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Introduction

1- Introduction

La production de blé dur (BD) en Algérie est en question. Le codt de production du
quintal demeure élevé. Jusque-la, les pouvoirs publics soutenaient a bout de bras les

producteurs, les organismes de collecte et 1’industrie de la transformation.

Parmi toutes les céréales, le blé est la principale production céréaliére, en Algérie.
Dans le marché mondial, il représente avec le riz et le mais 85.4 % de la production
céréaliere mondiale (Gustafon et al., 2009). Effectivement, la culture de blé dur
occupe une place prépondérante de la surface agricole algérienne, durant la période
2010/2015 les superficies récoltées consacrées au blé dur a été estimées a environ de
120.000 hectares. Aussi, la production en blé dur a représenté 55 % de la récolte
nationale des céréales lors de la campagne 2014/2015 (MADRP, 2015).

Vue la place trés importante qu’occupe le blé dans le régime alimentaire des
algériens, 1’état déploie beaucoup d’effort pour améliorer cette culture. Mais, avec une
production céréaliere qui n’a pas dépassé les 3,3 millions de tonnes, 1’Algérie
connaitra un recours ¢élargi a I’'importation durant la saison 2016/2017 pour faire face
au déficit sur le marché local dont les besoins dépassent les 8 millions de tonnes de
blé, dont plus d’un tiers en blé dur. La facture des importations de cette céréale

dépasse du loin les 1,5 milliards de dollars depuis 2013 (Allal , 2016).

Au cours de sa croissance, le blé peut-étre soumis a un certain nombre d’agressions de
natures diverses, entre autres les maladies fongiques. Celles-ci sont nombreuses,
variées et touchent le blé au cours de toute sa croissance. Parmi les agents
phytopathogénes qui causent beaucoup de dégats aux cultures, les champignons
responsables de la pourriture racinaire telles que Fusarium spp. s’avérent plus
dangereux du fait de leur caractére ubiquiste (Hofte et al., 1992) et de leur potentiel
important par rapport aux production des mycotoxines . De ce fait, la fusariose du
pied du blé est frequemment aboutie a des pertes considerables d’ordre économique,

et d’ordre santé public et animale.
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Par ailleurs, les produits chimiques utilisés a I’heure actuelle pour lutter contre les
agents responsables de la fusariose du blé présentent des inconvénients. La plupart
d’entre eux sont toxiques pour les utilisateurs qui entrent en contact avec la substance
de préservation. Cela justifie les recherches actuellement menées dans ce domaine,
qui tendent a mettre au point de nouvelles méthodes de lutte biologique, impliquant

des organismes vivants ou des produits de leurs genes.

C’est dans ce contexte que des organismes comme I’ITGC (Institut technique des
grandes cultures) et ’INRA (Institut national de la recherche agronomique), associés
a I'université Freéres Mentouri de Constantine, viennent de mettre en place le réseau

scientifique et technique pour la modernisation de la filiére blé dur.

Encore, la nouvelle initiative, baptisée Réseau blé dur, est lancée dans la perspective
d’instaurer « des schémas de recherche dans le domaine de la culture du blé, et ce, a
travers 1’exploration et I’analyse des différents aspects liés a 1’itinéraire technique en
amont et en aval, a savoir, la sélection des semences jusqu’au traitement et le stockage
des récoltes, en passant par la préparation des sols, les techniques de labeurs, les

produits phytosanitaires et la lutte contre les parasites» (Allal, 2016).

Le présent travail fait partie des travaux qu’ont été réalisés dans le cadre « Réseau
blé dur », développé dans le cadre de la collaboration université Mentouri - secteur de
I’agriculture algérien, et qui se focalise sur la thématique : « Recherche de
potentialités biofértilisantes, biocontrdle, et de phyto-stimulation chez des
microorganismes sélectionnés localement », partie prise en charge par le laboratoire

de Mycologie, de Biotechnologie et de I’ Activité Microbienne.

Aussi, I’objectif principal de ce travail est de décrire la potentialité des bactéries
isolées a partir des échantillons du sol en provenance du lac salé d’Ain Mlila, a
limiter le développement des champignons phytopathogénes du genre « Fusarium »,

agents responsables de la maladie de fusariose racinaire du blé.
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La partie pratique est réalisée au laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de

I’ Activité Microbienne suivant les étapes suivantes :

- Isolement et purification des isolats fongiques phytopathogéne, du genre

Fusarium,

- Isolement et purification des isolats bactériens susceptibles d’inhiber Iles

phytopathogénes fongiques,

- Recherche in vitro des isolats bactériens a potentiel antifongique a 1’égard des

champignons phythopathogénes Fusarium sp et F. culmorum,

- Caracteérisation partielle des isolats bactériens selectionnes.
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2- Revue bibliographique
2.1-Le blé dur
2.1.1- Historique

L’histoire de I’homme et celle des plantes cultivées constituent un ensemble
d'interactions continues dans le temps et 1’espace (Bonjean et Picard, 1990). En ce qui
concerne la localisation et la domestication de blé, on considérait jusqu’a aujourd’hui
qu’elle avait eu lieu dans le Croissant fertile, vaste territoire comprenant, selon les
auteurs, la vallée du Jourdain et des zones adjacentes de Palestine, de la Jordanie et de
I’Iraq, voire, de la bordure Ouest de I’Iran (Lev-Yadun et al., 2000). Il s’agit d’une
époque ou I’homme pratiquait déja la cueillette et faisait ses débuts comme
agriculteur. Cette période coincidait avec un épisode climatique sec, aboutissant a
I’arrét du mode de vie de « chasseur- cueilleur », et engendrant la domestication
progressive des plantes, associée a la création des premiéres communautés
villageoises (Wadley et Martin, 1993). Des restes des blés, diploides et tétraploides,
remontant au VII°™ millénaire avant J.C ont été découverts sur des sites
archéologiques au proche Orient (Harlan, 1975). Selon Feldman, (2001) le blé dur

provient des territoires de la Turquie, de la Syrie, de I'lraq et de I'lran .
2.1.2- Classification et origine génétique

Le blé dur (Triticum turgidum ssp. Durum) est une plante de la classe de
Monocotylédones, de la famille des Graminées, appartient au groupe tétraploide, du
genre Triticum. En termes de production commerciale et d’alimentation humaine,
cette espéce est la deuxieme plus importante du genre Triticum aprés le blé tendre.

Leur famille comprend 600 genres et plus de 5000 espéces (Feillet, 2000).

Selon Mackey, (1968), I’origine génétique du blé dur remonte au croisement entre
deux espéces ancestrales Triticum monococcum et une graminée sauvage du nom
d’Aegilops speltoides. Le croisement naturel de Triticum monococcum (porteur du
génome A) x Aegilops speltoides (porteur du génome B) a permis I’apparition d’un
blé dur sauvage de type AABB (Triticum turgidum ssp. Dicoccoides) qui a, ensulite,
progressivement évolué vers Triticum turgidum ssp. Dicoccum puis vers Triticum

durum (blé dur cultivé) (figure 1).
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Le blé dur est allotétraploide (deux génomes : AABB), comptant au total 28
chromosomes (2n = 4x = 28), contenant le complément diploide complet des
chromosomes de chacune des espéces souches. Comme telle, chaque paire de
chromosomes du génome (A) a une paire de chromosomes homologues dans le

génome (B), a laquelle elle est étroitement apparentée (Wall et al., 1971).

T. urartu (AA) Ae. spekoides (BB)

T. turgidum (AABB)

.

7. speka (AABBDD)
T. aestivum
(AABBDD)

Figure 1 Phylogénie du blé. (Shewry, 2009).

2.1.3-Importance socio-économique du blé dur

2.1.3.1-Le marché mondial de blé dur

Le blé fait partie des trois grandes céréales avec le mais et le riz. C'est la deuxieme
par l'importance de la récolte mondiale, et la plus consommée par I'hnomme apreés le riz
On parle souvent du blé tendre (Triticum aestivumL. ssp. aestivum) et du blé dur
(Triticum turgidumL. ssp. Durum (Desf.) Husn.), qui représentent les deux especes les
plus communément cultivées du fait de leur exigences pédoclimatiques et de leur
qualités biochimiques et techniques répondant a des besoins alimentaires

complémentaires.
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- Le blé tendre, cultivé principalement dans les régions de hautes latitudes, a pour
débouché principal la production de farine panifiable ;

- Le blé dur, essentiellement cultivé dans les zones chaudes et seches du globe, est
une céréale trés riche en gluten utilisée pour produire les semoules et les pates
alimentaires (Anonyme 1). La culture de blé dur est concentrée au Moyen-Orient, en
Afriqgue du Nord, en Russie, aux Dakotas, au canada, I'Inde et [|'Europe
méditerranéenne, elle occupe 8 a 10% du total des terres réservées aux blés dur et
tendre, dans le monde. La superficie moyenne consacree annuellement a la culture du
blé dur est estimée a 8 millions d’hectares, pour une production annuelle moyenne de
37.9 millions de tonnes, moyennes de la période 2006-2010.

La production de blé dur des différents pays n’est pas stable, ceci en raison du fait
que cette céréale est produite dans des zones et climats trés variables (Royo et al.,
2000).

Cependant, on peut constater que les principaux pays exportateurs du blé dur sont : le
Canada, les Etats-Unis, I’Union Européen (80 % des parts de marchés) et le Mexique.
Par ailleurs, les principaux pays importateurs sont : I’Algérie, 1’Italie et le Maroc
(pays méditerranéens : 2/3 des échanges mondiaux) (Crystel, 2014) (figure 2). Leurs
importations augmentent régulierement, en relation avec une production déficitaire et

parfois irréguliere, et une population en hausse (Renaud, 2014).

‘/‘ Production : 35.6 Mt
\3 / | Echanges : 7.4 Mt

8.4 Echanges mondiaux

b6 21 % de la production mondiale.
Undon Moyen De 2008 a4 2012 : entre 7.3 et 7.6Mt
8.3 Amerique Em e Orlent et CEI
Nord —
= i"i’ } des exportateurs
o A Canada, Etats-Unis et UE
Afrique du (80% des parts de marche)
Nord
Le Mexique en serieux
I outsider
« Production (M1 0.5 Oceanie 1oj -(!-“.l:Ax:;.v!.:!"n‘,
+ Exportation e — Algerie, talie, Maroc
w— imporiation (pays mediterraneens = 2/3

des echanges mondiaux)
Source CIC - Moyerne 2010-2012

‘ Production mondiale 2008 a4 20012 ;
entre 35 et 41 Mt (38 Mt en 2013)

Figure 2 Marché mondial de blé dur. (Crystel, 2014).
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2.1.3.2-La production de blé dur en Algérie

Situé au nord de I’Afrique, au climat méditerranéen, le territoire algérien s’étend sur
une superficie totale de 237.806.620 hectares dont seulement 3% représentent des
terres arables (Mara ,1992). De toutes les productions algériennes, la production des
ceréales est la plus importante. Elles constituent la base méme de l'alimentation des
populations tant européennes qu’indigénes ; sans peser trés sérieusement sur le
marché mondial des céréales, I'appoint de I'Algérie n'est pas négligeable, et apporte
son contingent au commerce d'exportation (tableau 1).

A ce titre, les céréales ont joué un grand role dans le développement de la prospérité
économique du pays. Leur aire de culture s'étend depuis le littoral jusqu'a la limite des
Hauts-Plateaux (1). Jachere comprise, elle occupe environ 80% de la superficie
agricole utile (SAU) du pays. La superficie emblavée annuellement en céréales se
situe entre 3 et 3,5 million d’hectares. Les superficies annuellement récoltées

représentent 63% des emblavures.

Tableau 1 Bilan des exportations des principales céréales algériennes. ONFAA a
partir des données CNIS, 2015.

Années Pays Bl¢ dur Bl¢ tendre (f) Total
fournisseurs | quanuté | Valeur Quantité | Valeur Quantité | Valeur
(I) | (USD) (I)__| (USD) () | (USD)
2014 France 10| 107257 1731 207355 17,3 | 314612
2015 Canada 11 43479 0 0 11| 43479

La culture de blé dur occupe une place prépondérante de la surface agricole
algérienne (figure 3a). Durant la période 2010/2015 les superficies récoltées
consacrées au blé dur ont été estimees a environ de 120.000 hectares. La production
en blé dur a représenté 55 % de la récolte nationale des céréales lors de la campagne
2014/2015(MADRP, 2015) (figure 3b).

En relations avec le marché mondial, les produits céréaliers représentent plus de 40%
de la valeur des importations des produits alimentaires, en occupant le premier rang
(39,22 %), devant les produits laitiers (20,6%), le sucre et sucreries (10%) et les huiles
et corps gras (10%). De 1995 a 2005, le marché Algérien a absorbé, en moyenne
annuelle, 4244903 tonnes de blés dont 70,44% de blé dur (Chehat, 2007).
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La production de blé dur, en Algérie est loin de couvrir la demande qui est de plus en
plus importante, suite au faible nombre de produits de substitution et au soutien des
prix des céréales. La faiblesse de la production, dont les causes sont multiples,
associée a une forte demande alimentaire, justifie le fait que le pays se présente

comme un gros importateur potentiel.

Poles agricoles : filiére Blé dur
ciliall eadl) daki ; Ladlil il

£ kil an)

et : % AIN ABID

& Nbr de Wilayas 25
9 <Ly s

® Production Nationale des céréales (q)
10290099,2
28% 202407383,8
55%
Hblé dur
M blé tendre
Morge

6361849,1
17%

Figure 3 (a) pdles agricoles algériens de filiére blé dur. MADRP, 2016 ;
(b) production algérienne des céréales lors de la compagne 2014/2015. DSASI.
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2.1.4- Caractéristiques physiologiques et morphologiques de la plante

Il s’agit d’une graminée annuelle de hauteur moyenne (Bozzini, 1988), dont 1’appareil

végétatif comporte un appareil racinaire et un appareil aérien (figure 4).

Figure 4 Morphologie d’un plant de blé .1-Fleur de blé ; 2-Etamine ; 3-Pistils
4-grain de blé ; 5- Racines du blé. (Anonyme 2).

Le systéme racinaire est de type fasciculé qui résulte de la succession de deux
systemes au cours du développement de la plante :

- Systeme primaire (racines séminales) : ce systéme de racines fonctionne de la
germination a la ramification de la plante c'est-a-dire au tallage. Ces racines sont
d’origines embryonnaires cependant associé€s dans le grain aux différentes parties de

I’embryon ce sont :

e Une racine principale résultant de I’allongement de la radicule.

e Deux paires de racines latérales.

e Une racine épiblastique (Grignac, 1965).
- Systéme secondaire (racines adventives) : c’est un systéme de racines coronaires ou
systéeme de racines de tallage. 1l se forme des le tallage et se substitue parallelement
au systeme séminal (Grignac ,1965 ; Hazmoune, 1994 ; Hamadache ,2001).
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En revanche, le systéeme aérien de la plante est composeé de plusieurs longues tiges
herbacées, cylindriques, gréles, non ramifiées, renflées au niveau des nceuds. Les tiges
sont pleines au niveau des nceuds et creuses dans les entre-nceuds. De telles tiges,
appelées chaumes, sont, grace a cette structure, a la fois souples et résistantes. Les
feuilles sont a nervures paralleles et formées en deux parties : La partie inférieure et la

partie supérieure (Soltner, 1998).

Les fleurs qui constituent 1’appareil reproducteur de la plante sont groupées en
inflorescences de type épi (figure 5). Ce dernier est constitué d’un axe appelé le rachis
sur lequel sont fixés les épillets (Belaid, 1996). Cette plante est monoique a fleurs
parfaites (Cook et al. 1991). Elle se reproduit par voix sexué et par I’autofécondation
(espéce autogame) (Soltner, 1999). A maturité, le grain de blé est un caryopse ou fruit
sec indéhiscent dont les parois sont soudées a celles de la graine (Belaid, 1996 ;
Soltner, 2005).

Pistil

Figure 5 Fleurs et graine (caryopse) de blé. (D) Epi composé de plusieurs épillets possédants
plusieurs fleurs ; (E) Une fleur de blé ; (F) Epi avec grains matures
(caryopse). (Anonyme 2).
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2.1.5 - Cycle de développement

De graine a graine, le cycle biologique du blé se devise en trois périodes successives :
la période végétative, reproductrice et de maturation de grain (Hamadache, 2013). Ces
périodes sont marquées par des stades reperes. Selon Soltner (2005), différentes
échelles de notation ont été développées, celle de Feekes (1954), Zadoks (1974)
(figure 6a), et Jonard (1952). Elles sont basées sur 1’évolution de 1’aspect externe ou

sur les modifications internes des organes producteurs (Soltner ,2005).

Pendant la période végétative la plante produit des feuilles et des racines. Cette
période s'étend de la germination a I'ébauche de I'épi (Bozzini, 1988). La germination
du grain de blé commence quand il a absorbé environ 25% de son poids d’eau. La
racine principale, couverte d'une légére enveloppe ou coléorhize, apparait de méme
que la coléoptile recouvrant la gemmule, il perce la couche superficielle du sol, percé
a son tour par la premiere feuille (Grandcourt et Prats, 1970). La levée est notée
quand 50% des plantes sont sorties de de la terre (Karou et al., 1998) (figure 6b).

La phase de tallage s’amorce a partir de la quatricme feuille. La formation de la
premiére talle se fait au stade 3 feuilles. La premiere talle primaire (maitre-brin)
apparait a Iaisselle de la premiére feuille du blé. La 2°™ et la 3*™talle apparaissent a
I’aisselle de la 2°™et la 3*™feuille (Hamadache, 2013). La fin tallage est celle de la
fin de la période végétative, elle marque le début de la phase reproductive,
conditionnée par la photopériode et la vernalisation qui autorisent 1’élongation des

entre-nceuds (Gate, 1995).

La Période reproductrice comprend la formation et la croissance de I'épi (Grandcourt
et Prats, 1970). Elle est caractérisée essentiellement par le passage de 1’apex ou
bourgeon terminal de la période végétative a une €bauche d’inflorescence (ébauche
épi). Elle débute au cours du tallage et compte trois stades : la formation de I'ébauche
épi, l'initiation florale (montaison-gonflement) et la méiose — fécondation (Hubert,
1998 ; Soltner, 2005). Le cycle de développement de blé s’achéve par la période de
maturité de grain qui correspond a I’accumulation des hydrates de carbone et de

I’azote dans le grain (Gallais et Bannerot, 1992).

11
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Le grain passe par trois stades consécutifs : laiteux, pateux et grain mdr. Entre les
stades laiteux et pateux, la quantité d'eau contenue dans le grain est stable ; c'est le
palier hydrique, phase critique du remplissage du grain, ou un desséchement
prématuré de la plante peut bloquer la migration des réserves et provoquer un
"échaudage™ du grain (Robert et al., 1993).

Zadoks cereal development scale

Figure 6 Stades de développement du blé, (b) Phase de semis-levée. Boyeldieu,
1997 ; (a) Echelle de Zadoks décrivant le cycle de développement du blé.
(Anonyme 3).
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2.1.6 -Pathologie de la plante de blé

Une maladie de plantes peut étre définie par une succession de réponses invisibles
et/ou visibles a un microorganisme phytopathogene ou a la modification d’un facteur
environnemental (température, pH, humidité et disponibilité d’oxygeéne), qui
provoquent des bouleversements de forme, de fonction ou de I’intégrité de la plante. Il
existe, de ce fait, deux types de maladies de plantes, a savoir : des maladies non
infectieuses (abiotiques) ; et des maladies infectieuses (biotiques) causees par des
champignons, des bactéries, des plantes supérieures parasites, des virus et viroides,
des nématodes et des protozoaires (Sarah et al., 2008).

Dans ce cadre, le blé peut étre attaqué par de nombreuses maladies a différents stades
de son développement, ces attaques peuvent occasionner des pertes importantes
lorsque les variétés utilisées sont sensibles et les conditions de I'environnement sont
favorables a I'expansion des maladies (Ezzahiri, 2001). Les deux principales causes de
maladies du blé sont les champignons et les virus, il peut également étre touché par
certaines bactérioses (Ruel, 2006). Les champignons parasites sont responsables de

mycoses déenommées de facon trop générale « maladies cryptogamiques ».

Chez les végeétaux, ces maladies se traduisent par des symptdmes qui sont la résultante
de I’action parasitaire du champignon et de la réaction de I’héte (Bailly, 1980). Ils
sont responsables de 70% des pathologies végétales. En effet, sur les 100.000 especes
fongiques décrites dans la littérature, 8000, sont des pathogénes de plantes (Anonyme
4). Les fontes de semis et les pourritures racinaires (piétins) font partie des plus

importantes maladies du blé (Anonyme 5) (Tableau 2).

De nombreuses espéces de Fusarium sont associées a ces maladies chez la plupart des
céréales cultivées actuellement (Devaux, 1995). Les deux maladies les plus
communes provoquées par les Fusaria sur les céréales a paille sont la gale de 1’épi

(fusariose de 1’épi) et la pourriture racinaire (Zillinsky, 1983).
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Tableau 2 Les principales maladies fongiques du blé en Algérie

Maladie/ Nom de la Transmission
Organes maladie Agents causaux par semence Sources
Attaqués
Stagonosporanodorum
(berk) E Castell & Oui (Aouati et
Germano Douici-Khalfi,
Fontes Oui 2009)
de semis Fontes de Fusarieum spp (Zillinsky,1983)
semis (Weise,1987)
(damping- (Simone et al..
off) Microdochium nivale Oui 1989)
(Fr) Samuels& I.C
Hallett
Oculima culayalundae
Piétin verse (Wallwork& Spooner) -
(eyespot) Crous&W.Gams (Zillinsky,1983)
(Weise,1987)
(Simone et al.,
Le pied du Gaeumannomyces 1989)
blé Piétin graminis (sacc) Arx et - (Aouali
échaudage | Olivier vartritici Walker et
(take-all) Douici-Khalfi,
2009)
Smiley et al,
Fusrarium spp Oui 2009)
Fusariose du
pied Cochliobolus sativus Oui
(common (S.Ito)
foot rot) &Kaurib.) Drechsler  ex Oui
Dastur

Microdochium nivale
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2.2- Données sur la maladie de fusariose du pied du blé

2.2.1 - Incidence économique de la fusariose

Les especes du genre Fusarium sont des pathogénes responsables des pertes,
économiquement, importantes chez la majorité des cultures. Ces agents pathogénes
peuvent causer la fonte de semis, la pourriture des racines et du collet (Pauvert, 1984).

IIs attaquent tous les organes végétatifs et reproducteurs des plantes (Gargouri, 2003).

Les conséquences économiques dues a cette maladie sont considérables. A titre
d’exemple, les pertes causées par la fusariose dans les états du Nord et du Centre des
Etats-Unis entre 1998 et 2000 ont été évaluées a 2,7 milliards de dollars (Nganje et
al., 2002).

Le développement de la maladie peut occasionner des pertes de rendement par une
diminution du poids de 1000 grains, mais aussi par une réduction du nombre de grains

par épis et par une diminution du poids des épis (Arseniuk et al., 1993).

En plus des pertes de production, certaines especes de Fusarium présentent sur les
céreales peuvent conduire a la contamination des grains par diverses mycotoxines qui
causent en outre divers problémes, d’ordre santé public et animale, liés a la présence

des mycotoxines (Symons et al., 2002).

La maladie pourriture racinaire est répandue dans tous le Maghreb et en Algérie
(Sayoud et al., 1999). L’importance des dégats est intimement liée au type de culture,

a la région et surtout aux conditions climatiques (El hadj Hammiche, 2013).

2.2.2- Le genre Fusarium

2.2.2.1- Taxonomie et classification des espéeces Fusarium

La premiére et véritable description du genre Fusarium a été réalisée par Link en
1809. Il tire son nom du latin fusus (fuseau) en rapport a la forme de ses
macroconidies fusiformes et cloisonnées. A 1’heure actuelle nous utilisons
principalement un classement dérivé de celui de Nelson et al. (1983) lesquels

regroupent les Fusarium dans 15 sections (Tableau 3).

Ce classement a été amendé par Burgess et al. (1994), puis par d'autres chercheurs

grace a I’utilisation des techniques de biologie moléculaire (Leslie et Summerell,
2006).
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Le genre Fusarium inclue des champignons imparfaits ou anamorphes dont la
reproduction est asexuée et se fait par le biais des conidies de formes et d’organisation
trés variées (Jeunot, 2005). D’autres sont parfaits ou téléomorphes dont leur
reproduction est sexuée (Nelson et al., 1983). Les anamorphes sont des espéces du
genre Fusarium qui appartient aux Champignons Anamorphiques et au groupe des
Hyphomyceétes (champignons a conidies produites sur des sporodochies). Les conidies
des especes de Fusarium sont généralement pluricellulaires et arquées en forme de
croissant. La taille, la forme et le nombre de cellules varient avec 1’espéce (Gargouri

et al., 2006).

Lorsque les téléomorphes existent, ils sont des espéces du genre Gibberella ou
Nectria et appartiennent au phylum des Ascomycota (champignons produisant des
ascospores) et au groupe des Pyrénomycetes (champignons dont les asques sont
enveloppés dans des péritheces) (Nasraoui, 2002). L’espéce Microdochium nivale,
anciennement Fusarium nivale appartient a la famille des Tuberculariacées (Glynn et
al., 2005). Cette espece ne posseéde pas de phialides mais plutdét des cellules

conidiogenes annellidiques (Keith et Seifert, 2001).
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Tableau 3 Les différentes sections et espéces des Fusaria selon les principaux systémes

taxonomiques (Jeunot, 2005).
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Section de
Wollenwebert
Reiking (1935)

Espéeces de
Snyder et
Hansen (1940)

Espéeces de
Messiaen et

Cassini
(1968)

Systeme de Nelson et al.,(1983)

Sections

Espéces

Submicrocera

Pseudomicrocera

Ventricosum

F.solani

F.solani

Macroconia F.epispaeriavargigas
F. epispaeria - - -
F.epispaeria Eupionnotes F.aquaeductuum
Eupionnotes F.epispaeriavardimeru F.merismoides /F.dimerum
m
Spicarioides F.rigidiscula F.rigidisculum Spicarioides F.decemcellular
Arachnites F.nivale F.nivale Arachnites F.nivale® M.nivale
F.tricinctum /F.poae
Sporotrichiella F.tricinctum F.sporotrichioides
F.tricinctum Sporotrichiella F.chlamydosporum
F.roseum F.avenaceum(dont
Roseum Var avenaceum Roseum F.arthrosporiodes)
F.roseum F.graminum
arthrosporioides 9
Arthrosporiella IArthrosporiella] F.semitectum
[F.camptoceras
F.roseumvargibbosum|  Gibbosum | F.equiseti /F.acuminatum
Gibbosum .
F.roseum F.longipes
F.roseum F.heterosporum
Var sambucinum
Discol F.retuclatum
Iscolor F.roseum var /F.sambucinum
graminearum . F.graminearum
Discolor
F.roseum var F.culmorum
culmorum F.crookwellense
F.lateritium
Lateritium F.lateritium F.lateritium Lateritium
F.udum
F.moniliforme
Liseola F.moniliforme Liseola F.proliferatum
F.moniliforme F. moniliforme F.subglutinans
F.anthophilum
Elegans F.oxysporum F.oxysporum Elegans F.oxysporum
Martiella Marteilla

Ventricosum

F.solani
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2.2.2.2-1dentification des espéces du genre Fusarium

2.2.2.2.1-ldentification morphologique

Tous les principaux systémes taxonomiques de Fusarium (Wollenweber et Reinking,
1935 ; Booth, 1971 ; Gerlach et Nirenberg, 1982 ; Nelson et al., 1983) sont fondes sur
des criteres morphologiques et culturales. Le regroupement des espéces en sections a
été basé sur les caractéristiques culturales (la croissance, la morphologie des cultures

et la pigmentation).

La morphologie des macroconidies, sporodochies, microconidies, mycélium aérien,
conidiophores et des chlamydospores étaient aussi utilisés pour regrouper les espéces
en sections (Nelson et al., 1983).

Une étude réalisée par Burgess et al. (1994) sur les espéces de Fusarium a montré que
la morphologie de la colonie et sa couleur ne peuvent pas étre utiles qu’en travaillant
dans les conditions standards. L’identification morphologique des especes du genre
Fusarium nécessite la culture des isolats sur différents milieux de cultures, les plus
utilisés sont les milieux PDA, CLA et SNA (Kammoun —Gargouri, 2010).

2.2.2.2.2-1dentification moléculaire

Compte tenu de la difficulté de I’identification morphologique, I’identification
moléculaire est de plus en plus utilisée. Elle est généralement basée sur
I’amplification, par PCR (Polymérase Chain Reaction), de régions spécifiques (Hsu et
al.,2003). Cette technique caractérise par sa simplicité, sa rapidité et son extréme
sensibilité avec le potentiel théorique de détecter une seule molécule cible (Edwards
etal., 2002).

Une ou plusieurs couples d’amorces spécifiques ont été synthétisées pour
I’identification des espéces F. graminearum, F. pseudograminearum, F. culmorum et
F. avenaceum, Michrochium nivale, et d’autres especes de Fusaruim (Kammoun —
Gargouri, 2010). O'Donnell et al., (1998) ont utilisé des séquences nucléotidiques de
trois genes le P-tubuline, 1TS2 et mtSSU ADNr pour analyser 45 espéces de

Fusarium, vingt-six especes ont été résolus comme des espéces nouvelles.
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2.2.2.3- Morphologie et caractéristiques physiologiques

La principale caractéristigue morphologique des Fusarium est la présence de
macroconidies en forme fusiformes, cloisonnées (figure 8) (Tabuc, 2007). Le thalle
des Fusarium est a croissance, habituellement, rapide et de couleur variée (Jeunot,
2005), les conidiophores parfois trés ramifiés formant sur le thalle des coussinets
(sporodochies) et portent des masses de spores d'aspects graisseux, les phialides sont
plus ou moins allongées et peuvent produire deux types de conidies: des
macroconidies fusiformes, avec une cellule basale pédicellée, portant une sorte de
talon et/ou des microconidies petites, généralement septées, piriformes, fusiformes ou
ovoides (Botton et al., 1990 ; Jeunot, 2005). Les chlamydospores peuvent étre
présentes comme absentes, se différenciées soit par le mycélium ou par les conidies
(Botton et al., 1990 ; Jeunot, 2005).

Au niveau de physiologie cellulaire, les Fusarium ont une croissance optimale a une
température comprise entre 22 et 37°C. La majorité des moisissures se développent
bien dans un milieu humide (Aw= 0,85), les Fusarium se développent dans un milieu
tres humide (Aw> 0,9), ce qui explique leur présence dans les champs et sur les
plantes vivantes (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002). Les moisissures sont
aérobies ; I’oxygene leur permet d’effectuer une croissance normale (Tabuc, 2007
;Mahanna, 2002). Cependant, la plupart peuvent se développer méme si I’oxygene est
limité. Les moisissures se développent normalement a un pH compris entre 3 et 8.
Généralement, une croissance fongique est optimale a un pH compris entre 5 et 6
(Tabuc, 2007).

Totes

0
p— 0
0

Chaines
- :

Microconides

/
O OO Macroconidies
Microconidies Chlamydospores

Figure 7 Caractéres morphologiques des Fusarium. (Tabuc, 2007).
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2.2.2.3-Production de mycotoxines

Outre les pertes quantitatives qu’ils occasionnent, les champignons du genre
Fusarium produisent de mycotoxines dans les grains et les rendent impropres a la
consommation (Jouany, 2007 ; Keller, 2011). Les mycotoxines sont des métabolites
secondaires produits par certains champignons microscopiques (Prandini et al., 2007).
Elles peuvent étre produites avant la récolte et donc retrouver dans les grains, pendant
le transport et le stockage des céréales. Elles diffusent dans le substrat qu'elles
contaminent méme aprés la destruction du champignon responsable de leur
production. Peu labiles, elles sont souvent actives a trés faibles doses, thermostables,
stables dans le temps et résistantes aux traitements biologiques et aux processus de
transformation. Ainsi, lorsqu’elles sont présentes dans le grain, elles persistent tout au

long de la chaine alimentaire.

Les fusariotoxines (produites par les Fusarium) sont diverses : trichothécénes A et B
(TCT A et B), zéaralénone (ZEA) et fumonisine (figure 8). Ce sont des inhibiteurs de
synthése protéique des cellules eucaryotes (Cumagunet al., 2004) et de I’activation
des génes de défense de la plante (Wagacha et Muthomi, 2007). Par ce fait, ces
mycotoxines sont responsables d’effets indésirables sur la santé humaine ou animale
en cas de consommation d’aliments contaminés et peuvent ainsi provoquer une
grande variabilité de symptémes comme des altérations du foie, des reins, du systeme
nerveux central, des déréglements hormonaux ou encore une réduction des défenses

immunitaires (Prandiniet al., 2007).

La présence et la quantité de ces mycotoxines dans les céréales a la récolte
constituent des criteres déterminants de la qualité des grains. La communauté
européenne a d'ailleurs baissé de nouveau les limites de tolérance en mycotoxines
dans les céréales grace a I’entrée en application en 2007 de la réglementation CE N°
1881/2006. Certaines especes de Fusarium ne produisent pas de mycotoxine alors que
d'autres, telle que F. graminearum, sont susceptibles de produire une ou plusieurs

mycotoxines (Desjardins and Proctor, 2007 ; Quarta et al., 2006).
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BLE
ESPECE TOXINE
F. graminedrim TCTEB. ZEA
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Figure 8 Importance des espéces de Fusarium sur le blé et leurs mycotoxines associée

TCT : Trichothécéne, ZEA : Zéaralénone, MON : Moniliformine, BEA : Beauvericine,
ENN : Enniantine, FUM : Fumonisine.(Ballois, 2012).

2.2.3- Maladie de fusariose du pied (Fusarium foot rot)

2.2.3.1- Agents responsables

La fusariose du pied est une maladie grave des grandes cultures, céréales et plantes
fourrageres, dans les régions arides et semi-arides. Le complexe fongique responsable
de maladie de la pourriture de pied du blé inclue plusieurs especes du genre Fusarium
dont Fusarium culmorum, F. graminearum et F. avenaceum (El hadj Hammiche,
2013). Ce complexe fongique qui varie selon les régions est responsable de la
pourriture des racines et du collet (Elyacoubi et al., 2012). Cependant, les espéces du
genre Fusarium les plus courantes causants les maladies ont F. graminearum et F.

culmorum (Tony et al., 2015).
2.2.3.2- Symptémes de la maladie

Elle se traduit par la fonte de semis, les semences pourrissent ou les plantules
meurent avant leur levée (figure 9a). Les plantules qui lévent sont jaunes et rabougries
(figure 9b) ; leur collet, leurs racines ou la base de leur tige présentent une pourriture
allant du brun au brun rouge (figure 9c). La tige peut comporter des stries brunes ou
rougeatres. Les lésions sont de forme et de taille variables et n'ont pas de pourtours

définis.
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La maladie peut aussi frapper des plants plus vieux, ce qui cause une réduction du

nombre ou de la taille des talles qui viennent a maturité prématurément et qui

comportent des épis blancs et ratatinés. Les plants infectés sont moins vigoureux
(Anonyme 4, 2017)

Figure 9 Principaux symptomes de pied fusarien du blé (a) plantes mortes ; (b)
dessechement des jeunes plantes, (c) pourriture de pied sur la base de la tige du blé.( Tony et
al., 2015).

2.2.3.3-Implantation de la maladie

2.2.3.3.1-Source d’inoculum

La fusariose est considérée comme une maladie polycyclique (figure 10), mais
I’inoculum primaire est la source principale de la contamination pour I’apparition de
la maladie (Trail, 2009). Les sources de 1’inoculum qui peuvent étre a I’origine du
développement de fusariose du pied sont :

- Les conidies sur les résidus de culture en surface, en particulier, les tissus qui se
dégradent plus difficilement comme les nceuds (Champeil et al., 2004 ; Osborne
Stein, 2007). La survie des champignons sur résidus peut atteindre plus de 2 ans apres
récolte ce qui les classe en « source a long terme ». L’inoculum primaire se trouve sur
les résidus de culture antérieure infectés qui permettent, aprés la récolte, le
développement de périthéces et donc d’ascospores. Les périthéces permettent au
champignon de passer I’hiver sous cette forme de conservation. Lorsque des
conditions favorables a I’ouverture du périthéce sont réunies, ¢’est-a-dire obscurité et
humidité suffisante (Kang et Buchenauer, 2002), les pluies et les vents disséminent les

spores qui se forment a la surface du sol et sur les résidus de culture.
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Si ’automne est chaud, ce mode de contamination peut encore avoir de I’importance
pour les especes de genre Fusarium. Les précedents culturaux les plus a risque sont

les cultures hotes de la fusariose comme le mais, le blé et I’orge (Caron, 1993).

Fusarium diseases
Fusarium SppP.

Splash dispersal of conidia
up planl
Ear blight
e symptoms
Rt (-?
)
,\1
i3y Dark brown lesions on
stem base and vertical
streaks up stem Seed infection ...,
W
e i
'&’i e

‘Mr
>-/\
-

Over winters on crop
/ debris, grass weeds,

volunteers and

chlamydospores in soil

Seed infection causes damping

off and early infection of plant —

Figure 10 Cycle de Fusariose des céréales. (Anonyme 6).

-Les chlamydospores dans le sol : Dans la partie plus profonde du sol, seules les
chlamydospores peuvent subsister jusqu’a quatre ans; sous forme d’hyphes mycéliens
ou de conidies. Ces spores ont une vie ralentie et une paroi épaisse leur permettant de

\

résister longtemps a la sécheresse et 1’asphyxie. Les attaques a partir de sol sont
moins rapides qu’a partir des semences et se sont essentiellement le collet et la partie
supérieure des racines qui sont atteintes (Caron, 1993). L’infection peut intervenir a
différents stades de développement de la plante-héte puisque la pénétration du

champignon se fait par les zones dites sensibles (Kang et Buchenauer, 2002).

Dans ce cas de fusariose de pied, les pathogenes pénétrent par les coléoptiles, le
rhizome ou les racines secondaires (Burgess et al.,1981). C’est-a-dire les plantes
peuvent devenir infectées par leurs bouts de racine, directement, par des blessures, ou

au moment de la formation des racines latérales (Agrios, 1988).

- Les semences infectées : lors des infections sur épi, le mycélium attaque les grains a
travers les glumes, pénétre dans le peéricarpe, 1’albumen, voire I’embryon (figuell).

Cette source d’inoculum permet a la maladie de se développer des 1’automne.
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Pendant la germination, le mycélium reprend son activité et selon le degré de
pénétration initial, il ralentit ou inhibe la germination, entrainant des manques a la

levée et de la fonte des semis (Xu et Nicholson, 2009).
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Figure 11 Principales sources d’inoculum des maladies cryptogamiques, Anonyme 7.

2.2.3.3.2-Evolution de la maladie

En hiver, I’infection reste latente et ne se développe que si la plante se trouve dans les
conditions de stress hydrique. Si les conditions sont trop séches, la maladie va
s’arréter pour reprendre a la premiére pluie encore plus violemment que la sécheresse
sera longue et profonde. Les alternances de sécheresses avec quelques pluies
favorisent la propagation de la maladie (figure 12) (Osborne et al., 2007 ; Caron,
1993). Chez les céréales d'automne, ces champignons envahissent le collet, les racines
ou les gaines foliaires. A ce stade, ils peuvent provoquer la pourriture des semences et
la fonte des semis (Anonyme 4).

Par ailleurs, le développement de la maladie entre les plantes est assuré par contact
racinaire est se fait plus rapidement entre les plantes ayant le moins de thalles (Sayaud
etal., 1999).

Au printemps, les conditions climatiques et la densité des plantes sont les deux
facteurs qui conditionnent la propagation de la maladie (Caron, 1993). Les sols
humides a l'automne favorisent l'infection du plant, mais les sols secs et de fortes

concentrations d'engrais azoté favorisent la progression de la maladie au printemps.
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Dans le cas général, aprés l’infection par le parasite, les lésions continuent de
s'étendre, donnant lieu a la pourriture du collet, de la tige et des racines (Anonyme 4).

Les neeuds et les entres nceuds supérieurs sont rarement atteints (Caron, 1993).

i 8
Infest ées / / Q
\

N
ASCoOosSpores ,—/ ‘
A7
P
‘ AN
Vv
o lll'_\ ('('-Lllllll
débris de e -
culture conidies
peritheces
m '_>“' & - conidfe
KX X = 3 X x 2 oo

*®K 3
attague X w x
— .~ des racines
de culture s -
‘._/ résidus de racines
fonte de semis

mangue a la levée

Figure 12 Evolution de la maladie de fusariose de blé. (Fusariose des blés © ITCF.
Décembre 1999) (ITCF, Institut Technique des Céréales et des Fourrages, a été rebaptisé
Arvalis Institut du végétal).
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2.3-Les actinomycetes, agents de lutte biologique

2.3.1-Apercu sur les approches de lutte contre la fusariose du blé

Différentes approches de lutte sont appliquées afin de combattre les champignons
phytopathogénes du genre Fusarium. La lutte culturale a objectif préventif qui vise a
limiter I’accroissement de taux de 1’inoculum dans le sol et consiste a plusieurs

pratiques culturales, parmi lesquelles :

- L’utilisation des semences saines (Caron, 2003).

- L’élimination des résidus de culture contaminés par incinération ou enfouissement

profond (DillMackyet al., 2000).

- La réalisation des rotations d’au moins deux ans en dehors des céréales (alterner
avec les légumineuses), cela réduit la densité de I’inoculum (Gilbert et
Tekauz,2000).

Par ailleurs, le choix d’un cultivar peu sensible a la fusariose constitue un outil de la
lutte génétique a 1’égard des fusarioses du blé (Trembly et al,2012). Cependant, ce
choix reste moins efficace en manque d’un génotype du blé présentant une résistance

absolue a la fusariose (Mascheret al., 2005).

Dans le méme cadre, la lutte chimique utilise des pesticides (fongicides), prescrits par
leurs fabricants comme les triazoles utilisés au moment de la floraison, limitent la
fusariose sur 1’épi des céréales et donc I’accumulation de toxines dans la plante
(Anonyme 8).

Encore, pour ’ensemble des fongicides, une application homogénéisée, dans le temps
approprié est indispensable pour la réussite de traitement (Yuen, 2007). Quant a la
lutte biologique, plusieurs microorganismes ont montré leur efficacité dans la
protection du blé contre la fusariose. Les bactéries des genres Bacillus, Pseudomonas,
Lysobacter sont les agents les plus étudiés (Yuen et al., 2007). Des champignons des
genres Rhodotorula, Sporobolomyces, Cryptococcus et Trichoderma peuvent réduire
I’inoculum de nombreuses espéces du genre Fusarium notamment F.graminearum
(Palazzini et al., 2007).
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2.3.2-La lutte biologique, une approche de lutte indépendante et /ou alternative

de la lutte intégreée

En générale, plusieurs définitions de la lutte biologique ont été proposées mais
aucune n’est adoptée par tous les acteurs concernés. La lutte biologique est définie
comme « l’utilisation d’organismes vivants, ou des produits de leurs génes, pour
limiter ou supprimer les activités et les populations de pathogenes » (Fravel, 2005 ;
Paulitz et Bélanger, 2001).

En fait, elle peut se faire par utilisation des microorganismes entomopathogenes ou
pathogénes de mauvaises herbes ou encore antagonistes d’autres organismes
phytopathogénes. Ces microorganismes jouent un réle important dans la protection de
la plante (Benizri et al.,2001), au titre d’exemples, les actinomyceétes utilisés comme
antagonistes naturels de plusieurs champignons phytopathogénes tels le cas de

Fusarium oxysporum (Rakotoarimanga et al., 2014).

L’application des agents de lutte biologique sur les cultures présentes plusieurs
avantages, les plus importants sont 1’absence d’effets secondaires nocifs (absence de
résidus chimiques, de pollution chimique) et de danger pour 1’environnement ou sur

les cultures, car les biopesticides sont spécifiques a I’espéce-cible (Meyer, 2002).

De plus, les biopesticides sont souvent efficaces en faible quantité et leurs activités
protectrices peuvent relever de mécanismes multiples déclenchant rarement ainsi des
phénomeénes de résistance chez le pathogéne grace a une faible pression de sélection
(Fravel, 2005 ; Thakore, 2006). En outre, les biopesticides ont la capacité¢ d’étre
formulés sous forme liquide pour présenter les mémes facilités d'utilisation qu'un

insecticide chimique (Lacey et al.,1986).

Tenant compte, ces avantages et en dehors, des dépenses en temps, efforts humains et
financiers importants (Meyer, 2002), la lutte biologique se révele parfois, insuffisante
pour obtenir une bonne protection des plantes. Il est nécessaire de compléter son
efficacite par l'utilisation de traitements chimiques : on pratique ainsi la lutte intégree
qui consiste, donc, a mettre en ceuvre différents moyens et produits pour obtenir une

protection satisfaisante des plantes.
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En effet, la lutte biologique et la lutte intégree sont développées dans différentes
situations, a titre d’exemple, la substitution des  produits phytosanitaires a effet
toxique par des préparations a base de bactéries, champignons ou virus entomo-
pathogenes, dans la lutte intégrée contre les infections des insectes (Anonyme 9).

2.3.3- Action des microorganismes de lutte biologique
2.3.3.1-La rhizosphere : lieu d’interaction plantes-microorganismes

« Environnement des maladies telluriques »

Le terme rhizosphere fut employé pour la premiére fois en 1904 par Hiltner pour
désigner la partie du sol soumise a I’influence de la racine des 1égumineuses (Lynch,
1990). Actuellement, la rhizosphére est définie comme étant la zone du sol dans
laquelle la microflore tellurique est soumise a I’influence des racines (Campbell et

al.,1990 ; Westover,1997). Généralement, la rhizosphere comprend trois parties :

- La rhizospheére éloignée qui est la fine couche du sol adhérant aux racines ;
- Le rhizoplan qui est la surface méme de la racine ;
- La zone rhizosphérique intra-racinaire (endorhizosphére) qui correspond aux tissus

corticaux des racines agées (Dommeregues et Mangenot, 1970) (figure 13).
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Figure 13 Structure de la rhizosphere. (Chaillou, 2008.)
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De nombreuses recherches ont montré que la densité, la diversité et 1’activité¢ des
microorganismes sont fortement élevées a proximité de la racine étant donné que c’est

dans cette zone que se manifeste I’effet rhizosphére (Hamdan, 2010).

Parmi les microorganismes couramment rencontrés dans la rhizosphere se trouvent les
bactéries dont la densité peut aller jusqu’a 10° par gramme de sol (Balasubramanian et
Rangaswami, 1978), les champignons microscopiques environ 10° par gramme de sol
(Morel, 1996 ; Soufiane, 1998), les virus, les algues, les protozoaires, et un groupe
trés particulier qui est constitué¢ d’actinomycétes ou bactéries filamenteuses dont la
densité peut atteindre jusqu’a 10” par gramme de sol (Iwai et Takashi, 1992; Soufiane,
1998).

Le role bénéfique le plus connu de ces microorganismes est 1’amélioration de la
croissance des plantes par divers mécanismes, la protection de la plante contre les
agents pathogenes et I’amélioration de la propriété biotique et abiotique du sol
(Schardl et al., 2004 ; Stefan et al., 2012). Il existe néanmoins des microorganismes
rhizosphériques qui ne sont pas bénéfiques pour les plantes ou pour les autres
organismes vivants dans le sol (Sharma, 2014). Ces agents pathogénes sont également
capables de modifier les propriétés biologiques du sol et influencent ainsi

négativement le développement des plantes.
2.3.3.2- Mécanismes d’action des microorganismes

Les mécanismes par lesquels les agents de lutte biologique peuvent prodiguer leur
effet protecteur sont multiples et peuvent varier pour un microorganisme donné en
fonction du pathosystéeme (couple hote végétal/pathogene) (Van Den Broek et al.,
2003 ; Bloemberg et al., 2001). On peut distinguer, des effets directs sur 1’agent
pathogene, des effets sur la pathogénése et des effets indirects par 1’intermédiaire de

la plante (figure 13).

Parmi les effets directs sur I’agent pathogeéne 1’antibiose est probablement le plus
connu, il s’agit du mécanisme par lequel une souche antagoniste inhibe le
développement d’une souche cible grace a la production de métabolites secondaire

toxique.
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Les substances toxiques sont susceptibles de diffuser dans le milieu. Qui signifie que
I’effet d’un microorganisme agissant par antibiose ne nécessite pas la juxtaposition

des deux microorganismes (Alabouvette et Cordier, 2012).

Un autre mode d’action d’antagonisme directe des agents de protection biologique, le
phénomene d’hyperparasitisme est le seul qui soit propre aux agents microbiens. 1l est
associée le plus souvent a la production d’enzymes capables de dégrader les parois
cellulaires des agents pathogénes (chitinases, bétal-3 glucanase,) (De Boer et al.,
1998 ; Fernandes, 2006).

Dans le méme contexte, le troisieme mode d’action est la compétition pour le
carbone, I’azote et autres facteurs de croissance en méme temps que la complétion
pour I’espace et les sites spécifiques d’infection peuvent étre utilisées par les agents
de lutte biologiques contre les agents phytopathogénes (Vinal et al., 2008).
L’efficacité liée a un tel mécanisme repose sur 1’exclusion des agents pathogenes, en
particuliers ceux dont les spores ont besoin de source nutritive exogenes pour germer
(Elad, 2000).

Par exemple, la compétition pour le fer entre la bactérie auxiliaire Pseudomonas spp.
et des bactéries ou champignons pathogénes (Fernandes, 2006). Outre ces
mécanismes d’antagonisme direct, certaines souches microbiennes influencent
avantageusement I'hdte végeétal par la stimulation directe de la croissance (fixation de
I'azote, solubilisation de phosphate, et production des phytohormones) ou/et en le

protégeant contre l'infection par des phytopathogenes.

En raison de I'effet global qu'elles procurent, ces souches sont désignées également
sous le terme de rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes ou Plant
Growth Promoting Rhizobacteria (PGPRs) (Mercado-Blanco et Bakker, 2007). Ce
type de mécanisme est connu chez certains Trichoderma, Pytiumoligandrum et deux

bactéries, Pseudomonas et Bacillusspp. (El-Tarabily et al., 1997 ; Fernandes,2006).
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Figure 14 Complexe d’interactions au niveau de la rhizosphére. (Anonyme 10).

2.3.4- Les actinomyceétes

2.3.4.1- Définition et caractéristiques

D’un point de vue étymologique, le mot Actinomycete provient des mots grecs «
Aktis » qui veut dire rayon et « mykes » qui signifie champignon. Les actinomycetes
ont été considérés comme étant un groupe intermédiaire entre bactéries et
champignons du fait qu’ils possédent une structure procaryote, mais que leur cycle

biologique est semblable a celui de certains champignons (Waksman, 1959).

Les actinomycetes sont des bactéries hétérotrophes, possédant une coloration gram
positif, généralement filamenteux, sporulant (Larpent et Larpent Gourgaud, 1997),
aérobies mais certaines sont facultatifs ou obligatoirement anaérobies (Ouhdouch,
2003). La majorité des actinomycétes connus sont mésophiles, mais il existe des
individus capables de se multiplier a des températures avoisinant les 50°C, appelés les
« Thermoactinomyceses ». Leur ADN est riche en Guanine et en Cytosine (taux de
GC est supérieur a 55%). Parmi les actinomycetes, le genre Streptomyces est le plus
dominant, les non-Streptomyces sont appelés actinomycetes (Omura, 1992). Ce
groupe de bactéries ayant une croissance lente par rapport aux autres bactéries,
variables allant de quelques jours a quelques semaines, une croissance relative aux
espéces et aux conditions de culture (De Jage et al., 2009 ; Saurav et Kannabiran,
2010).
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Les actinomycetes sont des organismes ubiquitaires ; largement répondues dans les
sols de differente nature (humus, salissent,) (Barakate et al., 2002, Oskay et al., 2004),
dans les eaux douces et les sédiments de fonds fluviaux ou lacustres ou elles jouent un
réle important dans la décomposition des débris végétaux et donnent a I’eau son odeur

de terre et sa faveur (Lechevalier, 1981 ; Kang et al., 2010).
2.3.4.2-Taxonomie

La taxonomie des actinobactéries est basée sur un ensemble de caracteres
morphologiques, physiologiques, chimiotaxonomiques et génomiques (Goodfellow et
al., 2012). En 1997, Stackebrandt et al., proposerent une nouvelle classification
hiérarchique des Actinomycétes reposant uniquement sur 1’analyse des séquences de

I’ARNr 168 et des geénes codant pour I’ ARNr 16S.

Cette nouvelle classe définit un ensemble de souches présentant plus de 80% de
similitude dans la séquence de I’ARNr 16S ou de I’ADNr 16S. Cette proposition ne
change pas les descriptions courantes des especes et des genres a partir des
caractéristiques morphologiques, chimiotaxonomiques ou physiologiques. Elle a été
verifiée pendant ces 20 derniéres années, et il s'est avéré qu'elle est en accord avec le

regroupement phylogénétique basé sur I'ADNr/ARNr 16S.

Les actinobactéries sont classées dans le Domaine des Bacteria ou Eubacteria, le
Phylum des Actinobacteria, la Classe des Actinobacteria et la Sous-Classe des
Actinobacteridae (Euzéby, 2015). lls sont rattachés au phylum des actinobactéries
comprend maintenant cing classes, 21 ordres et de nombreuses familles (Tableau 4).
Les genres sont caractérisés par une diversité morphologique importante, allant du
simple cocci (ex: Micrococcus) a des formes mycéliennes qui peuvent étre

fragmentées ou non.
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Tableau 4 Classes, ordres et familles du phylum des Actinobactéries (Goodfellow et al.,

2012).

Classes

Ordres

Familles

Actinobacteria

Actinomycetales

Actinomycetaceae

Actinopolysporales

Actinopolysporaceae

Bifidobacteriales

Bifidobacteriaceae

Catenulisporales

Catenulisporaceae,Actinospicaceae

Corynebacteriales

Corynebacteriaceae,Dietziaceae,Mycobacteriaceae,

Nocardiaceae,Segniliparaceae, Tsukamerullaceae

Frankiales

Frankiaceae,Acidothermaceae,Cryptosporangiaceae,

Geodermatophilaceae,Nokamurellaceae

Glycomycetales

Glycomycetaceae

Jiangellales

Jiangellaceae

Kineosporales

Kineosporaceae

Micrococcales

Micrococcaceae,Beutenbergiaceae,Bogoriellaceae,
Brevibacteriaceae,Cellulomonadaceae,

Dermabacteriaceae,Dermacoccaceae,Dermatophilace

ae, Intrasporangiaceae,Jonesiaceae,Micobacteriaceae,

Promicomonosporaceae,Rarobacteriaceae,Ruaniaceae

Micromonosporales

Micromonosporaceae

Propionibacteriales

Propionibacteriaceae,Nocardidoidaceae

Pseudonocardiales

Pseudonocardiaceae

Streptomycetales

Streptomycetaceae

Streptosporangiales

Streptosporangiaceae,Nocardiopcaceae,

Thermomonosporaceae

Acidimicrobiia

Acidimicrobiales

Actinomicrobiaceae

Nitriliruptoria

Nitriliruptorales

Nitriliruptoraceae

Euzebyales

Euzebyaceae

Rubrobacteria

Rubrobacterales

Rubrobacteraceae

Thermophilia

Thermophilales

Thermophilaceae

Solirubrobacterales

Solirubrobacteraces,Conexibacteraceae,

Patulibacteracea
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2.3.4.3- Biologie de développement

Les actinomycetes se caractérisent par un cycle biologique semblable a celui de
certains Eucaryotes. Sur un milieu gélosé, la plupart des actinomycétes se
développent, en formant, une masse d’hyphes mycéliens répartis en deux couches
distinctes : le mycélium aérien et le mycélium du substrat (figure 15). Selon les cas,
des spores peuvent se former sur le mycélium aérien ou sur le mycélium du substrat

ou les deux a la fois, qui, permettant la propagation de la souche.

Le mycélium du substrat, ou encore, mycélium végétatif, se développe a partir du tube
de germination issu de la spore primaire a la surface et dans le milieu de culture
gélosé. Il est ancré dans le support solide ou il puise ses nutriments (Theilleux, 1993).
Le mycélium du substrat a une croissance apicale. Le diamétre et la longueur des

hyphes varient considérablement selon les espéces (Kalakoutskii et Agre, 1976).

Le mycélium aérien ou mycélium secondaire, est formé d’hyphes dressés sur le
mycélium du substrat (figure 15). Ces hyphes aériens sont en général pigmentés et
enfermés dans une enveloppe externe hydrophobe. lls sont plus épais et moins
ramifiés que les hyphes du substrat (Chater et Merrick, 1979).

En revanche, deux types de sporulation sont distingués chez les Actinomycetes : le
premier est réalisé par le processus de fragmentation et I’autre par le processus de
segmentation (Waksman, 1950 ; Ensign, 1978). La sporulation par fragmentation
commence depuis la partie apicale de I’hyphe aérien jusqu’a sa base alors que la
segmentation consiste en une simple dispersion du sporophore par contraction des
parois (Prescott et al., 2003). La plupart de ces spores (exospores) ne sont pas
particulierement résistantes a la chaleur, mais supportent bien la dessiccation, et ont,

de ce fait, une importante faculté adaptative (Prescott et al., 2007).

Les spores issues de la fragmentation sont produites uniquement par le mycélium
aérien, alors que le myceélium végétatif donne naissance a des chlamydospores ou
arthrospores (Prescott et al., 2003). En revanche, en milieu liquide, les cellules se
développent uniquement sous forme de mycélium végétatif (Hodgson, 1992). Les

colonies formées par les actinomycetes sur milieu solide sont trés particuliéres.
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Elles résultent de 1’accumulation des hyphes ramifiés et non pas de cellules comme le
cas des bactéries non filamenteuses. L’aspect des colonies peut étre compact, sec,
lisse, rugueux a contours lisse ou échancrés. Elles sont souvent pigmentées (blanc,

créme, jaune, violet, rose, gris) (Perry et al., 2004) (figure 15).

RN,
VAl

Figure 15 Cycle de développement de Streptomyces sur milieu solide. (Hopwood
et al.,1985, Jakimowicz, 2007).

2.3.4.4- Production des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont définis comme des composés de faible poids
moléculaire, non essentiels a la croissance du microorganisme producteur (Demain,
1995). En effet, I’'une des propriétés les plus significatives des actinomycetes est leur
aptitude a synthétiser de nombreux métabolites secondaires bioactives, qui sont dotés
d’une diversité structurale trés vaste dont la plupart d’entre eux sont doués d’un

potentiel d’activité biologique important (Higashide, 1984 ; Vining, 1992).

Plusieurs études ont été réalisées sur les actinomycétes du sol et plus précisément sur
le genre Streptomyces ont montré un pouvoir protecteur intéressant vis-a-vis d’agents
pathogenes fongiques telluriques (Bolton, 1978 et Broadbent et al., 1971 ; Filnow et
Lockwood ; Hussain et al., Zitouni et al., 2005).
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Ce genre est beaucoup plus present dans la production par fermentation des composes
pharmaceutiques actifs tels les antifongiques, les antibactériens (tableau 5), les

antiviraux, les anticancéreux.

L'activité antagoniste de Streptomyces vis-a-vis des pathogenes fongiques est
généralement liée a la production de composés antifongiques extracellulaires et des
enzymes hydrolytiques (Prapagdee et al.,2008), d’autres genres appartenant aux
actinomycetes sont également des producteurs de molécules possédant des activités
antifongiques (Trujillo,1997). Les ramicidines sont par exemple des antifongiques
produits par une souche d’Actinomadurabibisca (Tomita et al, 1990).

A ces antifongiques s’ajoutent d’autres métabolites a grande potentialité industrielle
entre autres, les enzymes hydrolytiques y compris des nucléases, des lipases et des
enzymes hydrolysant les polysaccharides, les nucléotides et certaines vitamines. En
revanche, les actinomycétes sont absents dans trois secteurs : la production d’acides
organiques, de polysaccharides et d’alcaloides (Conn,2005).

Tableau 5 Quelques exemples de métabolites secondaires produits par les actinomycetes

Actinomyceétes productenrs Antibiotiques Références

1/Les agents antibactériens :

Micromonospora sp Clostomycine Takahashi et al, 2003
Streptomyces griseus Candicidine Tmenez et al, 2009
Streptomyces lydicus Streptolydigine Liuet al, 2007
Streptomyces lindenis Rétamycine Inoue et al,, 2007
Marinispora sp. Marinomycine Sturdikova et Sturdik, 2009
Verrucosispora sp. Abyssomycine Sturdikova et Sturdik, 2009

2/ Les agents antifongiques :

Streptomyces griseachromogenes Blasticidine Fukunagak et al., 2008
Streptomyces humidus Phenylacétate Hwang et al, 2001
Necardia transvalensis Transvalencine Mukai et al, 2006
Streptomyces nodosus Amphotéricie B Carle et al, 2003
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2.3.4.5- L’interaction plante-actinomycetes

En lutte biologique I’efficacité d’une souche donnée est basée sur son potentiel a
coloniser efficacement le systeme racinaire et la couche environnante du sol
(rhizosphere). Cela signifie qu’elle doit étre dominante par rapport aux autres
populations microbiennes et qu’elle persiste sous les faibles ressources nutritionnelles
disponibles dans le micro environnement (Van Den Broek et al., 2003 ; Bloemberg et
al., 2001).

En effet, les actinomycetes sont des bactéries saprophytes capables de dégrader la
matic¢re organique dans le sol et d’utiliser des molécules plus complexes pour leur
croissance (Lechevalier et Lechavalier, 1970). Ceci leur permet de s’adapter et de
coloniser différents milieux rhizosphériques. Cette caractéristique est essentielle dans
la lutte biologique. Ainsi, les actinomycetes peuvent agir par différents mécanismes
d’antagonisme, comme 1’antibiose, la compétition nutritionnelle ou spatiale ou encore
le parasitisme (Errakhi, 2008). Ils ont la capacité de parasiter de champignons en
produisant des enzymes qui leur permettent de dégrader la paroi des cellules

fongiques (Mahadevan et Crawford, 1997).

Le parasitisme des mycéliums de champignons par les Actinomycétes a été décrit
dans plusieurs travaux (El-Tarabily et Sivasithampar, 2006 ; Errakhi et al.,2007 ; Jain
et Jain, 2007).

En revanche, certainesespéces des actinomyceétes sont symbiotiques des plantes
supérieures. Ces bactéries endophytes forment des associations appelées actinorhizes
permettant la fixation d’azote. Le genre Frankia établit une association symbiotique
avec plusieurs phanérogames. L’exemple le plus connu est 1’aulne (Alnus) ou ces
Actinomycetes forment au niveau des racines, des nodules ou 1’azote gazeux est fixé

grace a une nitrogénase (Baker, 1988).
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3-Matériel et méthodes

3.1-Provenance et origine des souches fongiques

Les champignons qui ont servi comme agents phytopathogenes dans cette étude sont :
Fusarium culmurom (Fusl); a été fourni aimablement par Dr. Sebihi, (2015) ;
Fusarium sp. a été isolé a partir d’une culture de blé dur lors du stade de deux feuilles
présentant des symptdémes de la fusariose, réalisée au laboratoire de Mycologie, de
Biotechnologie et de 1’Activité Microbienne (LaMyBAM).

3.1.1- Réalisation de la culture du blé

Les graines de blé dur ont été désinfectées dans une solution d’hypochlorite de
sodium a 5% ou elles y ont été immergées pendant 3 minutes afin d’éliminer toute
trace de contamination superficielle préexistée, ensuite, rincées 6 fois avec de 1’eau

distillée stérile.

Les graines désinfectées ont été transférées dans des boites de Pétri contenant de
papier wattman (N°4) imbibé avec 2 ml de I’eau distillée stérile a raison de six graines
par boite, ensuite, les boites ont été incubées a 30°C pendant 3 jours. Les graines

germées ont été transférées dans des pots qui contiennent du sol non stérile.
3.1.2- Isolement du pathogéne

L’isolement a été effectué a partir des racines contaminées. Un ringage des racines
avec de l’eau distillée stérile a été appliqué suivi d’une désinfection avec de
I’hypochlorite de sodium (Eau de javel) de maniére a éliminer la contamination
superficielle, aprés un autre ringage a 1’eau distillée stérile, les racines ont été coupées
en fragments de 1 a 2 cm puis déposées dans de boites de Pétri renfermant le milieu
PDA araison de 2 a 3 fragments par boite. Les boites ont été, ensuite, incubées a une

température de 28°C pendant une semaine (Samahi,2008).

L’isolat purifié, a été ensemencé dans des tubes contenant le milieu PDA incline
(Aannexe 1), apres développement de 48h, les tubes ont été stockés a 4°C (Botton et
al ., 1990 ; Davet et Rouxel, 1997).
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3.1.3-ldentification de I’ isolat

L’identification se base sur les caractéres macroscopiques et microscopigues.

3.1.3.1- Etude Macroscopique
Cette étude se fait a ’ceil nu, en observant les caractéres suivants : la vitesse de

croissance, la couleur et I’aspect de la colonie fongique.
3.1.3.2- Etude Microscopique

L’indentification microscopique fait appel aux caractéres morphologiques des hyphes
et des structures de reproduction.

* Les hyphes : présence ou non de cloisons, diametre approximatif, structures
particuliéres ;

« Structure et disposition des spores : couleur, forme, cloisons et taille.

L’observation a été réalisée selon la technique de drapeau, qui consiste a prélever un
peu de culture avec du ruban adhésif et le déposer sur une lame contenant une goutte

de bleu coton. Aprées 5 minutes, 1’observation a été réalisée a 1’objectif 40.

3.2- Isolement d’antagonistes bactériens

Les isolats utilisés dans notre travail ont été isolés a partir d’un sol semi-aride
environnant de la sebkha d’Ezzemoul localisée dans la région d’Ain M’Lila (Wilaya
d’Oum EIl Bouaghi) et vise préférentiellement des actinomycétes. Le sol a été prélevé

a partir du la Rhizosphere de plante prés du chotte (figure 16).

Aprés avoir écarté le sol superficiel avec une spatule stérile,une profondeur de 15 a 20
centimetres a été atteinte (Pochon et Taradieux, 1962). Environ 200 grammes du sol

ont été prélevés et mis dans des sachets stériles et transportés au laboratoire.
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Figure 16 Site d’échantillonnage (Sebkha Ain M’Lila)

3.2.1- Suspension et dilutions

Un gramme du sol a été introduit dans 9 ml d’eau physiologique stérile (NaCl 9 %o),
puis agité rigoureusement au vortex pendant 4 a5 minutes. Cette suspension a éeté
considérée comme étant une solution mére. A partir de la solution mére, une série de

dilutions décimales a été réalisée jusqu'a 107°.

Des volumes de 100 pl (0.1ml) de chaque dilution ont été déposés et étalés sur la
surface des boites de Pétri contenant les différents milieux de culture GN et GLM

(Annexel), ensuite les boites ont été incubées pendant 7 jours a 30 °C.

3.2.2-Purification et consevation des isolats

Aprés incubation pendant7 jours, les colonies présentant des aspects macroscopiques
et microscopiques typiques aux actinomycetes ont été repiquées sur des boites de Pétri
contenant les mémes milieux d’isolement selon la méthode des stries, ensuite,

incubées pendant une semaine a 30 °C.

Les isolats ont été conservés a basse température en utilisant un cryoprotecteur. Pour
ce faire, les colonies bactériennes jeunes ont éte mises dans des tubes Ependorff

contenant une solution a 20% de glycérol et ils ont été, ensuite, congelés a -20°C.
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3.3.3 - Recherche et sélection des isolats producteurs de substances anti -

Fusarium (F. culmurom et Fusarium Sp.)

Ce test a pour objectif de sélectionner le ou les isolats d’actinomycetes possédant une

activité biologique sur la croissance du Fusarium utilisé.

Cette technique consiste a placer des pastilles de 0.6 cm de diametre prélevées a partir
d’un clone de Fusarium « Fusarium culmurom Fusl et Fusarium sp », ensuite les
déposées a I’extrémité des boites de pétri contenant le milieu PDA, sur I’autre
extrémité un disque bactérien d’actinomycéte a été déposeé (figure 16) et comme
témoin, on met chaque souche de Fusarium dans une boite de Pétri contenant le

méme milieu(figure 17) (Benhamoue ou Chet ,1996).

Actinomycéte en disque

Fusarium culmurom ou
Fusarium sp.

Milieu PDA

Figurel7 Confrontation equidistance Fusarium culmurom ou Fusarium Sp .et
Actinomycétes par contact direct
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Fusarium culmurom ou
Fusarium sp.

Milieu PDA

Figure 18 Boite témoin (Fusarium sans antagoniste)

3.3.3.1- Evaluation de I'inhibition exercée par les antagonistes

L’évaluation de I’inhibition exercée par les antagonistes est estimée par le calcul
dupourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne du pathogéne (Hmouni et al .,
1996).

Selon la formule suivante :

DN-DO
DO

I (%) = x 100

I (%) : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de champignon
phytopathogéne par le germe antagoniste,

Dy (mm) : Mesure de la croissance mycélienne normale représentant le rayon opposé
a la colonie du germe teste,

Do(mm) : Mesure de la croissance mycelienne de champignon phytopathogéne

Influencée.
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3.4- Etude des caractéristiques des souches bactériennes a activite
antifongique
3.4.1- Caractérisation morphologique et physiologique des souches actives

3.4.1.1-Aspect macroscopique

Des observations quotidiennes ont été effectuées apres une semaine d’incubation, afin
de déterminer I’aspect des colonies. Les caractéres macroscopiques observés ont été :
la couleur, la taille et la forme des colonies. Les actinomycétes ont été reconnus par
leurs aspects filamenteux caractéristiques. Ces observations ont été facilitées par

I’emploi d’un microscope optique au grossissement 40 X (Williams et Cross, 1971).
3.4.1.2- Aspect microscopique
» Observation a I’état frais

Elle permet I'observation des bactéries vivantes et la détermination de leur
morphologie. La méthode consiste a déposer une petite goutte d’eau distillée stérile
sur une lame, puis on préléve une fraction de colonies sur gélose, de préférence aux
bords de celle-ci, en faisant une suspension homogéne dans la goutte d’eau en
incorporant progressivement 1’inoculum et en remuant trés délicatement (afin de ne
pas casser le mycélium) ; ensuite, la lame a été recouverte d’une lamelle en évitant
d’enfermer des bulles d’air et en évitant que le liquide déborde. L’observation a été

faite a différents grossissements (10X puis 40X).
» Coloration de Gram

Un frottis a été prélevé a partir d’une colonie de 24h, fixé a la chaleur, puis recouvert
par le violet de Gentiane pendant Imin, ensuite I’élimination de ce colorant a été
effectuée par 1’ajout de lugol pendant 1 min., le frottis a été décoloré par de 1’éthanol
(environ 20 secondes ). Enfin, une contre-coloration a été réalisee avec de la
Fuschine (Madigan et Martinko, 2007).

L’observation des lames a ét¢ faite aux différents grossissements. La couleur violette
due au violet de Gentiane est 1’aspect caractéristique des bactéries a coloration Gram

positive, les bacteries Gram négatif se colorent en rose par la fushine.
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» Technique de culture sur lamelle

La culture sur lamelle permet une observation de la partie aérienne du mycélium en
conservant sa structure et sa morphologie. Pour ce faire, une lamelle stérile a été
introduite délicatement dans le milieu gelosé ISP2 de telle sorte qu’elle forme un
angle de 45° (figurel6). Une goutte de I’inoculum a été déposée contre la lamelle en
contact avec le milieu de culture. Apres 5 jours d’incubation, les lamelles ont été
retirées délicatement pour éviter 1’altération de mycélium, puis placées sur des lames

et observées au microscope optique au grossissement 40 X (Williams et Cross, 1971).

Figurel9 Technique de culture sur lamelle

3.4.2 -Caractérisation biochimique des souches actives
3.4.2.1 Détermination des pigments mélanoides

Les pigments mélanoides sont des pigments bruns diffusibles. La mise en évidence de
ces pigments pour les souches d’actinomycetes a été réalisée en ensemencement les
isolats sur milieu gélosé ISP7.Une boite non ensemencée sert de témoin.
L'observation de la couleur brune noire caractéristique des pigments mélanoides se

fait au 2éme jour et au 4¢éme jour d’incubation des boites a 30 °C.
3.4.2.2- Utilisation de différents substrats carbonés

Le milieu de base utilisé est I'ISP9. Ce milieu est préconisé par Goodfellow (1971).
Les glucides ont été ajoutés au milieu de culture a raison de 1 %. Les différentes
sources de carbone testées les suivantes : Arabinose, Inositol, Fructose, Maltose,

Xylose, Galactose, Glucose, Lactose.
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Aprés ensemencement et incubation a 30°C la croissance a été estimée sur les boites
par comparaison de la croissance des actinomycétes en présence des glucides ou en
leur absence (milieux ISP9 sans source de carbone sert comme témoin negatif et le

milieu contenant du glucose sert de témoin positif).
3.4.2.3-Recherche de ’activité amylasique

Ce test a €été réalisé sur milieu gélose nutritive contenant 1% d’amidon soluble selon
la méthode de Gordon et Smith (1953). Aprés 7 jours d’incubation a 30 °C, la gélose a
été recouverte d’une solution de lugol. L’hydrolyse a été mise en évidence par
I’absence de coloration autour des colonies. A l’inverse, les zones contenant de

I’amidon se colorent en brun.
3.4.2.4- Utilisation du citrate comme seule source de carbone

Ce milieu permet de mettre en évidence I'utilisation du citrate comme seule source de
carbone et d'énergie. Ce caractére est intéressant pour différencier les bactéries. La
pente du milieu de citrate de Simmons (Annexe2)a été ensemencee par les souches
d’actinomycétes en stries longitudinales a 1’aide d’une anse de platine.L’incubation
s’effectue a 30°C. L’observation de la croissance se fait quotidiennement durant une

semaine (Camille, 2007).
3.4.2.5- Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme qui dégrade le peroxyde d’hydrogene (H,0,) en eau et en

oxygene. Ce produit est toxique parrapport aux bactéries aérobies.

2H,0) w— 2H,0 +1/20,

Pour ce faire, une goutte d’H,0, a été déposée sur une lame, puis un fragment de
colonie a été mis en contact. Le dégagement gazeux indique la production

d’0,provenant de la dégradation d’H,0,, ce qui révéle que la souche est catalase +.
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3.4.2.6 - Recherche de la gélatinase

La gélatinase ou collagénase est une enzyme qui hydrolyse la gélatine (collagéne) en
acides amineés et peptides. La recherche de la gelatinase peut se faire par différentes

techniques dont la suivante a été empruntée dans cette étude pour arriver a 1’objectif.

Les souches ont été ensemencées dans des tubes contenant de la gélatine nutritive
(Annexe2) puis incubées a 28°C pendant 7jours. Les tubes ont étéensuite placés
pendant une heure au réfrigérateur. Si la gélatine devient solide cela implique qu’elle
n’a pas ¢été¢ attaquée par les bactéries, si elle reste liquide, cela implique qu’une
enzyme extracellulaire en 1’occurrence, la gélatinase 1’a hydrolysé (Larpent et

Larpent-Ghourgoud, 1985).

3.4.2.7- Hydrolyse de la caséine

Les souches ont été ensemencées dans des tubes contenant le milieu protéase(Annexe
2) par piqure centrale.L’apparition de toute zone claire le long du tube aprés 7 jours

d’incubation a 28° C, témoigne de I’hydrolyse de la caséine.
3.4.2.8- Coagulation ou peptonisation du lait écrémé

Ce test a été réalisé selon la méthode de Williams et Cross (1971). En utilisant des
tubes a 10% de lait écrémé en poudre, dilué dans de I’eau distillée stériles. Ces tubes
ont été ensemences et incubés a 28°C. Des observations réguliéres, pendant 7 jours

permettant de noter la coagulation ou peptonisation du lait provoquée par les souches.
3.4.2.9-Détermination du type respiratoire

Elle a été réalisée selon le protocole de Guiraud (1998). La gélose viande foie (VF)
répartie en tubes profonds,les tubes ont été ensemencés a 1’aide d’une anse de platine
qui traverse la gélose jusqu’au fond du tube, puis remontée, de facon a ensemencer

uniformément le milieu. Les cultures ont été incubées a 35°C pendant 7 jours .
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4- Résultats

Le présent travail porte sur I’isolement et la sélection des isolats bactériens possédant
une activité antifongique, afin de les utiliser comme agents de lutte biologique vis-a-
vis des champignons du genre Fusarium, agents causaux de la maladie de fusariose de
pied du blé. Les échantillons utilisés pour cet objectif ont été prélevés du sol
environnant du lac salé d’Ain Mlila.

Au surplus, la coincidence nous a permis d’isoler une souche fongique
phytopathogéne du genre Fusarium, a partir d’une culture du blé infectee, réalisée au

niveau de laboratoire.

4.1- Identification morphologique de I’isolat fongique phytopathogéne

Les caractéres macroscopiques et microscopiques de 1’isolat fongique sont étudiés sur
milieu PDA, le plus communément utilisé a cet effet (Botton, 1990). Quant a 1’étude
microscopique, elle porte sur ’observation des structures caractéristiques d’isolat
(conidiophores, conidies, mycelium, etc.). Ces examens ont permis d’identifier 1’isolat

sélectionné selon les caractéres morphologiques établis par Nelson et al., (1983).

Sur milieu PDA, T’isolat est caractérisé par une croissance rapide. Le mycélium aérien
(recto) est abondant, ras, poudreux de pigmentation blanchatre homogene. Le
mycélium de substrat (verso) est incolore (figure 20)

Figure 20 Aspect macroscopique de I’isolat fongique
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Sous microscope, les macro conidies sont fusiformes, allongées, légérement
incurvées, peu pointues aux extremités. Les chlamydospores sont terminales et les
micro conidies sont absentes (figure 21).

Ces caracteres morphologiques correspondent a celles d’une espece du genre

Fusarium.

Figure 21 L’isolat fongique sous microscope (G x 40).

4.2-1solement des souches bactériennes et recherche de ’activité antifongique des
isolats bactériens obtenus

Quarante-quatre isolats bactériens sont isolés a partir de 1’échantillon du sol collecté.
Le test de confrontation directe (antagoniste-pathogéne) appliqué sur les isolats
bactériens, vis-a-vis des deux moisissures phythopathogénes, Fusarium sp. et
F.culmorum a révélé que huit (08) isolats ont été sélectionnés pour leur faculté a
inhiber la croissance de champignon F.culmorum. En plus, parmi ces isolats
sélectionnés, sept (07) ont montré la méme faculté a I’égard de la moisissure
Fusarium sp. Les résultats globaux relatifs a cette rubrique sont récapitulés dans le
tableau 6, et les figures 22 et 23.
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Figure 22 Inhibition in vitro de la croissance des moisissures phytopathogénes par les isolats
bactériens : (a) Fusarium culmorum ; (b) Fusarium sp.

Tableau 6 Pourcentage d’inhibition des isolats bactériens sélectionnés vis-a-vis de
Fusarium sp. et F. culmorum.

Codes isolats bactériens I (%) Fusarium sp

I (%) F. culmurom

Bs 32.5 62.5
Cy 62.5 43.75
Cs 62.5 31.25
Gy 40 0

A 25 31.25
Aiz 50 62.5
Ais 31.25 31.25
A7 40 50
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Figure 23 Potentiel d’activité antifongique pour les isolats bactériens sélectionnés.

4.3-Etude des caractéristiques des souches bactériennes a activité antifongique

4.3.1-Caractérisation morphologique et physiologique des souches actives

L’étude macroscopique des isolats sélectionnés a montré qu’ils forment des colonies a
caracteres culturaux partiellement différents (figure 24). En effet, les colonies
ensemencées sur milieu GLM, apparaissent au bout de deux jours d’incubation a
30°C, leurs caractéristiques morphologiques suggérent qu’il s’agit de souches
actinomycétales. 07 isolats étudiés forment des colonies caractérisées par un aspect
crémeux, rondes a contours réguliers, opaques, de couleur blanche, incrustées dans le

milieu de culture.

La souche A;7 est a contours irréguliers, filamenteuse avec un aspect pateux, elle est
profondément incrustée dans le milieu de culture. Les caracteres culturaux des

souches sélectionnées sont rassemblés dans le tableau 7.

50



Résultats

Figure 24 Aspect macroscopique des isolats bactériens sélectionnés sur milieu GLM.

Tableau 7 Caractéres culturaux des isolats bactériens sélectionnés

Isolats Croissance Mycélium Mycélium Pigments
aérien substrat diffusibles

B3 e+t Blanc Blanc —

C1 e+t Blanc Blanc —

c& ++++ Blanc Blanc —

Gl ++++ Blanc Blanc —
All e+t Blanc Incolore —
Al3 ++++ Blanc Blanc —
Al4 +++ Blanc Blanc —
Al7 ++++ Blanc Incolore

(++++) : Croissance abondante
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Encore, I’observation a 1’état frais, la coloration de Gram et la technique des
lamelles ont permis de développer une idée sur la morphologie des cellules
bactériennes, leur mobilité, la composition de leur paroi, le mycélium de substrat et le
mycélium aérien. En fait, toutes les souches sont Gram positif et immobiles (colonies

sous forme pellet, filaments, etc.).

Quant a I’observation microscopique des lamelles contenant les souches A13, A17, le
myceélium de substrat est de nature fragmentée, alors que le mycélium aérien chez la
souche C; est formé d’hyphes dressés, portants des chaines de spores de forme

arrondie (figure 25).

Les caractéres morphologiques de quelques isolats observés sous microscope optique

(grossissement x40) sont présentés par les figures 25 et 26.

Figure 25 Observation des isolats bactériens a I’état frais et avec coloration au microscope
(40 X) : () : isolat Cs; (b) : isolat As7.

Figure 26 Mycélium des isolats ; (a) : Ass (b) : G; (40X).
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A propos de la production des pigments, parmi les huit isolats retenus, seul 1’isolat
C,a produit des pigments mélanoides, les autres souches n’ont aucune faculté par

rapport a la production des pigments (figure 27).

Figure 27 Production des pigments mélanoides par I’isolat Cj.

4.3.2- Caractérisation enzymatique des souches actives

Les résultats des tests enzymatiques d’assimilation des sources de carbone et d’azote
sont montinnés dans les tableaux 8 et 9.En effet, les isolats testés montrent un
métabolisme protéique et glucidique important car ils hydrolysent: les sources
carbonées, la caséine, coagulent le lait écrémé et possédent de la gélatinase (figure
28). Cependant, certains sont dépourvus par rapport a I’un ou a 1’autre de ces activités
(A3, A14 et B3). En note que ces isolats possédent de la catalase et se développant sur
milieu VF, qui signifie qu’ils sont soit aérobies ou aéro anaérobie facultatifs (figure
28). Au contraire, ces isolats sont dépourvus d’enzymes de peptonisation du lait et ils

sont incapables d’utiliser le citrate de sSimmons comme source de carbone
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Figue 28 Tests enzymatiques, (a) : test gélatinase ; (b) : test caseinase ; (c) : test catalase.

Tableau 8 Tests enzymatiques d’utilisation des sources de carbone par les souches
antagonistes actives

Souche | ISP | Gluc | Lac Galac Ino- Xyl- | Malt | Fruct | Amid  Citrate de

9 sitole ose on simmons

B3 = + + + + _ + + + _

C1 _ + + + + + + + + _

C3 _ + + + + + + + + _

G1 _ + + + + + + _ + _
All _ + + + + + + + + _
Al3 _ + _ + + _ + + + _
Ald _ + + + + + + + + .
Al7 + + + + + + + +
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Tableau 9 Tests enzymatiques d’utilisation des sources proteiques par les isolats
bactériens sélectionnés.

Isolats Caséinase Gélatinase = Coagulation Peptonisation

bactériens du lait du lait
B3 + + + _
C1 + + + _
C3 + + + B
Gl + + + _
11 + + + _
13 + + + B
14 _ + i —
17 + + +

Au terme de ces résultats, une identification finale des isolats bactériens n’a pas été
obtenue. Cependant et considérant la pluparts des tests, il probable que 1’ensemble des
isolats appartiennent au genre Streptomyces.
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5-Discussion

La culture du blé dur en Algérie est actuellement menacée. Le colt de production du
quintal de blé dur reste élevé. C’est dans ce contexte que des organismes comme
I’ITGC et I’'INRA, associés a 'université fréere Mentouri a Constantine, viennent de
mettre en place le réseau scientifique et technique pour la modernisation de la filiere
blé dur.

Dans ce cadre, la lutte biologique contre les parasites de blé dur annonce une
approche alternative dans I’itinéraire technique de protection des cultures du blé dur

en Algérie.

La lutte biologique contre la maladie de fusariose du pied du blé, implique la
recherche des microorganismes possédant un potentiel antagoniste vis-a-vis des
champignons phytopathogénes causant la maladie. Parmi ces microorganismes
antagonistes, les Actinomycetes sont les plus connus et classés parmi les plus actifs
(Antoun et al. 1980, Crawford et al. 1993). Les espéces du genre Streptomyces,
retrouvées dans la rhizosphére des plantes cultivées (Suzuki et al., 2000), sont
connues pour leur capacité a inhiber la croissance de nombreuses especes de

champignons phytopathogénes (Kavitha et al., 2010).

En effet, les souches d’actinomyceétes étudiées dans le présent travail, sont isolées du
sol environnant du lac sal¢ d’Ain M’lila. Ce site est choisi par rapport a sa
particularité écologique. A titre de précision, I’interprétation des valeurs de la
conductivité électrique (CE), a permis de révéler que le sol environnant du lac salé
englobe 8. 93 mS/ cm, ce qui prouve qu’il est extrémement salé. Selon Auberts,
(1960) les sols sont classés comme sols salés des que leur conductivité électrique
dépasse les 4 mS/cm. Alors que Willams et Cross, (1971) ont préconisé I’exploitation
des écosystéemes ou, un ou plusieurs des facteurs environnementaux sont extrémes
pour favoriser la détection d’actinomyetales pouvant éventuellement, avoir un

potentiel d’activité antibactérien et /ou antifongique important.

Sur le volet microbiologique, I’examen de 1’échantillon collect¢é a abouti a
I’isolement de quarante-quatre isolats bactériens, dont, au moins, dix-sept isolats
représentent des bactéries de groupe actinomycétes, en se basant sur leur aspect

filamenteux spécifiques (Larpent et Larpent Gourgaud, 1997). Effectivement, la
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présence des actinomycetes dans les lacs salés et en particulier, dans ce site de du
Ain-Mlila a été auparavant citée par quelques auteurs (Kitouni, 2005 ; Boughachiche
et al., 2011 et Djaballah, 2009).

La recherche d’activité antifongique a été recherchée chez les quarante-quatre
souches obtenues précédemment. La technique utilisée pour la mise en évidence des
propriétés antagonistes est la confrontation de I’agent phytopathogéne (Fusarium sp.
ou F. culmorum) avec une souche d’actinomycétes dans une méme boite de Pétri. Le
milieu PDA utilisé dans le présent test est capable de pourvoir une source de carbone
nécessaire pour la croissance des actinomycétes ,plus, la présence d’un agent
phytopathogéne a stimulé la production des substances bioactives telles que les

antifongiques (in Kialozafy).

A titre de rappel, ce test a permis de sélectionner huit souches qui ont une activité
inhibitrice contre le champignon F.culmorum, et sept souches possédant la méme
faculté contre le champignon Fusarium sp, sachant que le taux d’inhibition de
chacun des isolats sur I’un ou I’autre des deux champignons était variable, exempté
de la souche Ay, avec laquelle les deux champignons testées ont la méme réponse.
Effectivement, le taux d’inhibition se varie de 25% a 62.5 % et de 31.25 % a 62.5%

respectivement, sur F. culmorum et Fusarium sp.

En 1993, Crawford et al., ont montré que les actinomycetes sont des antagonistes
puissants des champignons phytopathogénes en utilisant ’exsudat des racines des
plantes pour leur croissance et la synthése de substances antifongiques . Nos résultats
ont aussi montré que les actinomycetes sont des puissants antagonistes des
champignons du genre Fusarium avec un pourcentage d’inhibition in vitro des
souches C; ,C3 Bs et Ajs est égal a 62.5%. Aussi, ces résultats corroborent avec ceux
obtenus par Kamara et Gangwar (2015) qu’ont aussi montrés que les actinomyceétes
isolés a partir d’une plante médicinale ont un pouvoir antifongique trés élevé contre
Fusarium avec un taux d’inhibition variant de 20% a 70%. Ceci révéle I’'importance

de certaines souches sélectionnées dans ce travail.

Par ailleurs, la variation de taux d’inhibition des champignons test a 1’égard de

’action des souches antagonistes pourrait étre liée a la composition des métabolites
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secondaires secretés qui varie selon la souche productrice, comme elle pourrait étre
liee aux conditions de production des métabolites antifongiques.

En fait, cette capacité des Actinomycetes a inhiber la croissance des champignons
phytopathogenes est d’habitude liée a la production de substances antifongiques
(Fguira et al., 2005 ; Atta, 2009) et/ou a la production d’enzymes extracellulaires
hydrolytiques (Mukherjee and Sen, 2006; Prapagdee et al., 2008), elle pourrait étre
influencée par certains facteurs physiques (Allaire, 2005), dont les plus importants
sont la présence de source de carbone et d’azote dans le milieu de culture, mais aussi
les divers facteurs environnementaux a savoir le pH, la température, ou encore la
période d’incubation. Il devient alors nécessaire d’optimiser au maximum les
conditions de culture pour avoir une production élevee en métabolites secondaires
(Himabindou et Jetty, 2006).

Quant a la température optimale d’incubation, celle-Ci varie en fonction des souches
concernées car chagque espece présente une température idéale pour sa croissance et sa
physiologie (Shuler et Kargi, 1992). La température optimale de croissance de la
majorité des actinomyceétes se situe entre 25 et 30°C, du fait, ce sont des
microorganismes mésophiles. Une incubation au-dela des 30°C entrainera ainsi une
diminution de la production de métabolites secondaires donc une baisse notable de

I’activité antifongique (Sujatha et al., 2005).

En complément, nos résultats n’ont pas élucidés les mécanismes par lesquels ces
isolats ont inhibé le développement des champignons phytopathogenes. En effet, les
mécanismes utilisés par ce groupe de microorganisme sont tres diversifiés et plusieurs
scientifiques ne cessent de faire la recherche sur ce domaine. Poomthongdee et al.,
(2014) ont mis en évidence que certaines souches peuvent produire des sidérophores
pour entrer en compétition avec les phytopathogenes. D’autres auteurs ont pu montrer
que parmi les mécanismes qui peuvent étre utilisés par les actinomycetes, leur grande
capacité a produire des variétés d’antibiotiques semble étre le plus efficace (Sharma et
Parihar, 2010).

En revanche, il a été clairement démontré par nos résultats que la cohabitation entre
les isolats inhibiteurs et les champignons phytopathogénes ne sera pas possible. Cette
situation pourrait étre exploitée pour des futures luttes contre ces agents

phytopathogénes (Sharma et Parihar, 2010).
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Par ailleurs, pour caractériser les souches d’actinomycétes sélectionnées, trois
caractéristiques sont largement utilisés : caractéristiques morphologiques,
caractéristiques microscopique et macroscopique. Les caractéres morphologiques sont
considérés comme des caracteres stables selon Shirling et Gottlieb (1976). Leur étude
est donc, essentielle dans I’identification des souches d’actinomycétes. Pour toutes les
souches, les colonies commencent a apparaitre aprés 24 heures d’incubation. Ceci est

une caractéristique des Actinomyceétes a croissance rapide.

En effet, des études ont montré que les colonies de Streptomyces coelicolor
développent des hyphes aériens en 24 heures (Nodwel et Losick, 1998). Ces souches a
croissance rapide peuvent donc étre rapprochées du genre Streptomyces. Ainsi,
I’observation microscopique apres coloration de gram, a révélé que toutes les souches
étudiées sont a coloration gram positif, ce qui correspond a une caractéristique

commune des actinomycetes.

En outre, parmi les huit souches étudiées, une seule souche produit des pigments
mélanoides. Les pigments produits par les souches d’Actinomycetes peuvent étre des
substances bioactives (Margalith, 1992). La production de mélanine (pigment brun
noir) est une clé de classification des Streptomyces (Shirling et Gottlieb, 1972), dont
la biosynthése de se fait par la voie de Raper- Mason. Cette voie est une série d’auto-
oxydation consistant a transformer la tyrosine, sous 1’action de la tyrosinase, en acide
5,6-dihydroxyindol qui est le produit final. Ce dernier, coloré en jaune, se condense

pour donner la mélanine caractérisée par une couleur noircit (Margalith, 1992).

Dans le présent cas, les informations apportées par cette étude ne sont pas suffisantes
pour I’identification au niveau de genre mais, ils ont permis d’attribuer ces souches

au groupe des actinomycétes et de les rapprocher du genre Streptomyces.

A propos, de I’étude des caractéristiques enzymatique, ces souches ont montré une
diversité meétabolique importante : I’hydrolyse des protéines, des glucides, etc.
d’autant plus, les informations obtenues pourrons étre exploitées, tout d’abord, dans
les recherches visant 1’étude des mécanismes d’action de ces souches sur les
champignons phytopathogénes, et en second lieu, en biotechnologie industrielle.

En effet, I’ensemble des enzymes microbiennes catalysant ces réactions biochimiques

jouent un role majeur dans les bioprocédés industriels, a guise d’exemple, les
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protéases (incluant les gélatinases) sont aujourd’hui trés importante notamment dans
I’industrie alimentaire et la fabrication des nouveaux détergents (Najafi et al. ;2005 ;
Thumar et Singh, 2007) ; les alpha-amylases ont une large application en industrie
alimentaire et la fabrication de papiers, de textiles, de détergents et dans I’industrie
pharmaceutique ( Aiyer,2005, De Souza et Magalhaes,2010).

Ces résultats ont permis, également, d’attribuer ces souches au groupe des

actinomycetes et de les rapprocher du genre Streptomyces.
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6- Conclusion et perspectives

Dans cette étude qui se focalise sur la recherche des microorganismes développant
une activité antifongique des champignons phytopathogene responsables du
fusariose de blé du blé. L exploitation des échantillons du sol en provenance du lac
salé de Ain Mlila a abouti a I’isolement de quarante-quatre isolats bactériens, dans le
but de sélectionner des souches qui pourront étre efficaces dans la gestion de la
maladie de pied fusarien du blé. Cette partie a permis de conclure que cet écosysteme

est riche en actinomycétes.

Les résultats d’évaluation du pouvoir antagonisme de chaque souche a montré que
certains actinomycetes isolés a partir d’échantillon cité précédemment présentent une
activité antifongique puissante vis-a-vis du Fusarium sp et F.culmorum . Cette

propriété pourrait étre exploitée dans le cadre de la lutte biologique.

L’étude d’un ensemble des caractéristiques morphologiques, physiologiques et
biochimiques des souches actives a permis d’apporter des informations sur des
propriétés biologiques des actinomycetes, en particulier, leur diversité métabolique

importante.

Aussi, ce travail a permis d’enrichir la collection du Laboratoire de Mycologie, de
Biotechnologie et de I’ Activité Microbienne (LaMyBAM) par des nouveaux agents
bactériens efficaces dans la lutte biologique et un isolat fongique phytopathogene du

genre Fusarium.

Bien que ces résultats soient préliminaires, ils permettent d’orienter les recherches

vers des nouvelles perspectives aussi bien dans 1’agriculture que dans la bio-industrie.

De ce fait, il est intéressant de se fixer des point de la recherche future, en compliment

de ce travail ce qui suit :

- Evaluer I’effet antagoniste in vitro des souches isolées sur d’autres agents
phytopathogénes

.- Déterminer la structure et le mécanisme d’action des substances antifongiques

produites au cours de la confrontation sur PDA.

- Tester invivo I’effet antagoniste sur des plantes de blé cultivées pour le cas des

souches fortement inhibitrices.

61



Conclusion et perspectives

- Identifier genétiquement les isolats d’Actinomycéte antagonistes et I’isolat
fongique phytopathogénes.
- Etudier la possibilité d’exploiter ces souches dans la production des enzymes

biocatalyseurs.

Faire des tests d’activité aussi bien sur d’autres microorganismes pathogénes que

des parasites de I’Homme et des animaux.
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Annexes

Annexe 1

Composition des milieux de cultures

Gélose nutritive

10g Peptone

5g Extrait de viande

5g Chlorure de sodium

159 Gélose

pH 7.2, autoclaver 20 minutes a 120°C (Guiraud, 1998)

Milieu PDA

Laver et couper en petits cubes 200g de pommes de terre non pelées. Les mettre dans
un litre d’cau distillée et porter a 1’ébullition pendant une heure. Ecraser, filtrer et
compléter un litre.

Composition du milieu finale :

1000ml Extrait de pomme de terre

20g Glucose

15g Agar

Stériliser 30 minutes a 110°C (Larpent, 1997)

Milieu GLM

39 Extrait de levure

3 g Extrait de malt
5g Peptone

10 g Glucose

Eau distillée 1000 ml
20 g Agar

pH=7,2
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Milieu ISP 2

4qg Extrait de levure
10 g Extrait de malt
4 g Glucose

1000 ml Eau distillée
20 g Agar

pH =73

Milieu ISP 7

15 g Glycérol

1 g L-Asparagine
0,5 g K2HPO4

0,5 g NaCl

0,01 g FeSO4 7TH20
1000 ml Eau distillée
20 g Agar

pH= 7,2-7,4
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Annexe 2
Milieu pour les tests enzymatiques

Milieu I1SP9
2.64g (NH4)2S04
2.38g KHPO4
5.659g K2HPO43H20
1g MGS0O42H20
Iml Solution saline
1000ml Eau distillée

pH=6,7-8

Milieu gélatine

10g Peptone

4qg Extrait de viande
2.5g Sodium de chlorure
120g Gélatine

pH=6.8 a7

Milieu Citrate de Simmons

1g Citrate de sodium

5g Chlorure de sodium

200mg Sulfate de magnésium

1g Dihydrogénophosphate d’ammonium

80mg Monohydrogénophosphate de potassiumlg Bleu de bromotyymol
Agar 139

Milieu Protéase (lait gélosé)

La préparation du milieu s’effectue de la maniere suivante :

Flacon 1 : 13.5 g d’agar sont ajoutés a 600ml d’eau distillée et sont bien mélangés.
Flacon 2 : 10.5 g de I’ait en poudre sont ajoutés a 350ml d’eau distillée et sont bien
mélangeés.

Les deux flacons sont portés pour autoclavage a 121°C pendant 15min.

Aprés autoclavage et refroidissement, le contenu des deux flacons est bien mélangé et
répartie en tube (Youcef Ali 2014)



Solution saline 2
0,64 g CuSO4 5H20
0,11 g FeSO4 7H20
0,79 g MnCI2 4H20
0,15 g ZnSO4 7H20
100ml Eau distillée
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Résumé

La pourriture racinaire, pourriture du pied, fusariose du pied, pourriture des racines seches, ou
encore pourriture commune sont des appellations décrivant la méme maladie. Cette maladie
qui affecte les cultures du blé se manifeste suite aux attaques des champignons
phytopathogénes du genre Fusarium, et représente une maladie répandue dans tous le
Maghreb et en Algérie. L’ importance des dégats est intimement liée au type de culture, a la

région et surtout aux conditions climatiques.

Dans le cadre de recherche des agents de lutte biologique de la maladie citée auparavant,
I’exploration du sol en provenance de lac salé de Ain Mlila a abouti a I’obtention de
quarante- quatre isolats bactériens, dont environ 18 % sont sélectionnés pour leur potentiel a
inhiber la croissance des deux champignons phythopatogéns, en 1’occurrence, Fusarium sp
et F. culmorum. Le taux d’inhibition par ces isolats bactériens sur la croissance des
champignons Fusarium sp et F. culmorum a varié respectivement, de 31.25 % a 62.5 et de
25% a 62.5 % selon I’isolat bactériens. Ceci révele 1I’importance de certaines souches
sélectionnées dans ce travail.

Ces résultats n’ont pas ¢lucidés les mécanismes d’antagonismes par lesquels ces isolats ont
inhibé le développement des champignons phytopathogénes, cependant, il a été clairement
démontré que la cohabitation entre les isolats inhibiteurs et les champignons phytopathogénes
n’est pas possible. Cette situation pourrait étre exploitée pour des futures luttes biologiques
contre ces agents phytopathogenes.

La caractérisation morphologique et 1’étude des caractéristiques enzymatiques de ces isolats
bactériens qu’ont montré une diversité métabolique importante, ont permis de les attribuer au

groupe des actinomycetes et de les rapprocher du genre Streptomyces.

Mots clés : Actinomycétes, Blé, Fusarium, Pied fusarien du blé, Pourriture racinaire, Lutte

biologique.



Summary

The rot root, Rot of the foot, fusariose of the foot, rot of the dry roots, or common rot are names
describing the same disease. This disease which affects the cultures of wheat expresses following
the attacks of the  phytopathogenes fungi of the Fusarium kind, and represents a disease
answered in all Maghreb and in Algeria. The importance of the damage is closely related on the
type of culture, the area and especially to the climatic conditions.

Within the framework of research about the agents of biological fight of the disease quoted before,
the exploration of the ground coming from salted lake of Ain Mlila is allowed to obtaining
forty-four  bacterial isolates, of which approximately 18 % are selected for their potential to
inhibit the growth of the two phythopatogenes fungi in fact, Fusariumspand F. culmorum. The
rate of inhibition by bacterial isolates on the growth of the fungus  Fusarium sp and F. culmorum
varied respectively, of 31.25 % to 62.5 % and 25% to 62.5 % according to the isolate bacterial.
This reveals the importance of certain stocks selected in this work.

These results did’t elucidate the mechanisms of antagonisms by which these isolates inhibited the
development of the phytopathogenes fungi, however, it was clearly shown that the cohabitation
between the inhibiting isolates and the phytopathogenes fungi is not possible. This situation
could be exploited for future biological fights against these phytopathogenes agents.

The morphological characterization and the study of the enzymatic characteristics of these
bacterial isolates that showed a significant metabolic diversity, made it possible  to allot them to
the group of the actinomycétes and to bring them closer the Streptomyces kind.

Key words: Actinomyceétes, , Furarium foot rot of wheat, Root rot, Biological fight,

Fusarium.
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encore pourriture commune sont des appellations décrivant la méme maladie. Cette maladie qui
affecte les cultures du blé se manifeste suite aux attaques des champignons phytopathogénes du
genre Fusarium, et représente une maladie répandue dans tous le Maghreb et en Algérie.
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