui vire au brun avec le temps et une masse sporale de couleur
blanche.

Les cultures sur différents milieux : ISP5, ISP7, DSM65 et Glucose Asparagine,
permettent le suivi du développement et de I’arrangement des mycéliums de substrat et aérien
ainsi que la formation des spores. Elles montrent que la couleur des mycelia varie selon la
composition du milieu et I’age des cultures. L’observation macroscopique et microscopique
des colonies ont permis de confirmer I’appartenance de la souche T45 a I’espéce Nocardiopsis
dassonvillei.

La souche Nocardiopsis dassonvillei a été testée, en vue de mettre en évidence sa
capacite a produire I’AIA, en évaluant les différents facteurs qui peuvent influencer la
fonctionnalité de cette souche sélectionnée a produire cette hormone.

Les résultats expérimentaux ont révélé une efficacité de la souche Nocardiopsis
dassonvillei a produire des quantités importantes d’AIA. Cette efficacité est fortement
influencée par la composition du milieu de culture et les conditions étudiés. Ces derniers ont
présenté un effet significatif sur la production d’AIA. Le pH 9, la température de 40 °C, la
concentration en NaCl de 2%, et la taille de I’inoculum de 2% ont mené a un rendement
maximal dans la production de I’AIA par T45. Le meilleur taux de production a été observeé

apres le quatriéme jour d’incubation et atteint son maximum de production avec une valeur de

26,18 pg/ml.
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Annexe



Annexe 1 : La composition des milieux de culture

Milieu Glucose-Asparagine

Glucose

L-asparagine

K;HPO,

Agar

Eau distillée
pH=6,8

Milieu ISP 5

Glycérol

L-asparagine

K;HPO,

Solution saline

Agar

Eau distillée
pH=7,0-7,4

Milieu ISP 7

Glycérol

L-asparagine

K;HPO,

NaCl

FeSQO,. 7TH,0

Agar

Eau distillée
pH=72-74

Milieu DSMZ 65
Glucose

Extrait de levure
Extrait de Malt
CaCOg3

Agar

Eau distillée

109
0549
0549
15¢
gsp 1000 ml

2049
gsp 1000 ml

159

1g

0549

059

0,01 g

2049

gsp 1000 ml

49

49

109

29

12 ¢

gsp 1000 ml
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pH=7,2

Tous les milieux ont été stérilisés en autoclave a 121°C pendant 20 minutes.

Solution saline
FeS0O,4.7H,0
MnCl,.4H,0
ZnS04.7H,0
Eau distillée

Réactif de de Salkowski
FeCI3
Acide perchlorique

Eau physiologuique
NaCl
Eau distillé

01g
01g
01g
gsp 100 ml

1 ml (0,5 M)
50 ml (35%)

099¢
100 ml
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Figure : Examen en microscopique a Gx100 du mycélium primaire aprés 7 jours d’incubation par la technique des

lamelles.
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Figure : Examen en microscopique a Gx100 du mycélium secondaire aprés 7 jours d’incubation par la technique des
lamelles.

Figure : Examen microscopique a Gx100 du mycélium secondaire aprés14 jours d’incubation par la technique des
lamelles.

Figure : Examen microscopique & Gx100 du mycélium primaire aprés14 jours d’incubation par la technique des lamelles.
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Figure : Examen microscopique & Gx100 du mycélium secondaire aprés 21jours d’incubation par la technique des
lamelles.

Figure : Examen microscopique a Gx100 du mycélium primaire aprés21 jours d’incubation par la technique des lamelles.
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