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Résumé

L’étude que nous avons effectuée porte I’isolement et I’identification morphologique
de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC), agent causale de la fusariose vasculaire du
pois chiche, ainsi que [1’évaluation du potentiel antagoniste d’une collection
d’actinobactéries d’origine saharienne.

L’échantillonnage des plantes de pois chiche symptématique a été effectué au niveau
de trois wilayas (Tlemcen, Ain Temouchent, Chleff). L’isolement de FOC, a été effectué
sur la base des symptomes typiques de la maladie observés. Douze isolats ont été prélevés
a partir des plants de pois chiche issus des trois wilayas. La culture monospore a permis de
purifier 6 isolat, dont 3 appartiennent a la wilaya de Chleff (notés: FPW3, FPY2 et FPY4),
2 a la wilaya de Ain Temouchent (notés: FPW1 et PFWS5) et un isolat appartient a la
wilaya de Tlemcen (noté: FPW6).

L’étude macromorphologique a montré des différences remarquables entre les 6
isolats. Le mycélium peut étre clairsemé et dispersé ou floconneux avec une couleur
blanche, beige pale ou allons vers le rose. La croissance mycélienne pour tous les isolats a
montré un diametre de colonies compris entre 29,4 mm et 41 mm (aprés 3 jours
d’incubation).

L’étude microscopique a révélé la présence de 3 types de spores; les macroconidies
avec une faible variabilité entre les 6 isolats (libres ou porté par les conidiophores, avec
une taille comprise entre 15 a 18 um), les microconidies avec une variabilité importante
par rapport a leur taille (3-6 um ou 8-10 p) et leur forme (ovoide, cylindrique non septé et
falciforme a une cloison ou 2 cloisons), les chlamydospores intercalaires ou terminales
avec une coloration généralement claire.

L’évaluation du potentiel antifongique a montré que parmi les 88 souches
d’actinobactéries testés, 19 souches ont donnés des activités antifongiques moyennes a
fortes. Au totales parmi les 19 souches actives 57,89 % apparentés au genre Streptomyces,

26,31 % sont des Saccharothrix et 15,78 % sont apparentés aux autres genres.

Mots clés: Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC), flétrissement vasculaire, pois chiche,

actinobactéries, caractérisation morphologique, activité antifongique.



Abstract

The present study was performed to isolate and characterize the pathogenic F.
oxysporum f.sp. ciceris (FOC) as the causal agent of fusarium wilt of chickpea in Algeria
and determined the in vitro antagonistic potential of 88 strains of actinobacteria against
FOC isolats.

The symptomatic plants were collected from fields localized in three towns (Ain
Temouchent, Chleff and Tlemcen). The fungi was isolated from damaged stem parts and
purified using monospore culture in PPA and PDA media respectively. The Six isolats
obtained from the monospore (FPW3, FPY2 et FPY4, FPW1, PFW5 and FPW®6) are
objected for the morpholgical study growth pattern and antagonist test.

The fungal species produced floccose or sparse aerial mycelia and range in color
from white to pale violet accompanying with orange, dark violet or brown pigments on
PDA. The purified colony of F. oxysporum ranged diameter of 29,4 - 41 mm PDA
medium at third day of inoculation.

This identification was further confirmed by Microcopy. Microscopic observation of
isolates shows that its conidiophores are unbranched and monophialides, its microconidia
have oval-ellipsoidal shape with no septate (3-6 um) or slightly curved shape with one
septate rarely tow septate (8-10 um). Its macroconidia are of 15-18 um sizes and are
falcate to almost straight with 3-5 septate.

Among 88 strains, we recovered 19 strains that proved active against the most of the
6 Fusarium isolats obtained from the monospore culture. Among of 19 strains; 57,89 %
belong to Streptomyces genus and 26,31 % belong to Saccharothrix genus while 15,78 %

are related to other genera.

Keywords: Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC), Wilt Disease, chickpea,

actinobacteria, morphologic characterization, antifungal activity.
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Introduction générale

Le pois chiche (Cicer arietinum L.), est parmi les légumineuses alimentaires les
plus consommées dans le monde et en Algérie, elle occupe la troisiéme position apres la
le petit pois et le haricot (Fao, 2019). Le pois chiche est considéré parmi les aliments de
base pour une large couche de la population algérienne, il constitue une importante
source en carbohydrates et en protéines, ainsi, la consommation des graines de pois
chiche fournit au consommateur environ 14,9 a 24, 6% de protéine (kumar, 2018). Ces
graines de valeur alimentaire riche sont introduites dans plusieurs plats algériens
notamment le couscous (abdelgherfi et al., 2001).

Les cultures des légumineuses alimentaires et en particulier le pois chiche, sont
favorisées en rotation avec les céréales grace a leur capacité symbiotique qui permet la
fixation d’azote et la réduction des cotlts de production par 1’économisassions des
engrais (Bacha et al., 2003; Khan et al., 2009).

En Algérie, malgré la forte augmentation des emblavures de la culture du pois
chiche, les rendements sont restés tres faibles. Ils ne dépassent guére les quatre quintaux
a I’hectare. Cette faible production est due a une pluviométrie faible et irrégulierement
répartie dans le temps et dans 1’espace (abdelgherfi et al., 2001). A cela, s'ajoutent la
prolifération des mauvaises herbes et les contraintes biologiques. Quant aux contraintes
biologiques, I’anthracnose causée par Ascochyta rabei, la pourriture racinaire causée par
Fusarium oxysporum f. sp. pisi et le flétrissement vasculaire causé par F. oxysporum f.
sp. ciceris sont les maladies les plus répandues (Rekha et Thiruvengadam, 2009).

Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, est un champignon tellurique qui infecte
spécifiquement le pois chiche et cause des pertes de rendement estimé entre 10 et 15 %.
Ces pertes, pourrait étre plus élevées selon la virulence et I’agressivité du pathogene. La
maladie a été signalé initialement en inde et par la suite dans de nombreux pays
(Westerlund et al., 1974; Nene, 1979; Allen, 1983). La bonne reconnaissance de
I’agent pathogéne est une étape primordiale dans le programme de lutte contre 1’agent

pathogene.

Selon Michielse et Rep (2009), l'utilisation de variétés résistantes est la meilleure
mesure pratiquée pour lutter contre la maladie sur le terrain. Cependant cette solution
est limitée en raison des caractéristiques agronomiques indésirables des cultivars
résistants, ainsi que la forte variabilité pathogéne de F. oxysporum f. sp. ciceris qui peut

limiter I'efficacité de la résistance (Jiménez-Diaz et al., 1993). Dans les serres, la
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Introduction générale
sterilisation du sol peut étre effectuée (Michielse et Rep, 2009).

Le phylum Actinobacteria, affilié au domaine des Bacteria, est nouvellement décrit dans le
Manuel de Systématique de Bergey publié en 2012. 1l est défini comme rassemblant les bactéries a
Gram positif possédant un pourcentage élevé de guanine et de cytosine (G + C) (supérieur a 55%)
et qui sont réparties actuellement en 221 genres appartenant a 50 familles taxonomiques différentes
(Manuel de Bergey, 2012).
L’exploitation du potentiel microbien du sol est devenue un moyen inévitable dans
le programme de lutte contre les agents pathogénes et dans la biofertilisaion. Certaines
bactéries peuvent coloniser différentes niches écologiques telle que la rhizosphere et méme
les tissus de la plante (bactéries endophytes) et ont pu diminuer le pouvoir pathogéne et
promouvoir la croissance des plantes (Hartmann, 2005). Ces bactéries font 1’objet des
travaux de recherche, a fin de les transformé en produits commercialisés qui remplacent le
pesticides chimiques. Les actinobactéries font partie de cette communauté bénéfique. Elles
présentent plusieurs mécanismes de lutte biologique et de promotion de la croissance des
plantes (Goudjal et al., 2014; Zammoum et al., 2016). Afin d’exploiter ce potentiel dans
I’agriculture durable, certaines bactéries actinomycétales, isolées du sol ou de la
rhizosphere, sont formulées et commercialisées en tant que biopesticides a usage
agronomique sous différents noms tels que Actinovate®, Actino-iron® et Mycostop®
(Strap, 2011).
L’objectif de la présente étude est la caractérisation morphologique des isolats
de F. oxysporum f. sp. ciceris, et le teste du potentiel antifongique des souches
d’actinobactéries contre le méme pathogene. Pour cela nous avons suivi les démarches
suivantes:
o L’isolement de 1’agent pathogéne a partir de plants de pois chiche
symptomatique.
o La purification du champignon.
o La caractérisation macroscopiques, microscopiques et 1’évaluation de la
croissance du champignon.
o Enfin, le test de I’activité antifongique des actinobactéries conte les isolats de F.

oxysporum f. sp. ciceris.
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Chapitre I: Revue bibliographique

I. Plante hote: Pois chiche

1. Origine
Origine géographique

Cicer arietinum est composé du terme latin « Cicer », dérivé du mot grec «Kikus =
solide», et le terme latin «arietinum» traduit du mot «Krios», une allusion de la forme des
graines qui ressemblent a la téte de bélier (Van Der Maesen, 1987; Singh et Diwakar,
1995).

D’aprés les études archéobotaniques, Cicer arietinum L. communément appelé «Pois
chiche» est I’une des premiéres légumineuses alimentaires a avoir été domestiquée par
I’homme a travers les civilisations (Zine-Zikara et al., 2015). Les premiéres traces
d’utilisation du pois chiche comme aliment remontent a environ 7000 ans (Van Der
Maesen, 1987).

L’aire de distribution du Cicer arietinum, se situe approximativement au sud-est de
la Turquie et ses fronti¢res avec I’Iran et I’ex-URSS (Union des républiques socialistes
soviétiques) (Ladizinskie, 1975). Cette culture a réussi a conquérir plusieurs régions du
monde dont la partie septentrionale de I’ Afrique. Ainsi I’ Afrique du nord constitue un
centre de diversité important pour cette espece (Zine -Zikara et al., 2015). En Algérie, la
culture de pois chiche était pratiquée bien avant le colonialisme (1830) (Laumont et
Chevassus, 1956; Labdi, 1990). En 1956, Ducellier a donné des indications tres
intéressantes sur la large gamme de pois chiches cultivées en Algérie (Laumont et
Chevassus, 1956).

Origine génétique

Davis (1969) et Ladizinsky (1975) ont découvert deux especes sauvages au Sud Est
de la Turquie, dénommées respectivement Cicer echinospernum Davis et Cicer
reticulatum Ladiz. Ces deux espéces ont des caracteres morphologiques en commun avec
I’espéce cultivé Cicer arietinum L., en adition, Cicer reticulatum Ladiz (2n=16) a été
identifi¢ comme étant I’espéce ancestrale du pois chiche cultivé. Ces résultats ont été
démontrés par l'analyse des profils électrophorétiques des protéines et des enzymes. En
Algérie, le pois chiche est caractérisé par un potentiel de variabilité géenétique (Laumont et
Chevassus, 1965). D’apres Sadiki et Halila (1997), le pois chiche a développé une large

diversité et une forte adaptation aux conditions du climat méditerranéen.



Chapitre I: Revue bibliographique

2. Taxonomie

Le pois chiche appartient & la famille des Fabaceae, qui compte plus que 700 genres
et 1800 especes .Ce genre comporte 44 especes dont neuf espéces sont annuelles et 35 sont
des espéces perennes (Yadav et al., 2007). L’ensemble sont divisées en quatre sections:
Monocicer, Chamacicer, Polycicer et Acanthocicer (Van Der Maesen, 1987).

L’ordre de la classification du pois chiche est cité au-dessous (Yadav et al., 2007):

Regne Plantae

Section Monocicer

Classe Dicotylédones
Sous-classe Dialypétales
Ordre Rosales

Famille Fabaceae
Sous-famille Papilionaceae
Genre Cicer

Espéce Cicer arietinum L.

3. Caractéristiques botaniques

Le pois chiche est une espéece herbacée, annuelle, autogame, qui présente moins de
1% d’hybridation naturelle (Singh et Reddy, 1991).

Le systeme racinaire pivotant est vigoureux, il peut atteindre jusqu’au 2,0 m de
profondeur, et porte des racines latérales secondaires, tertiaires et quaternaires (Cubero,
1987). Cette architecture permet aux racines d’explorer un volume maximal du sol et
confere a la plante une tolérance a la secheresse (Slama, 1998). En ajoute, les nodules
développés sur les racines, permettent la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique.
Ce processus qui atteint son optimum a la floraison, couvre 80% des besoins de la plante
en azote assimilable (Bouzerzour, 1998). En revanche, dans les zones humides, les sols
salins, lourds, stagnants et a réchauffement lent au printemps, les racines ont un
développement limité et la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique est réduite
(Jaiswal et Singh, 2001).

La tige est dressée, ramifiée, visqueuse, velue, cylindrique, herbacée, verte et solide.
Les branches sont genéralement quadrangulaires, cotelées. On distingue des ranches
primaires, secondaires et tertiaires (Cubero, 1987).

Les feuilles ont la forme imparipennée et sont composées de 7 a 15 folioles ovales et
dentelées, sans vrilles, en position alternée sur un rachis (Saxena, 1984). Les faces

inférieures des feuilles sont couvertes par un duvet formé de poils unis ou pluricellulaires,
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Ces poils renferment des glandes qui synthétisent des acides organiques tels que 1’acide
oxalique (Slama, 1998).

Les fleurs sont zygomorphes, articulées, solitaires ou en grappe de deux fleurs. Elles
s’insérent sur des pédoncules axillaires a ’aisselle des feuilles. L apparition des premicres
fleurs dépend de plusieurs facteurs tels que la précocité de la variété, la date et la densité
du semis et des techniques culturales. Toutefois, comme le pois chiche est une espéce a
croissance indéterminée, sous des conditions hydriques favorables et des températures
clémentes, les branches continuent a se développer, a fleurir et & produire des gousses et
des grains (Leport, 2006). Les premieres fleurs, dites pseudo-fleurs sont imparfaites et ne
donnent pas de gousses (Roberts et al., 1980).

Le fruit est une gousse de forme globuleuse, renflée, ovale, velue, pendante et portant
un bec (Ladizinsky, 1987). Elle peut comporter 1 a 3 grains qui peuvent étre lisses ou

ridés, arrondis ou irréguliers (Figure 1).

Bourgeon de fleur
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Figure 1. Morphologie de la plante du pois chiche
Cicer arietinum L. (Singh et Diwakar, 1995).
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4. Cycle de développement

Dans le bassin méditerranéen, le pois chiche est considéré comme une culture de
printemps. En genéral, la plante se développe vigoureusement et compléte son cycle
évolutif en 4 mois (Bryssine, 1955). La longueur du cycle du pois chiche dépend de la
chaleur et de I’humidité disponible dans le sol. La récolte peut avoir lieu si I’humidité des
grains est de I’ordre de 18% (Jaiswal et Singh, 2001).

Le cycle de développement du pois chiche comprend deux périodes bien distinctes:

e Période végétative:

Cette période s’étende de la germination jusqu’a la ramification (1.T.G.C., 2003).
La germination est hypogée (Sassene, 1989), suivi par la levée et 1’apparition des feuilles
cotylédonaires, 1’élongation des entre-noeuds et enfin la ramification de la tige principale
(Kechache, 2005).

e Période reproductrice:
Cette période est marquée par D’apparition et le développement des ébauches
florales suivi par un effectif élevé en fleurs et un rendement en gousses appréciable (Singh
et Jauhar, 2005). Enfin la maturation est caractérisée par un jaunissement des gousses

accompagné d’une chute des folioles et d’un durcissement des graines (Kheloufi, 2006).

5. Propriétés et bienfaits nutritionnels

Il est conseillé d’introduire le pois chiche dans le régime alimentaire quotidien en
raison de sa richesse en nutriments essentiels tels que les protéines, les glucides, le fer,
I'acide folique, le phosphore et les fibres alimentaires. La teneur en protéines varie
considérablement en pourcentage de la masse totale de graines séches avant (17-22%) et
apres (25,3-28,9%) décorticage (Kumar et al, 2018). Les graines contiennent également
des glucides, des lipides, des fibres alimentaires. En addition, la teneur en minéraux est
estimé comme suit: le phosphore, calcium, magnésium, fer et du zinc (Pratap et Kumar,
2011).

Le pois chiche est aussi une source importante de vitamines (A, B1, B2, B3, B5, B6,
B12, C, D, E, K et biotine). Il est évident que ces vitamines sont primordiales pour les
fonctions vitales. En prenant 1’exemple la biotine, c’est un élément qui représente un
cofacteur essentiel aux carboxylases et décarboxylases, enzymes clés de la majorité des

cycles métaboliques (Broughton et al., 2003).
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En revanche, la présence de facteurs antinutritionnels (les tanins, acide phytique,
inhibiteur de la trypsine et composés phénoliques) dans les Iégumineuses limite leur valeur
nutritive. 1l a été rapporté que la cuisson améliorait la qualité nutritive par destruction ou
inactivation des facteurs antinutritionnels thermolabiles (Wang et al., 1997; Chau et al.,
1997). La germination ameéliore également la valeur nutritive des légumineuses en
induisant la formation d'enzymes qui éliminent ou réduisent les facteurs antinutritionnels et

indigestes dans les légumineuses (EI-Adawy, 2002; Gupta et al .2017).

Tableau 1: Valeur nutritive du pois chiche (Singh et Jauhar, 2005).

Eléments Valeur nutritive mg/100g
gluicides 62

lipides 2,70-6,48

Fiber alimentaires 18-22

phosphore 343

calcium 186

magnésium 141

fer 7

zinc 3

6. Importance écologique et agronomique

L’insertion des 1égumineuses dans les systemes de cultures est une alternative tres
intéressante aussi bien pour la durabilité des exploitations agricoles que pour la
préservation des différents compartiments de I’environnement. Les 1égumineuses ont une
énorme importance dans la fixation biologique de I’azote (Costalima, 2015).
Le pois chiche, par exemple, est capable de couvrir 80% de ses besoins de nitrogéne grace
a la relation symbiotique avec Mesorhizobium ciceri (Esfahani et al., 2014). En effet, la
culture pourrait fixer plus de 140 kg N/ha (Singh et Jauhar, 2005). Ces résultats
encouragent la pratique des légumineuses en rotation avec les céréales (Gupta et al.,
2014).
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L’introduction de légumineuses au sein d’une succession culturale ou en association
dans les prairies géneére plusieurs effets positifs sur I’environnement, & commencer par une
réduction des émissions de gaz a effet de serre. Ces plantes, capables de capter I’azote de
I’air et apportant de la diversité végétale, favorisent les é&conomies d’intrants a 1’échelle des
rotations : principalement des engrais azotés, mais aussi des produits phytosanitaires
(Ademe, 2015).

Les légumineuses ont un rapport C/N faible (23.4 pour le pois chiche), par
conséquent, une vitesse de decomposition rapide se traduisant par une libération trés rapide
de I’azote (Aita et Giacomini, 2003; Costalima , 2015) affirme que les résidus issus des
cultures des légumineuses, dont le pois chiche fait partie de cette expérimentation,
induisent une fourniture nette de 1’azote, représentant 3 a 14 % de ’azote apporté a 56
jours d’incubation, et concluant que la dynamique de 1’azote obtenue aprés incorporation
des résidus de légumineuses est de méme nature que celle obtenue pour d’autre résidus de
culture et que les quantités d’azote minéralisées sont fortement reliées au rapport C/N des
résidus.

En outre, nos sols algériens sont caractérisés par un taux élevé de calcaire. Cet
élément augmente le pH du sol et provoque des liaisons covalentes entre le ca* et le
phosphore (P) (Tunesi et al., 1999). Par conséquent, la plante est incapable de bénéficier
du P adsorbé. Malgré la nécessité du phosphore notamment pour la fixation symbiotique,
le pois chiche est cultivé dans les sols pauvres en P. cela pourrait étre expliqué a la
sécrétion des exsudats racinaires (protons, acides organiques des phosphatases) lors de la
déficience en P qui implique a la solubilisation de la fraction immobile (P adsorbé ou P
organique) et a ’augmentation de sa biodisponibilité (Neumann et Rémheld, 1999). La
rhizosphére du pois chiche est aussi riche en microorganismes qui contribuent a la
solubilisation du P, les rhizobia (Lazali et al., 2014), Acinetobacter, Bacillus,
Brevibacillus, Burkholderia, Empedobacter, Enterobacter, Pseudomonas, Ralstonia sont

prouvé leurs capacité a améliorer la nutrition minérale (Mulissa et al., 2015).

7. Situation économique de la culture en Algérie

En Algérie, la culture du pois chiche occupe une superficie moyenne de 27 000 ha,
pour une production nationale qui oscille entre 17800 et 35000 tonnes par an (Figure 2)
(DSASI, 2017).
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Figure 2. Evolution des superficies et des productions du pois chiche en Algérie.

L’Algérie est contrainte d’importer annuellement des quantités importantes de pois
chiche pour faire face aux besoins sans cesse croissants. L’accroissement des superficies et
I'amélioration des rendements permettront une diminution de ces importations. En effet,
I’introduction de cette culture dans la rotation permettra aux agriculteurs d’augmenter leurs
revenus par la diminution des superficies en jachere, notamment dans les zones potentielles
ou la pluviométrie annuelle est située entre 450 et 600 mm, ainsi qu’une économie dans les

amendements en engrais azotés utilisés dans la culture des céréales (DSASI,2017).

8. Contrainte phytosanitaire
Les maladies cryptogamiques
Plusieurs maladies bactériennes, fongiques et virales ont été rapportées sur le pois
chiche, dont certaines sont économigquement importantes par rapport aux nombreux dégats
qu’elles entrainent. Parmi ces maladies, nous pouvons citer, I’anthracnose, la pourriture
racinaire et le flétrissement (Rekha et Thiruvengadam, 2009).
e L’anthracnose
L’agent causal de cette maladie est Ascochyta rabei. Elle est transmise par les
semences et persiste jusqu’a 2 ans dans les résidus de récolte. L’infection provoque des
taches brunes, circulaires sur les feuilles et les gousses et allongées sur les tiges (Khan et
al. 1999).
e La pourriture racinaire
Deux types de pourriture racinaire sont distingués, noire et séche. La pourriture noire
est causée par le Fusarium oxysporum f. sp. pisi. Cette maladie, se caractérise par une
pourriture noire des organes souterrains et un jaunissement des organes aériens (Alvarez et

Briner, 1987). Cependant, la pourriture seche est causée par les especes pathogenes

9
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appartenant au genre Rhizoctonia spp. Cette maladie débute par un desséchement brusque
de la plante, qui évolue du bas vers le haut, les racines se dessechent et deviennent fragiles
et les feuilles prennent une couleur jaune pale (Rouibah, 1989).

o Le flétrissement

Le flétrissement est causé par un groupe de champignons phytopathogénes
notamment, Rhizoctonia bataticola, R. solani, Fusarium solani et F. oxysporum f.sp. ciceri
(Grewal, 1982; Fahim, 1987; Labdi, 1990).

Les symptdmes du flétrissement vasculaire du pois chiche causé par F. oxysporum f.
sp. ciceris (appelé également fusariose vasculaire) peuvent se manifester a deux stades de
développement de la culture du pois chiche. Le flétrissement précoce commence a
apparaitre de trois semaines jusqu’a 25 jours aprés le semis (Haware et al., 1996; Raju et
al., 2008; Shah et al., 2009), tandis que le flétrissement tardif appelé aussi jaunissement
vasculaire se manifeste au stade de remplissage de gousses (Navas-Cortés et al., 1998;
Pande et al., 2007). Le flétrissement tardif cause moins de perte que le flétrissement
précoce (Pande et al., 2007) (Figure 3).

Le flétrissement vasculaire du pois chiche est répandu presque dans toutes les
régions de culture de cette plante. Il peut étre parmi les facteurs majeurs limitant la
productivité du pois chiche, et provoquant des pertes de rendement qui peuvent atteindre
les 100%. Il est surtout présent dans les sols lourds et les sols mal drainés des terres de
basse altitude (Haware et al., 1996; Landa et al., 2004).

Figure 3. Symptdmes du flétrissement du pois chiche : A, sur plant entier ; B, sur coupe
longitudinale de la tige (Cunnington, 2009).

10
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Insectes ravageurs
Les insectes sont des facteurs limitants pour la production des légumineuses. En
effet, cette limitation pourrait étre effectuée soit directement par la nutrition sur les organes
différents de la plante, ou indirectement par les sécrétions sucrées qui attire les
champignons ou un vecteur biologique virales (Huignard et al. 2011).

Helicoverpa armigera est trés nuisible pour le pois chiche. L’insecte se nourrit de
feuillage, de fleurs et de graines en développement. Une seule larve pourrait endommager
plusieurs gousses et le jeune feuillage de pois chiche par jour, entrainant des pertes graves
du rendement (Singh et Yadav, 2007).

Les larves de Bruchidae creusent des galeries dans des cotylédons utilisant les
réserves contenues a ce niveau et rejettent leurs excréments riches en acide urique dans ces
galeries. L’adulte émerge en découpant le tégument de la graine au niveau des réserves
contenues dans les graines. Les larves modifient donc la qualité des graines,
I’accumulation d’acide urique et la présence de fragments de chitine les rendent

inconsommables par I’homme (Merad Boudaia, 2017).

Les nématodes
L'infection des racines par Meloidogyne spp. réduit la croissance et le rendement des
plantes. Les sites d'alimentation des nématodes agissent comme des puits d’épuisement des
photo assimilas des plantes, ce qui cause une diminution de la croissance et du

développement des plantes malades (Castillo et al., 2003).

I1. Agent pathogene: Fusarium oxysporum f sp. Ciceris
1. Généralité sur le genre Fusarium

Le genre Fusarium comprend un grand nombre d'espéces diverses de modes de vie
différents. Beaucoup d'entre eux sont des agents pathogenes opportunistes infectant
plusieurs especes végétales, d’autres préférent les espéces animales et certains sont
toxicogenes qui produisent des mycotoxines variables regroupées sous le terme de
fusariotoxines, tels que, les trichothécénes, les fumonisines, la zéaralénone, la
moniliformine, etc. (Sophie, 2015; Stepien et al., 2019). En outre, Le Fusarium est aussi
un pathogéne émergent chez les patients immunodéprimés (O'Donnell et al. 2004) et
d’autres mammiferes (Ortoneda et al. 2004).

Le genre Fusarium a été décrit pour la premiere fois par Link en 1809 sous le nom de

11
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Fusisporium (Wollenweber et Reinking, 1935). Depuis cette date, plus d'un millier
d'espéces ont été identifiées, dont 70 sont bien connues (Stepien et al., 2019). Les
premieres classifications taxonomiques ont été créées a partir des caractéres
morphologiques des espéces et des croisements tests (Leslie et Summerell, 2006). Plus
tard, grace aux outils génétiques et bio-informatiques, les especes ont été classées a l'aide
d'analyses phylogénétiques (Stepien et al., 2019).

Les Fusaria différent aussi concernant I'néte infecté. Fusarium graminearum et
Fusarium verticilloides sont des pathogenes a gamme d'hotes étroite infectant
principalement les céréales, tandis que Fusarium oxysporum a une gamme large d'hotes et
infecte a la fois les monocotylédones et dicotylédones (Armstrong et Armstrong, 1981).

Les espéces de Fusarium varient dans la stratégie de reproduction; F. oxysporum est
asexué, dautres sont a la fois asexués et sexuels avec soit une autofécondité
(homothalisme), soit un croisement obligatoire (hétérothalisme). Les especes de Fusarium
produisent des spores méiotiques (sexuelles) et au moins trois types de spores mitotiques
(asexuées). Cependant, toutes les especes de Fusarium ne produisent pas tous les types de
spores. De plus, moins de 20% des espéces de Fusarium se reproduisent sexuellement
(Rana et al, 2017).

2. Complexe d’espéces de Fusarium oxysporum

On définit, le complexe d’espéces de Fusarium oxysporum par [’ensemble
d’individus qui appartiennent a I’espéce Fusarium oxysporum, dont I’infection est
restreinte a une hote unique. Par conséquent, le complexe est subdivisé en formes spéciales
(formae speciales). Le concept de la forme spéciale (forma specialis: f. sp.) a été introduit
pour la premiere fois dans la taxonomie du Fusarium par Snyder et Hansen (1940, 1941,
1945) (Leslie et sammurelle, 2006).

Les formes spéciales du complexe Fusarium oxysporum (FOSC) ont un poids
économique considérable en raison des dégats engendrés et la distribution géographique
large, ils sont extrémement communs dans divers sols et plantes, provoquant des
flétrissures vasculaires, une fonte des semis et des pourritures de la couronne et des racines
sur un large eéventail d’'hdtes économiquement importants (Aoki et al. 2014).

Selon Rana et al. (2017), I’espéce est capable d’infecter prés de 150 hotes
différentes. En référent a la revue publiée par de Hermann et lecomte, (2019), 106 formes
spéciales sont largement documentés, 37 autres sont insuffisamment connues et 58 plantes

hotes qui nécessite l'identification.
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3. Fusarium oxysporum f. sp. Ciceris

Fusarium oxysporum f. sp. Ciceris (FOC), est la forme spéciale qui infect le pois
chiche. Le terme «ciceris» se réferent au nom du genre. Dans la plus part des cas on
distingue entre les différents formes spéciales par I’addition du nom du genre 1égérement
modifié et terminé par «i» a la suite du nom de I’espéce tel que «pisi» pour le petit pois.
Dans d’autre cas on référe au nom de I’espéce comme: «lycopersici» pour Solanum
lycopersicum (tomate), «tuberosi» pour Solanum tuberosum L. (la pomme de terre) et
«melongenae» pour Solanum melongena L. (aubergine). Ainsi, la variabilité au sein des
formes spéciales est déterminée par deux autres concepts, les races physiologiques et les
groupes végeétatives compatible. Le premier concept se relie a la virulence, alors que le
deuxieme est en relation avec la reproduction.

Le concept des races physiologiques est mentionné pour Pucinum graminis par
Takman en1930. Il est défini comme le biotype ou le groupe de biotypes a ordre inférieur
qui pourrait étre distingué avec facilité et certitude d’un autre biotype par un caractére
physiologique comme la pathogénicité. Les races sont distinguées par rapport au gene de la
virulence de 1’agent pathogéne, par rapport aux genes de résistance de la plante hote et
parfois par rapport aux symptomes observés sur la plante hdte (Hermann et lecomte,
2019).

Chez le FOC la discrimination entre les races est basée sur des réactions d’un
ensemble de cultivars différentiels de pois chiche a la maladie (Haware et Nene 1982 ;
Jiménez-Diaz et al., 1993). Par rapport a cette définition, huit races pathogenes ont été
identifiées jusqu’a I’heure actuelle (0, 1A, 1B/C, 2, 3, 4, 5 et 6). Ces races se regroupent en
deux pathotypes différents qui sont distingué par les symptoémes observés et elles sont
signalées dans des régions différentes (Jiménez-Gasco et al., 2004).

La compatibilité végétative signifie que deux hyphes peuvent s'anastomoser et
fusionner pour former un hétérocaryon stable. On dit que les souches qui peuvent former
un hétérocaryon stable sont végétativement compatibles et appartiennent au méme groupe
de compatibilité végétative (VCG), tandis que celles qui ne peuvent pas former de tels
hétérocaryons, sont vegétativement incompatibles et sont dans des VCG différents.

Selon Aoki et al. (2014), 125 VCG ont été identifiés parmi les isolats
phytopathogénes du FOSC qui correspondent a plus de 30 formes spéciales. De méme, la
relation entre les races et le VCG a également été étudiée dans plusieurs FOSC
phytopathogénes. Cette relation est compliquée. En effet, la compatibilité végétative ne

peut pas toujours étre utilisée pour identifier les races au sein d'une forme spéciale parce
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que plus d'une race a été rapportée dans un seul VCG; aussi, des isolats d'une seule race
peuvent aussi appartenir a différents VCG (Rana et al., 2017). Pour le FOC, malgreé le
degré élevé de variabilité, une série d'études a montré que tous les isolats du pathogéne
étudié; quels que soient leur pathotype, leur race et leur origine géographique; sont
genétiguement identiques et forme un seule groupe végétative compatible (Jiménez-Gasco
et al., 2004).

Incidence et symptomologie

Le FOC est un pathogéne d’origine tellurique et ’agent causal du flétrissement
vasculaire du pois chiche le seule genre cultivé du genre Cicer. La maladie est I’un des
facteurs les plus limitant de la production mondiale de pois chiches avec I’antracnose causé
par Ascochyta rabei. En générale le FOCS est classé parmi les «top 10» agents pathogénes
d’intérét économique a cause des dégats engendré par cette espece (Dean et al., 2012).

Deux pathotypes ont été distingués au sein de FOC basé sur les syndromes distincts
de jaunissement ou de flétrissement qu'ils provoquent chez les pois chiches (Trapero-
Casas et Jiménez-Diaz 1985). Le pathotype jaunissant induit un jaunissement foliaire
progressif avec décoloration vasculaire, tandis que le flétrissement induit une chlorose
sévere et rapide, une flaccidité et une décoloration vasculaire. Les races 0 et 1B/C
induisent des symptomes de jaunissement (pathotype jaunissant), tandis que les races
restantes provoquent un flétrissement (pathotype flétrissement) (Correll, 1991; Jiménez-
Gasco et al., 2001; Kelly et al., 1994).

Distribution du Fusarium oxysporum f. sp. ciceris

Les FOCS sont des espéces cosmopolites, répandues partout dans le monde entier, et
signalées méme dans les sols de la toundra, dont elles existent sous forme de saprophytes
et d'endophytes de racines de plantes envahissantes (Stoner, 1981; Leslie et sammurelle,
2006).

Quant au FOC les huit races ont une distribution géographique distincte. Les races 0,
1B/C, 5 et 6 se trouvent dans le Bassin méditerranéen et Californie (USA) (Jiménez-
Diaz,1993; Halila et Strange, 1996; Jiménez-Gasco et al. ,2001). La race 1A a été
signalé dans le sous-continent indien (Brown, 1995), en Californie et le bassin
méditerranéen (Flor 1971 ; Haware et Nene 1982 ; Haware et al., 1978), alors que les
races 2 et 3 ont été signalée en Ethiopie, en Inde et en Turquie (Haware et Nene 1982;

Dolar, 1997; Shehabu et al., 2008) et la race 4 n'a été signalée qu'en Ethiopie et en Inde
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(Haware et Nene 1982; Shehabu et al., 2008).

La connaissance de la répartition géographique des races de F. oxysporum f. sp.
ciceris est essentiel a la gestion de la maladie, car les races individuelles varient dans leur
interaction avec les lignées différentielles de pois chiches ainsi que dans la quantité
d'inoculum nécessaire pour induire une quantité donnée de maladie chez les pois chiches
sensibles (Navas-Corté, 2000, 2007).

La reproduction chez le FOC

Le Fusarium oxysporum se reproduit de maniere asexuée et son état sexuel n'a
jamais été observé (Booth, 1971). Le champignon produit trois types de spores:
chlamydospores, des microconidies et des macroconidies (Nelson et al. 1983). Les
microconidies sont uninucléées qui germent mal avec une efficacité de germination allant
de 1 a 20% (Ebbole et Sachs, 1990). Les macroconidies sont multinucléées et germent
rapidement. Les chlamydospores résultent de la modification structurelle des hyphes
végétatifs ou des cellules conidiales et spores accessoires (Schippers et van Eck, 1981).
Le F. oxysporum est diversifié sur la forme des macroconidies, la structure des

microconidiophores, la formation des chlamydospores (Leslie et Summerell, 2006).

Pathogenése

On définit la pathogenése comme étant le processus complet décrivant le
développement de la maladie chez I'ndte, de l'infection initiale a la production des
symptomes (Lucas, 1998). La pathogénicité est la capacité de pathogenese (Rana et al.,
2017).

En I'absence de blessures, la plupart des formes spéciales de F. oxysporum peuvent
pénétrer dans I'hGte & travers une variété de tissus racinaires, y compris le méristéme
racinaire, les poils racinaires et différentes zones de la racine et de la graine (Nelson, 1981)
Le pathogéne colonise les espaces intercellulaires des assises les plus externes du cortex,
puis il augmente 1’intensité et la vitesse de la croissance jusqu’a la colonisation du cylindre
centrale. La vitesse et I’intensité de pénétration varie selon I’interaction plant-pathogéne,
elle est corrélée positivement avec |’agressivité (Upasani et al., 2016 ; - Jimenez-
Fernandez, 2013).

Le pathogéne prolifere dans les vaisseaux de xyleme et le passe via ce tissu a la
partie aérienne. Au cours de cette étape, le syndrome de flétrissement (la chlorose,

I'affaissement des pétioles) est observé. Une fois que les nutriments de I'héte soient épuisés
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(en raison du flétrissement), le pathogéne passe a la conidiation, entrainant une réduction

de la masse mycélienne (Upasani et al., 2016).

Lutte contre le FOC
Pratiques culturales

Les pratiques culturales visent a limiter ’accroissement du taux de I’inoculum de
FOC dans le sol. Elle consiste a utiliser une semence saine, a éliminer les residus de
cultures contaminés par des labours profonds et a pratiqué la rotation culturale du pois
chiche de plus de 06 ans avec des cultures non hote (Gupta, 1987; Chérif et al., 2007).
Par contre les pratiques du travail minimum du sol augmente I’incidence du flétrissement
vasculaire (Benfreha Benyelles, 2010), le pathogéne peut survivre a 1’état saprophytique
dans les débris végétaux et la rhizosphere des planes non hétes (Booth, 1971).

Certains auteurs ont noté que 1’ajustement des dates de semis joue un role important
dans le contrdle du flétrissement vasculaire des pois chiche (Navas-corté 2000; Landa et
al., 2004; Cherif et al., 2007). D’aprés Navas-Cortés et al. (1998), I’avancement de la
date de semis du pois chiche du début de printemps vers la fin de I’hiver empéche le

développement épidémique du flétrissement et minimise la sévérité de la maladie.

Lutte chimique

La lutte chimique est I’une des méthodes les plus utilisées contre le flétrissement
vasculaire causé par le FOC. Parmi les fongicides qui ont été fréquemment utilisés nous
citons: Benlat-T , Benomyl 30%+ Thiram 30% a 1.5 % (Hawar et al.,1978), Vitavax et
Ziran (Kaur et Mukhopadhayay, 1992). (Benfreha Benyelles, 2010) a noté 1’effet
antifongique des molécules triazoles a des concentrations bien déefinies contre le FOC. Les
triazoles ayant une activité antifongique systémique, ils agissent en empéchant la formation
d’ergostérol (composant principale de la membrane plasmique des champignons) dans les
cellules fongique (Hu et al. 2017).

Plusieurs fongicides chimiques sont utilisés pour contréler les maladies des plantes
causes par les agents pathogénes. Cependant, I’utilisation répétée des produits de synthese
entraine souvent la pollution de 1’environnement, 1’apparition de souches résistantes qui
posent des problémes sur la santé humaine (Ozbay et Newman, 2004). Face a une
demande croissante pour des alternatives a la lutte chimique, les efforts des chercheurs sont
orientés vers le développement et I’utilisation des agents naturelles biologiques (Singh et
al., 2003).
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Lutte biologique

La lutte biologique (ou biocontrdle), est définie selon 1’Organisation Internationale
de Lutte Biologique, par I’utilisation des organismes vivants pour prévenir ou réduire les
deégats causés par des ravageurs et agents phytopathogénes. Ces agents naturels sont réunis
sous le concept de biopesticides (Upadayay et Mukerji, 1999).

Plusieurs travaux de recherche ont montré [utilité des microorganismes pour
proteger les plantes contre la maladie de fletrissement vasculaire causé par F. oxysporum f.
sp. ciceris (comme par exemples Bacillus spp, Trichoderma harzianum et Psedomonas
spp, etc.) (Gupta, 2006; Kaur et al., 2007; Abed et al. 2016). Parmi ces microorganismes,
les actinobactéries, en particulier, les especes appartenant au genre Streptomyces ont été
largement utilisés et ont montré leurs grande efficacité (Dhedhi et al., 1990; Zaim et al.,
2010; Amini et al., 2016; Anusha et al., 2019). Merrouche et al. (2017), ont montré que
la souche d’actinobactérie Saccharothrix algeriensis a permis une réduction de 73,3 % sur
I’incidence de la maladie du flétrissement vasculaire du pos chiche.

Les actinobactéries présentent plusieurs mécanismes de lutte biologique, tel que, la
production de divers substances microbiens (antagonisme), la production des enzymes
Iytiques qui jouent un rdle important dans la lyse de la paroi des agents pathogénes, la
production des sidérophores qui permettent de chélater le fer ferrique du sol et priver les
microorganismes pathogénes et D’induction de la résistance systémique par le
déclenchement des mécanismes de défenses chez les plantes hétes (Gethe et al., 2005;
Goudjal et al., 2014).

L’antagonisme est défini comme [’activité inhibitrice présentée entre deux
microorganismes. Plusieurs actinobactéries appartenant aux différents genres, sont connues
part leurs activités antagonistes contre les Fusaria (Goudjal et al., 2014; Zammoum et
al., 2016; Merrouche et al. 2017).

Les actinobactéries peuvent également jouer un réle dans le biocontréle de divers
agents phytopathogenes, par un effet indirect li¢ a 1’induction des mécanismes de
promotion de la croissance des plantes, tels que, la production des phytohormones qui
jouent un role crucial dans les interactions plantes-microorganismes, la fixation de 1’azote
atmosphérique et la solubilisation des phosphates et des potasses inorganiques essentiels
pour la croissance des plantes (Errahki et al. 2007; Zammoum et al., 2016).

Les actinobactéries qui ont montrés plusieurs mécanismes de biocontrole et de
promotion de la croissance des plantes, ont été exploités dans 1’agriculture par la

formulation des biopesticides utilisé dans la lutte biologique des maladies des plantes.
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Parmi les biopesticides a base d’actinobactéries commercialisés, le Mycostop, formulé a
base de Streptomyces griseoviridis K61, L’Actinovate formulé a base de Streptomyces
lydicus WYEC 108 (Sabaratnam et Traquair, 2001; Elliott et al., 2009).

I11. Agent de biocontréle: Actinobactéries
1. Geéneralités sur les actinobacteries

Le phylum Actinobacteria, affilié au domaine Bacteria, est décrit dans le Manuel de
Systématique de Bergey publié en 2012. Il est défini comme rassemblant les bactéries a
Gram positif possédant un pourcentage élevé de guanine et de cytosine (G+C) (supérieur
ou égal a 55 %) (Ludwig et al., 2012). Le pourcentage de G+C de la majorité des especes
affiliees a ce groupe se situe entre 63 et 79 %, seuil supérieur connu pour les bactéries
(Madigan et al., 2012). La découverte permanente de nouveaux taxons identifiés comme
actinobactéries ne fait qu'augmenter leur nombre dans ce phylum. Ainsi, ce dernier
comprend a I'heure actuelle 6 classes et 23 ordres, dont Actinomycetales en représente
I'ordre-type (Ludwig et al., 2012).

Traditionnellement, les actinobactéries (bactéries mycélienne) étaient considérés
comme étant des formes intermédiaires ou transitionnelles entre les champignons et les
bactéries (Krassilnikov, 1941). En effet, la plupart des actinobactéries ont le pouvoir de
former un réseau mycélien assimilé a celui élaboré par les champignons filamenteux, ce
qui explique leur dénomination ancienne «actinomycetes (encore utilisée a ce jour)», qui
signifie littéralement «champignons rayonnants» ou «ray-fungi» (Ait Barka et al., 2016).
Cependant, le diameétre de leurs filaments mycéliens est plus fin par rapport a celui des
champignons. La plupart des actinobactéries myceliennes peuvent produire des spores dont
la germination assure le démarrage d’un nouveau cycle de vie (Figure4).

De nombreux genres forment une variété de spores asexuées. Les spores formeées
sont généralement non mobiles, mais parfois mobiles comme celles libérées a partir des
sporanges du genre Actinoplanes ou des synnemata chez le genre Actinosynnema, et qui
sont flagellées. En revanche, le mode de sporulation des actinobactéries mycéliennes est
diversifié et constitue un critere micromorphologique important dans leur taxonomie
(Prescott et al., 2013).

Les espéces d'actinobactéries sont d'une remarquable variabilitté morphologique.
Elles comprennent a la fois celles dont le mycélium est rudimentaire, voire méme

inexistant, ayant ainsi la forme d’une cocci ou d'un batonnet (Micrococcus,
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Mycobacterium), celles se caractérisant par un cycle batonnet-cocci (Arthrobacter), celles
dont les hyphes se fragmentent totalement (Rhodococcus) ou partiellement (Nocardia), et
enfin celles a mycélium développé, bien différencié et persistant, dont le diamétre des
filaments varie entre 0,5 et 2 um, mais est généralement inférieur a 1 pm (Streptomyces)
(Ludwing et al., 2012).

Parmi les formes mycéliennes, on distingue celles qui ne forment qu'un mycélium
du substrat (MS) poussant a la surface et dans le milieu de culture et celles qui élaborent en
plus un mycélium aérien (MA) issu du MS. De plus, il existe une curiosité biologique
représentée par le genre Sporichthya, qui produit seulement un MA dont les hyphes sont
attachés au substrat par des cellules “crampons”, d'ou absence du MS (Normand et
Benson, 2012).

Physiologiquement, les actinobactéries sont, en général, des bactéries aérobies mais
certaines sont aerobies facultatives ou méme anaérobies. Ces bactéries sont chimio-
hétérotrophes, et la plupart sont capables d’utiliser une grande variété de source d’énergie,
y compris les polymeres complexes. Ce sont généralement des saprohytes, mais il existe
des formes pathogénes et sont aptes a dégrader la matiere organique sous forme
polymérique (kératine, cellulose, lignine), mais certaines d’entre elles sont pathogeénes ou
encore symbiotiques des plantes ou des animaux (Zimmerman, 1990; Suzuki et al., 1994;
Peltola, 2001).
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Figure 4. Représentation schématique du cycle de vie des actinobactéries mycéliennes
sporulantes (Ait Barka et al., 2016).
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2. Taxonomie des actinobactéries

L’identification taxonomique des actinobactéries est basée sur une approche
polyphasique qui est la résultante d’une combinaison de plusieurs critéres. Ainsi, la plupart
des genres peuvent étre définis par des criteres morphologiques et chimiques, tandis que la
détermination des espéces repose sur lescritéres physiologiques et moléculaires.

L’¢étude morphologique des actinobactéries se base essentiellement sur la présence
ou I’absence du mycélium du substrat et le mycélium aérien, la couleur du mycélium, la
production et la couleur des pigments diffusibles, la production de pigments mélanoides et
la structure et la forme des spores (Prauser, 1981). La micromorphologie des principaux
genres d’actinomycetes est illustrée dans la figure 5.

Selon, la chimiotaxonomie consiste en 1’utilisation des caractéres chimiques dans la
classification des organismes. Ces caractéres ont été surtout étudiés au niveau des parois
cellulaires ou des cellules entiéres. Les composés majeurs ayant une importance
taxonomique sont les acides aminés pariétaux, les lipides des enveloppes cellulaires et les
sucres cellulaires ainsi que les acides gras et les ménaquinones (Lechevalier et
Lechevalier, 1980; Goodfellow et Minnikin 1985; Kroppenstedt, 1985).

Les tests physiologiques sont déterminés par 1’étude de la capacité des actinomycétes
a dégrader différents composés tels que les glucides, les lipides, protéines et les polymeéres
complexes. D’autres tests interviennent parfois dans la détermination des espéces, comme
la résistance a certains agents antimicrobiens et la tolérance a certaines conditions
(température, pH, salinité, etc). Ces tests physiologiques (en nombre élevé) ont été utilisés
dans le cadre d’une taxonomie numérique (Athalye et al., 1985).

Pour distinguer les espéces entre elles, les méthodes taxonomiques classiques
(Caractéristiques morphologiques, chimiques et physiologiques) ne suffisent pas et
I’utilisation des méthodes moléculaires fiables est impérative. Les principales techniques
moléculaires utilisées pour 1’identification des actinobactéries sont le séquencage de
I’ADN codant pour I’ARN ribosomique 16S, 1’hybridation ADN-ADN et a un degré
moindre, le pourcentage de guanine-cytosine (Goodfellow et al., 1988; Stackebrandt et
al.,, 1997; Stackebrandt et Schumann, 2006; Wellington et Ul-Hassan, 2009).
L’identification des genres est facilitée par les études morphologiques et chimiques

tandis que les criteres physiologiques et moléculaires séparent lesespeces.
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Figure 5. Représentation schématique de la micromorphologie de quelques genres
d’actinobactéries (Ait Barka et al., 2016).

3. Ecologie des actinobactéries
Distribution dans I’environnement

Du fait de leur grande capacité adaptative, les actinobactéries sont des organismes
ubiquitaires présents dans une grande variété d’habitats. On les retrouve dans le sol, 1’air,

les eaux douces, les eaux de mer, les composts, les débris végétaux, le pollen, les abeilles
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melliféres, les plantes (endophytes), les lichens et plusieurs autres substrats (Weyland
1981; Goodfellow et Williams 1983; Lacey, 1997; Kim et al., 1998; Taechowisan et al.,
2003; Gonzalez et al., 2005; Promnuan et al., 2011).

Toutefois, la majorité des actinobactéries est d’origine tellurique, et c¢’est a partir du
sol qu’elles peuvent coloniser les autres milieux (Dommergues et Mangenot, 1970). Ces
bactéries ont également la faculté de coloniser d’autres biotopes particuliers tels que les
déserts chauds, les glaciers, les sites pollués par des hydrocarbures ou par des métaux
lourds, les grottes naturelles, les lacs extrémement alcalins, certains milieux tres salés ou
encore les sediments marins profonds (Lechevalier 1981; Groth et al., 1997; Sabaou et
al., 1998; Moncheva et al.,, 2002; Pathom-aree et al., 2006; Okoro et al.,2009;
Santhanam et al., 2012).

Le sol est le réservoir le plus important en actinobactéries (10 a 20% de la
microflore tellurique). Méme si elles sont généralement moins nombreuses que les autres
bactéries, leur nombre en terme de propagules est plus important que celui des
champignons, avec une densité qui varient entre 10° et 10° propagules par gramme de sol
sec et avec une dominance du genre Streptomyces qui représente entre 80 et 95 % des
isolats actinobactériens d’origine tellurique (Goodfellow et Williams, 1983; Theilleux,
1994). L’abondance des actinobactéries au niveau du sol est influencée par plusieurs
facteurs physico-chimiques tels que la nature et la richesse en matieres organiques, la
température, le pH, la profondeur, 1’aération et I’humidité. Leur répartition verticale va de
la surface a plus de 2 métres de profondeur avec un optimum entre 2 et 15 cm (Breton et
al., 1989).

Les actinobactéries préférent un pH compris entre 7 et 8 et une humidité réduite de
I’ordre de 5 a 25%. A D’instar des autres bactéries du sol, la majorité des actinobactéries
sont mésophiles, basophiles ou neutrophiles. Certaines especes sont acidophiles ou
halophiles (Hagedorn, 1976; Meklat et al., 2011; Meklat et al., 2012). Certains genres,

tels que les Thermomospora, sont thermophiles (Sabaou et al., 1998).

Distribution dans les sols sahariens algériens
En Algérie, Sabaou et ses collaborateurs, les actinobactéries peuvent représenter
jusqu'a 80% de la microflore des sols sahariens, soit une concentration de 1’ordre de 10° &
107 UFC/gss (Unités Formant Colonies par gramme de sol sec) avec une prédominance du
genre Streptomyces (Sabaou et al., 1980; Sabaou et al., 1992; Sabaou et al., 1998). A une

profondeur de plus de 2 m, le pourcentage des actinobactéries devient encore plus élevé et
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peut atteindre jusqu’a 95% de la microflore totale (Sabaou et al., 1998). Différents travaux
d’isolement menés par Sabaou et ces collaborateurs ont permis, via l'utilisation des
méthodes sélectives, d’isoler un nombre important de souches appartenant a des genres
considéres comme peu fréquents a rares, et ont également permis la découverte de
nouvelles especes (Sabaou et al., 1998 ; Zitouni et al., 2004a,b; Meklat et al., 2012;
2013; 2014; Boubetra et al., 2013 a, b) et de 2 nouveaux genres (Mzabimyces et
Bounagaea) (Saker et al., 2014; Meklat et al., 2015).

De plus, I'importante des actinobactéries d’origine saharienne a produire de
nombreuses substances antibiotiques, a été soulignée plusieurs fois et a permis de
découvrir diverses molécules bioactives nouvelles. Parmi ces antibiotiques nous citons: des
antibiotiques nucléosidiques, des macrolides et des anthracyclines (Zitouni et al., 2004
a,b; Zitouni et al., 2005), des antibiotiques aromatiques (Badji et al., 2006; Badji et al.,
2007; Badji et al., 2011), des angucyclines (Boudjella 2006; Boudjella et al., 2010), des
dithiolopyrrolones (Lamari et al., 2002 a,b; Merrouche et al., 2010; 2011 ; 2018, 2019 et
2020) et des saquayamycines (Aouiche et al., 2014).

4. Importance des actinobactéries
En biotechnologie

Les actinobactéries sont tres utiles en biotéchnologie, leur hétérogénéité métabolique
et leur diversité écologique assez exceptionnelles font d’elles des producteurs potentiels de
nombreuses molécules a propriétés trés diverses et intéressantes en industrie
pharmaceutique et alimentaire (Abbas, 2006; Anandan et al., 2016). Les actinobactéries
présentent la source de nombreux importants métabolites, qui peuvent é&tre des
antibiotiques, des enzymes, des inhibiteurs d’enzymes, des vitamines, des antimitotiques,
des antihistaminiques, des analgésiques, des vasodilatateurs, des immunostimulants et des
immunosuppresseurs (Rawasheh et al., 2005; Demain, 2006; Reis et al., 2012; Yassien et
al., 2015). Ills peuvent également produire des substances ayant des activités
antiparasitaires telles que les antimalaria (distamycine), les acaricides (altémicidine), les
anticoccidiens, les insecticides (avermictine), les miticides (tétranactine), les
antihelmintiques (avermectines) et les piscicides (antimycine A) (lkeda et al., 2014;
Samri et al., 2017; Sreedharan & Rao, 2017).

Les actinobactéries sont de remarquables producteurs d’antibiotiques, qui peuvent
étre des agents antibactériens, antifongiques ou antiviraux. lls peuvent étre aussi a

propriétés antitumorales et cytostatiques (carcinostatine, adriamycine, anthramycine,
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daunomycine, rebeccamycine, etc.) (Harvey, 2008). Les Streptomyces sont
particulierement prolifiques (Ozbay et al., 2004). Ainsi, 80% des antibiotiques d’origine
microbienne commercialisés proviennent du genre Streptomyces (Thakur et al., 2007).
D’autres genres producteurs peuvent étre cités: Micromonospora, Nocardia,
Actinomadura, Actinoplanes, Nocardiopsis et Saccharothrix. Parmi les molécules
élaborées par les actinobactéries, seulement 20% représentent des antifongiques (Sanglier
et al., 1993; Jose et Jebakumar, 2013).

En agronomie

Les actinobactéries mycéliennes jouent un rdle important dans le domaine
agronomique. Environ 15 % de l'azote mondial est fixé naturellement par les relations
symbiotiques entre diverses especes du genre Frankia et plusieurs plantes dicotylédones.
Le genre Frankia vit en association avec de nombreux arbres tel que Casuarina I’orme,
I’aulne, etc., il forme des nodules racinaires ou 1’azote gazeux est fixé (Maggia, 1991;
Thajuddin et al., 2015; Anandan et al., 2016).

Les actinobactéries ont un réle important dans les processus de recyclage et de
biodégradation de la matiere organique et des eléments minéraux et contribuent ainsi a la
fertilisation des sols. Il sont capables de dégrader des substances organiques complexes
difficilement ou non dégradables par les autres microorganismes, tels que les polymeéres
complexes, les polysaccharides, les lignocelluloses, la chitine, etc. (Lechevalier, 1981;
Goodfellow et Williams, 1983 ; Anandan et al., 2016). Elles sont aussi capables de
dégrader ou de recycler certaines toxines produites par des champignons toxinogénes et
réduire ainsi leur teneur dans les produits finaux en agro-alimentaire (Holzapfel et al.,
2002; Verheecke et al., 2014, 2015).

Les actinobactéries ont un intérét en tant que sources de composes agro-actifs en
favorisant la croissance des plantes et comme outils de lutte biologique contre les agents
phytopathogénes d’origine tellurique (El-Tarabily et al., 2009; Qin et al., 2009; Khamna
et al., 2010; Singh Saharan et al., 2014; Jog et al., 2016). En effet, ces derniéres années,
les différents aspects des interactions actinobactéries-plantes ont fait I’objet de plusieurs
études approfondies et ont révélé des résultats prometteurs (Uroz et al., 2010; Sessitsch et
al., 2012; El-Shatoury et al., 2013; Viaene et al., 2016; Sathya et al., 2017).

Les actinobactéries produisent aussi des antibiotiques spécialement développés pour
le marché agricole. Environ 60% des nouveaux insecticides et herbicides signalés au cours

des 5 derniéres années proviennent de Streptomyces (exemples : la blasticidine, la
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kasugamycine, les polyoxines, etc.), et utilisées dans le contrdle de diverses maladies
fongiques d’arbres fruitiers et de Iégumes (Anandan et al., 2016; Arasu et al., 2016).

La Figure 6 présente une bréve description des applications importantes des
actinobactéries.

Antibiotique

Pigments

Larvicides

Biosurfactants

S

Herbicides LLY
» v P
- 4 4

Probiotiques

Nanoparticules

Figure 6. Différentes applications biotechnologiques des actinobactéries (Anandan et al.,
2016).
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Chapitre 11: Matériel et méthodes

I. Objectif du travail

Notre stage pratique de fin d’étude a été réalisé pendant deux mois (entre début Février
et fin Mars) au sein du Laboratoire de Biologie des Systemes Microbiens (LBSM) de I'E.N.S
Kouba, Alger. L’objectif du présent travail était, I’isolement et [D’identification
morphologique de 1’agent causale de la fusariose vasculaire chez le pois chiche, ainsi que
I’évaluation du potentiel antagoniste d’une collection d’actinobactéries appartiennent au
LBSM. Pour la réalisation de ce travail toute une démarche a été suivie, expliquée dans les

points qui suivent.

I1. Isolement et purification de I’agent pathogéne

1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude a été récolté durant la campagne agricole
2018-2019 par 1’équipe du LBSM. L’¢chantillonnage des plantes de pois chiche
symptomatique a été effectué au niveau de trois wilayas (Tlemcen, Ain Temouchent, Chleff).
La période d’échantillonnage a été coincidée avec la période de la floraison, dont deux
pathotypes ont été visés (symptdmes de jaunissement et de flétrissement) (Figure 7). Pour
chaque région 10 plants ont été pris, dont 5 portent des symptomes de jaunissement et 5 autre
portent des symptdmes de flétrissement. Chaque plant a été mis individuellement dans une

enveloppe en papier fermée et conservé jusqu’a la date de I’isolement.

Figure 7. Les symptomes de la fusariose vasculaire du pois chiche. A: syndrome de
flétrissement, B; syndrome de jaunissement

26



Chapitre 11: Matériel et méthodes

2. Isolement

L’isolement de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC), agent causal de fusariose
vasculaire du pois chiche, a été effectué sur la base des symptomes typiques de la maladie
observés sur les plants de pois chiche. L’étape de 1’isolement est commencée par le ringage
et le séchage des plants symptématique entiers et le choix de I’endroit de la prise des
fragments. Les fragments de tiges nécrosés de 9 mm ont été découpés longitudinalement,
trompés a I’hypochlorite de sodium 2,5% pendant 3 min afin de les stériliser, puis rincé 3
fois par I’eau distillée stérile (Haware et al., 1996). Les fragments ont été séchés avant de
les mettre dans des boites de pétrie (9 cm) content un milieu sélectif pour les Fusaria
(peptone PCNB agar, voir annexe 1) (Leslie et Sammurell, 2006). Chaque boite de pétrie
est ensemencée par 3 fragments (Figure 8). Par la suite, les boites ont été incubées a 28°C

pendant une semaine (Leslie et Sammurell, 2006).

(=& h 2 ‘ - 4l
Figure 8. Isolement et purification des isolats de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris:

1- découpages des fragments nécrosés, 2- Ringage des fragments avec 1I’hypochlorite de sodium et
I’eau distillée, 3-séchage des fragments, 4- dépdt des fragments sur un milieu sélectif des Fusaria.
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3. purification

La purification a concerné principalement les colonies dont I’aspect cultural est
similaire a celui du Fusarium. Il s’agit donc de prélever une petite bouture mycélienne et de
I’ensemencer de maniére aseptique au centre d’une boite de Pétri contenant du PDA. Les
isolats sont purifiés par repiquage successif sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar, annexe
1) (Rapilly, 1969).

L’observation des boites au microscope permet de s’assurer que la colonie est exempte
de contamination. Néanmoins, la culture monospore présente le procéde le plus sir pour

éviter tout risque de contamination (Rapilly, 1969).

4. Culture monospore

La technique de la culture monospore (Figure 9) permet d'obtenir une culture pure a
partir des spores fongiques par étalement sur milieu PDA.

Dans un premier temps, la souche a monosporer est repiquée dans une boite contenant
du milieu PDA et laissée se développer sur la totalité de la surface de la boite pendant 7 jours.
Un explant est prélevé a partir de la périphérie de la boite et introduit dans un tube contenant
10 mL d’eau distillée stérile, aprés agitation, une suspension sporale est obtenue a partir de
laquelle des dilutions au dixieme sont réalisées comme suit:

- 01 mL de la suspension sporale est prélevé puis introduite dans un tube contenant 09
mL d’eau distillée stérile. Cette opération est reproduite jusqu’a 1’obtention des
dilutions de 10 et de 10°°.

- Apartir des 2 derniére dilutions, 01 mL est prélevé puis étalé a1’aide de billes stériles
sur milieu PDA.

- Aprés 24 hd’incubation a 28°C, a I’aide du microscope, le repérage et la délimitation
des spores en germination sont effectués. Les spores sont prélevées et déposées dans
de nouvelles boites de Pétri contenant du milieu PDA puis incubées a 28°C pendant

une semaine (Rapilly, 1969).
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!

Fragment mycélien

m 01 mL 01 mL m
- — —— —

9 mL d’eau
distillée
stérile
\/ \/ ./ ./ \/
102 102 103 104 10
11 mL 11 mL

Milieu PDA, Incubation a 28°C pendant
une semaine

Figure 9. La culture monospore.

I11. Identification morphologique de I’agent pathogéne

Les especes de Fusarium présentent une grande variabilité naturelle de la morphologie, qui est
influencée par la nature du substrat nutritif sur lequel le champignon s’est développé (Champion,
1997).

1. Identification macroscopique

L’identification consiste a vérifier les paramétres observés a 1’ceil nu, elle se base
essentiellement sur la notation des caractéres morphologiques variables des colonies sur un
milieu PDA, selon les critéres décris par Leslie et Sammurell (2006):
o Aspect du mycélium

Le mycélium peut avoir un aspect floconneux, clairsemé ou abondant.

J Couleur du mycélium

La couleur de mycélium est trés variable allant du blanc au violet pale.
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o Sporodochie (masse sporale centrale)
Elle peut avoir des couleurs différentes. Certains isolats de Fusarium produisent un
mycélium raz et muqueux conséquence a la fusion des sporodochies avec une couleur orange

sur milieu PDA.

o Pigmentation
Le FOC comme certaines Fusaria, secréte différents pigments, pour cette parametre nous
vérifions la couleur qui pourrait étre violet foncé, pale, magenta sombre ou pourrait étre sans

pigmentation.

. Taux de la croissance

Le taux de croissance végétative est parfois utilis€ comme caractére secondaire dans les
identifications et les descriptions d'especes. Pour ce paramétre, nous avons procéde le
protocole décrie par Leslie et Sammurell (2006) avec quelques modifications. Un petit
fragment de mycélium a été déposé au centre d’une boite de pétrie (9 mm de diameétre)
contenant un milieu de culture PDA. Les boites sont incubées a une température constante
égale & 25°C et dans I’obscurité totale. Les mesures du diamétre ont été prises le 3™ le 5™
jour, en se basant sur I'expansion radiale du champignon. Cing répétions par isolats ont été

effectuées.

2. ldentification microscopique

L’observation du pathogéne au microscope permet 1’identification des champignons,
en se basant sur les caractéres morphologiques des spores. Cet examen est réalisé en
déposant un fragment d’une colonie (issu de la culture monospore) entre une lame et une
lamelle, dans une goutte de bleu coton ou dans du lactophénol (colorant spécifique des
champignons). Il est recommandé pour observer et vérifier les caracteres microscopiques
dans les milieux de culture SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar) ou CLA (Carnation Leaf-
Piece Agar). Pour la présente étude, tous les caractéres microscopiques ont été observés

dans un milieu SNA (voir annexe 1).

o Abondance des spores
Nous vérifions la densité des spores In situ, dans les observations directes des boites au

microscope optique et entre lame et lamelle.
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o Les macroconidies
Pour ces spores, nous avons Vérifié la forme, la taille et le nombre de cloisons. Nous avons
essayé de caracteriser aussi la forme des cellules apicale et la forme de la cellule basale.

L’observation doit étre effectuée en globalité en évitant la concentration sur les cas rares.

o Les microconidies

La présence ou I’absence des microconidies est le premier critere que devait étre vérifié. Une
fois ces spores sont présentes, on note leur forme, leur taille et la maniére dont elles sont
regroupées. Ainsi il est nécessaire d’observer la nature de la cellule conidiogene (phialide),
si elle est monophialide ou polyphialide. Les microconidies ont été d’abords observées In
situ (observation directe au niveau de la boite de pétrie) aux grossissements 100x et 400X,

par la suite, une confirmation aura lieu en préparant des lames colorées en bleu coton.

e Les chlamydospores

Les chlamydospores sont plus fréquentes dans les cultures les plus anciennes que dans les
plus jeunes. Elles peuvent apparaitre plus abondamment sur des milieux tels que la gélose a
la boue ou le SNA, que sur le CLA (Leslie et Sammurell, 2006). Il peut étre nécessaire de
réexaminer les cultures jusqu'a deux mois pour déterminer définitivement si des
chlamydospores sont présentes. Nous avons examiné la présence des chlamydospores dans

des préparations issus d’un milieu SNA et jusqu’a deux moi.

V. Effet antagonistes de quelques souches d’actinobactéries contre les isolats de

I’agent pathogéne

1. Souches d’actinobactéries

Les actinobacteries testés appartiennent a la collection de microorganismes du LBSM.
Un total de 88 souches (Tableau 1) d’actinobactéries isolés des sols sahariens d’Algérie
(Adrar, Hoggar, Ghardaia et Tamanrasset) ont été étudiée pour leur potentiel antagoniste
contre 1’agent pathogéne Fusarium oxysporum f. sp. ciceris. Ce screening préliminaire est
effectué afin d’évaluer les propriétés antagonistes et pour tester I’activité antifongique des

souches d’actinobactéries in vitro.
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Tableau 2 . Les souches d’actinobactéries utilisées pour évaluer leurs propriétes antagonistes.

Actinobactéries Origine
Acl. Amycolatopsis sp. Ac31. Streptomyces sp.
Ac2. Streptomyces sp. Ac32. Streptomyces sp.
Ac3. Streptomyces sp. Ac33. Streptomyces sp.
Ac4. Streptomyces sp. Ac34. Streptomyces sp.
Ac5. Micromonospora sp. | Ac35. Micromonospora sp. Sol saharien d’Adrar
Ac6. Nocardia sp. Ac36. Nocardia sp.
Ac7. Streptomyces sp. Ac37. Streptomyces sp.
AC8. Streptomyces sp. Ac38. Streptomyces sp.
Ac9. Nocardia sp. Ac39. Streptomyces sp.
Acl0. Saccharothrix sp. Ac40. Streptomyces sp.
Acll. Streptomyces sp. Ac4l. Streptomyces sp.
Acl2. Streptomyces sp. Ac42. Saccharothrix sp.
Acl3. Streptomyces sp. Ac43. Streptomyces sp.
Acl4. Micromonospora sp. | Ac44. Nocardia sp.
Ac15. Saccharothrix sp. Ac45. Saccharothrix sp. Sol saharien de Hoggar
Acl6. Streptomyces sp. Ac46. Micromonospora sp.
Acl7. Streptomyces sp. Ac47. Streptomyces sp.
Acl8. Streptomyces sp. Ac48. Streptomyces sp.
Acl9. Streptomyces sp. Ac49. Micromonospora sp.
Ac20. Streptomyces sp. Ac50. Streptomyces sp.
Ac21. Streptomyces sp. AcS51. Streptomyces sp.
Ac22. Streptomyces sp. Ac52. Streptomyces sp.
Ac23. Streptomyces sp. Ac53. Saccharothrix sp.
Ac24. Streptomyces sp. Acb4. Saccharothrix sp. Sol saharien de Ghardaia
Ac25. Streptomyces sp. Ac55. Saccharothrix sp.
AcC26. Streptomyces sp. Ac56. Micromonospora sp.
Ac27. Streptomyces sp. Ac57. Streptomyces sp.
Ac28. Streptomyces sp. Ac58. Nocardia sp. sp.
Ac29. Streptomyces sp. Acbh9. Saccharothrix sp.

32



Chapitre 11: Matériel et méthodes

Ac30. Saccharothrix sp. Ac60. Saccharothrix sp.

Ac61. Streptomyces sp. ACT5. Streptomyces sp.

Ac62. Streptomyces sp. Ac76. Saccharothrix sp.

Ac63. Saccharothrix sp. Ac77. Amycolatopsis sp.

Ac64. Saccharothrix sp. Ac78. Saccharothrix sp.

AC65. Streptomyces sp. Ac79. Nocardia sp.

Ac66. Saccharothrix sp. Ac80. Saccharothrix sp.

AC67. Streptomyces sp. Ac81. Micromonospora sp. Sol saharien
AC68. Streptomyces sp. AC82. Streptomyces sp. de Tamanrasset
AC69. Streptomyces sp. Ac83. Streptomyces sp.

Ac70. Saccharothrix sp. Ac84. Streptomyces sp.

AcT71. Streptomyces sp. Ac85. Streptomyces sp.

Ac72. Saccharothrix sp. Ac86. Nocardia sp.

Ac73. Nocardia sp. Ac87. Nocardia sp.

ACT4. Streptomyces sp. Ac88. Streptomyces sp.

2. microorganismes-cibles

Six isolats de 1’agent pathogéne obtenus par la culture monospore ont été utilisés
comme germes cibles pour étudier I’activité antifongique des souches d’actinobactéries. I1
s’agit de FPW1, FPW3, FPWS5, FPW6, FPY2 et FPY4. Une souche de F. oxysporum f. sp.
pisi alg 3, appartenant a la collection de microorganisme du LBSM, a été utilisée comme

souche de référence.

3. Test d’antagonisme par |la méthode des cylindres d’agar

L’activité antifongique des souches d’actinobactéries, a été évaluée par la méthode des
cylindres d’agar (Patel et Brown, 1969). Cette méthode consiste a ensemencer les souches
a tester en stries serrés sur le milieu solide ISP2 (International Streptomyces Project 2, voir
annexe 1) (Shirling et Gottlieb, 1966), puis incuber pendant 10 jours a 30°C. Apres
incubation, des cylindres d’agar de huit millimetres de diamétre sont découpes stérilement a
partir de chaque culture mire a 1’aide d’un emporte-piéce, puis déposés a la surface des
boites contenant le milieu PDA semi solide (12 g/L d’agar) préalablement ensemencé par

les champignons cibles prélevés d’une suspension fongique préparée selon la méthode de
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Bouznada (2018). Les boites sont maintenues a 4°C pendant 2 h, avant d’étre incubées, afin
de permettre une bonne diffusion des substances antifongiques, tout en empéchant
momentanément la croissance des microorganismes cibles. Les diamétres des zones
d’inhibition sont mesurés apres 48 h a 72 h d’incubation a 28°C. La figure 10, illustre les

étapes de cette méthode.

Découpage des cylindres
de 8 mm de diametre a
1’aide d’un emporte piece

Culture d’actinobactérie agée de Dépot du cyl?ndre
10 jours sur milieu ISP2 solide dans la boite
o _ "
\ Incuber a 28°C h
/ ‘ pendant48ha 72 h @

Mesure du diameétre Milieu PDA semi-solide, ensemencer
d’inhibition préalablement par 1’isolat du FOC

Figure 10. Mise en évidence de [D’activité antagoniste antifongique des souches
d’actinobactéries par la méthode des cylindres d’agar.
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Chapitre I111: Résultats et discussion

|. Résultats

1. L’identification des isolats de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC)
L’isolement

Les milieux de culture peptone PCNB agar et PDA se sont révéles étre tres intéressants
pour I’isolement, la purification et la sélection des Fusarium. Les colonies qui ont montre,
aprés observation a I’ceil nu et au microscope optique, les caractéristique des Fusarium, en
particulier la formation des macroconidies et microconidies sont considéré comme des
isolats appartenant au genre Fusarium. Au totale 24 isolats issus de 30 échantillons (plants
de pois chiche symtématiques) ont pu étre aléatoirement choisis sur la base de leur diversité
culturale et morphologique remarque lors de I’observation. Nous avons préleve 12 isolats a
partir des plants de pois chiche issus de la wilaya de Chleff, 7 isolats issus des plants de pois
chiche issus de la wilaya de Ain Temouchent et 5 isolats a partir des plants issus de la wilaya

de Tlemcen.

La culture monospore

Apres 24 h d’incubation a 28°C, nous avons procédé, a 1’aide du microscope, au
repérage et a la délimitation des spores en germination (Figure 11). Deux conidies ont été
prélevé et déposé chacune dans une boite de Pétri contenant du milieu PDA. Apres
incubation a 28°C, des cultures pures sont obtenues (Figure 12). Cette technique nous a
permis de purifier 6 isolat dont 3 appartiennent a la wilaya de Chleff (notés: FPW3, FPY2
et FPY4), 2 a la wilaya de Ain Temouchent (notés: FPW1 et PFW5) et un isolat appartient
a la wilaya de Tlemcen (noté: FPW®6).

Figure 11. La monospore en germination.
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Figure 12. La culture pure a partir de 2 monospores.

Etude macroscopique
Les résultats des observations macroscopiques sont notés dans le tableau 2.
La variabilité morphologique et la couleur du thalle des six isolats de FOC sont

représentées par la figure 13.

e Aspect et couleur du mycélium

Des différences remarquables ont été enregistrées entre les 6 isolats issus de la
monospore. L’isolat FPW1 et PFWS5 ont un mycélium clairsemé et dispersé, alors que les
FPW3, FPW6, FPY2, FPY4 ont un mycélium floconneux moyennement a peu abadant.

Le mycélium de FPW1 et FPW6 a une couleur beige pale, FPW3, FPY2 et FPY4 ont

un mycélium blanc, alors que 1’isolat FPWS5 allant vers le rose.

e Sporodochies

Dans les 6 isolats nous avons remarqué que les sporodochies étaient claires au niveau
du centre. La couleur et I’abondance de de la spordochie centrale sont variables entres les
isolats. L’isolat FPW1 posséde une couleur péche, avec un aspect gréseux. Pour I’isolat

FPWS5 et FPWS6, la couleur est pourpre foncée et marron respectivement, alors que les
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sporodochies centrales observées chez les isolats FPW3, FPY2 et FPY4 sont blanche,

abondante pour le FPW3 et moyennement abondante pour le reste des isolats.

e Pigmentation

Le pigment produit par les isolats FPW1 et FPW5 est de couleur orange et rose,

respectivement, alors que, le FPW6 est pigmenté en marron au niveau du centre, la couleur

devienne de plus en plus vert en allant vers I’extrémité. Les isolats FPW3, FPY2 et FPY4

ont produit des pigments de couleur creme.

Tableau 3. Caractérisation macromorphologique des six isolats de FOC.

Mycélium Sporodochie centrale
Aspect Abondance Couleur | Couleur et | pigmentation
abondance
FPW1 | Clairessemé | Dispersé Pale Péche gréseuse Orange
FPW3 | floconeux Abondant blanc Abondant blanche Creme
FPWS5 | Clairessemé | Dispersé violet Peu abondant violet | Violet
FPW6 | Floconeux | Peuabondant | Beige Moyennement Marron au
abondant Marron centre  jaune
verdatre  vers
I’extrémité
FPY2 | Floconeux | Peuabondant | Blanc Moyennement Creme
abondante
FPY4 | Floconeux Moyennement | Blanc Moyennement Créeme
abondant abondante

37




Chapitre I111: Résultats et discussion

Figure 13. La variabilité morphologique des six isolats de FOC sur milieu PDA. A: face
inférieure des boites de Pétri, B: face supérieure des boites de Pétri.
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e Taux de croissance

les résultats des diametres de colonies pour les six isolats aprés 3 jours, 4jours et 5jours
sont montionné dans les histogrammes de la figure 14.

Le diametre des colonies enregistré aprés 3 jours (72 h) pour tous les isolats sont
compris entre 29,4 mm et 41 mm. La valeur minimale a été enregistrée chez 1’isolat FPW3,

tans dis que, la valeur maximale a été enregistrée chez 1’isolat FPWS5.

FPW1 FPW3 FPW5 FPW6 FPY2 FPY4

mm

70
60
5
4
3
2
1

O O O O O

= 3j u4j =5]

Figure 14. Taux de croissance des six isolats de FOC.

Etude microscopique
Les résultats des observations microscopiques réalisés sont notés dans le tableau 3.
Les différentes structures et la forme des spores observées chez les six isolats de FOC

sont représentées dans les figures 15 et 16, ainsi que 2.

e Abondance des spores

La densité des spores a été observé In situ (observation directe sur la boite) et sur des
préparations des lames colorées. Une différence entre 1’abondance des spores a été observée
entre les 6 isolats. En effet, la FPW3 avait la densité la plus faible, alors que la densité la
plus forte est enregistré pour lesisolats FPY2 et FPY4. Ainsi I’abondance des macroconidies
par rapport aux microconodies a été observée. L’isolat FPW3 est remarqué par 1’abondance

des microconidies, tandis que le FPW6 est remarqué par I’abondance des macroconidies.
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e Lesmacroconidies

Nous avons noté la forme, la taille, le nombre de cloisons, la forme de la cellule
apicale et la cellule basale. En générale, la variabilité entre les 6 isolats est tres faible. Les
macroconidies sont libres ou porté par les conidiophores. La taille des macroconidies est
comprise entre 15 a 18 pum (courtes a moyennes), elles sont 1égerement courbées (falciforme)
ou allongé et fréequemment avec trois a cing cloisons.

Concernant les cellules apicale et basale, il est difficile de montrer la différence dans
les photos en raison la absence d’un matériel sophistiqué. Pour ces deux parameétres, nous
avons joué sur la mise au point et le condensateur. La cellule apicale est 1égerement mince
et recourbée alors que pour la cellule basale elle est a peine entaillée (barely notched; FPW1,
FPW3, FPW6) ou en forme de pied (footed; FPW5, FPY2, FPY4).

e Les microconidies

Pour les microconidies nous avons pris en considération la taille et la forme des
microconidies et la nature du phialide (monophialide ou polyphialide). Les microconidies
sont variables par rapport a leur taille et leur forme, nous avons distingué la forme ovoide
non septé (petite 3-6 um), la forme cylindrique non septé (3-6 um) et la forme falciforme a
une cloison ou rarement 2 cloisons (8-10 pum). Les microconidies sont regroupées en fausse

téte sur une monophialide courte.

e Leschlamydospores

Les observations notées ont confirmé la présence des chlamydospores dans les 6 isolats
de FOC, ces structures ont été observées a partir de la deuxiéme semaine. Nous avons vérifié
ces structures apres deux mois afin de confirmé leur présence et éviter de les confondre avec
les pseudo-chlamydospores décrites par Leslie et Summerell (2006). Ces structures sont
intercalaires ou terminales, elles ont une paroi épaisse, une apparence verrugueuse et une

coloration claire, généralement jaune-brun.
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Tableau 4. Caractérisation micromorphologique des six isolats de FOC.

Macroconidies

Macroconidies

Isolats | Taille Cellule Cellule Taille Position des | Chlamydospore
et forme apicale basale et forme microconidies
FPW1 | 15-18 pym Légérement a peine | ovoide ou | Agglomération Intercalaire a 2 ou
Allongée a 3 | recourbée entaillée cylindrique en fausse téte terminale
cloisons sans cloison portées par
3 pm-6um Monophialide
falciforme a1
cloison  8-10
pm
FPW3 | 15-18 um Mince a peine | ovoide ou | Aglomération en | Intercalaire a 2 ou
Allongée légerement entaillée cylindrique fausse téte | terminale
Iégerement recourbé sans cloison portées par
recourbée 3 UmM-6um Monophialide
a 3 cloisons falciforme a1
rarement 5 cloison 8-10
cloisons Um
FPW5 | 15-18 pm Mince En forme | ovoide ou | En fausse | Intercalaire a 2 ou
Allongée Légerement de pied cylindrique téte portees par | terminale
[égérement recourbée sans cloison Monophialide
recourbée 3 um-6um
a 3-5cloisons falciforme a1
cloison 8-10
pm
FPW6 | 15-18 pm a peine | ovoide ou | En fausse téte Intercalaire a 2 ou
Allongée entaillée cylindrique portées par terminale
Légerement sans cloison Monophialide
recourbée 3 Um-6um
a 3 cloisons falciforme a 1
cloison  8-10
pm
FPY2 15-18 um Mince droite En forme | ovoide ou | En fausse téte Intercalaire a 2 ou
Droit de pied cylindrique portées par terminale
légerement sans cloison Monophialide
recourbée 3 um-6um
a3-5 falciforme a1
cloisons cloison  8-10
pm
FPY4 15-18 um Mince droite En forme | ovoide ou | En fausse téte | Intercalaire a2 ou
Droit de pied cylindrique portées par | terminale
[égérement sans cloison Monophialide
recourbée 3 um-6um
a3-5 falciforme a1
cloisons cloison  8-10
pm
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P —

A: microconidie sur B: mycéliumsepté avec
monophialide des microconidiesen
faussetéte

C: conidiophore avec D: microconidies cloisonnées
des macroconidies et non cloisonnées

-

\

F: chlamydospor
intercalaire

F: chlamydospore
terminale

Figure 15. Les différentes structures observées chez les six isolats de FOC(G: 10x40). .
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Figure 16. La forme de spores observées chez les six isolats de FOC. A: macroconidies,
avec des cellules apicales et basales, B: macro et microconidies, C: regroupement des

microconidies en fausse tétes(G: 10x40)..

2. Evaluation du potentiel antifongique

Les 88 souches d’actinobactéries ont été testées in vitro pour leur pouvoir
antifongique, par la méthode des cylindres d’agar, contre les six isolats (FPW1, FPW3,
FPWS5, FPW6, FPY2 et FPY4) de F. oxysporum f. sp. ciceris obtenus a partir de la
monospore. Les Résultats de 1’activité antifongique de ces d’actinobactéries sont donnés en
annexe 2.

Les résultats obtenus ont montré une activité variable des souches d’actinobactéries
contre les six isolats de FOC ciblés (nulle, faible, moyenne et forte). Parmi les 88 souches
d’actinobactéries testés, 19 souches ont donnés des activités antifongiques moyennes a fortes
(Figure 18). La souche Act51 a enregistré les valeurs les plus importantes sur tous les isolats,
avec des zones d’inhibition qui varient entre 20 et 24 mm (Figure 19), suivi par la souche
Actl3 avec des zones d’inhibition qui varient entre 16 et 24 mm. Les deux isolats sont
morphologiquement apparentés au genre Streptomyces. Au totales parmi les 19 souches
actives 57,89 % apparentés au genre Streptomyces, 26,31 % sont des Saccharothrix et 15,78
% sont apparentés aux autres genres. Certains actinobactéries qui étaient actives contre des

isolats de FOC n’ont pas montré une activité contre la souche de référence de F. oxysporum

43



Chapitre I111: Résultats et discussion

f. sp. pisi, telles que les actinobactéries Ac70, Ac71 et Ac72.

25

e

520

S

515

=

£

glo

2

5

8 5

0 M O © 0o ¥ O O Hd ~ 0 <939 M © o +d N o
B‘B‘B‘B‘%‘Z’BE%%ELS“S“SBBB%S
<E<E<E<E<E<<<<<<E<E<E<E<E<E<E<

EFPW1 ®FPW3 "FPW5 "FPW6 ®EFPY2 ®FPY4 BEEOPalg3

Figure 18. Spectre d’activité antifongique des actinobactéries Contre les champignons cibles,
sur milieu ISP2.

Note: * Le diamétre du cylindre d’agar (8 mm) n’est pas compris.
AC: Actinobactéies, FOP alg3: Fusarium oxysporum f. sp. pisi.

Figure 19. Activité antifongique de la souche Ac51 sur milieu PDA semi solide par la
méthode des disques d’agar, contre les isolats du FOC: PFW1, FPW5 et FPY2.
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I1. Discussion

La fusariose vasculaire causée par 1’agent pathogéne Fusarium oxysporum est une
maladie d’intérét économique a cause des dégats engendrés sur plusieurs cultures. L’espéce
est composée de plus de 150 formes spécialisées distingués par la plantes hote infecté. La
caractérisation morphologique et la lutte biologique contre Fusarium oxysporum f. sp.
ceceris, I’agent causal de la fusariose vasculaire chez le pois chiche, était I’objectif de notre
étude.

La caractérisation morphologique des 6 isolats ((FPW1, FPW3, FPW5, FPW6, FPY 2
et FPY4)) de F. oxysporum a montré une variabilité au niveau de 1’aspect et la couleur de
mycélium, la pigmentation, I’aspect et la couleur de la sporodochie centrale et ’abondance
des spores. Cependant, les parameétres liés aux macroconidies et les microconidies de ces
isolats ont été similaires. Ainsi, nous avons noté 1’abondance des chlamydospores dans les
six isolats. Nos résultats sont en accords avec les travaux réalisé sur les différents formes
spéciales de F. oxysporum isolé a partir de plusieurs plantes hotes telles que le pois chiche
(Kheni et al., 2017), la tomate (Si Mohamed et al., 2016), le palmier dattier (Sidaoui, et
al., 2017) la grenadille (Magalhes et al., 2016), le piment (Ferniah et al., 2014; Cha et
al., 2007) et la banane (Ingle et Ingle, 2013).

La forme des microconidies produites sur de courtes monophialides est une des
principales caractéristiques définissant I'espece de F. oxysporum (Leslie et Summerell
2006). La présence des chlamydospores chez la plupart des isolats a été observée a partir de
de la deuxiéme semaine, ce qui est en désaccord avec les résultats Si Mohamed et al. (2016)
qui ont enregistré 1’abondance des chlamydospores a partir de trois semaines.

Le taux de la croissance des six isolats, est compris entre 29,4 mm et 41 mm aprésde
72 h. Cet intervalle de taux de croissance correspond a ce présenté par Leslie et Summerell
(2006) chez les différentes espéces de F. oxysporum. Cependant, le taux de croissance peut
présenter des faibles variations entre les différentes formes spéciales qui peuvent étre dues a
la variation des conditions expérimentales. Ainsi, un diamétre de 30 a 40 mm (apres 4 jours
d’incubation) a été noté chez F. oxysporum f. sp. ceceris (Kheni et al., 2017), 35 a 64 mm
(aprés 5 jours) chez F. oxysporum f. sp. albidinis (Sidaoui et al., 2017) et un diametre de 49
mm chez F. oxysporum f. sp. passiflorae (Magalhé&es et al., 2016).

Nous avons noté que les caractéristiques morphologiques de 1’isolat le FPWS5 sont
identiques aux caractéristigues morphologiques du F. redolens décrites par Leslie et
Summerell (2006). En effet, la caractérisation morphologique est une initiation a

I’identification, il est difficile de distinguer 1’espéce étudié, par exemple, F. solani et F.
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redolens ont été longtemps confondue avec I’espéce F. oxysprum, puis clairement
différenciée par une étude phylogénétique (Baayen et al., 1997; O’Donnell et al., 1998,
Leslie et Summerell, 2006). Un test de pathogénicité et une étude moléculaire sont
nécessaires pour la confirmation de 1’espéce et des formes spéciales des souches de
Fusarium (Ingle et Ingle, 2013).

La recherche du pouvoir antifongique chez les souches d’actinobactéries a été
effectuée sur un milieu PDA semi solide par la méthode des disques d’agar. Parmi les 88
souches testées, 19 ont montré une activité fongique moyenne a forte contre les six isolats
de F. oxysporum. En effet, plusieurs travaux de recherche antérieurs ont montré des
propriétés antagonistes intéressantes des actinobactéries, en particulier, celles appartenant
aux souches et especes des genres Streptomyces et Saccharothrix. Ces genres, sont connus
pour étre productrices de plusieurs antibiotiques d’une grande diversité structurale et a
spectre d’action assez intéressant dirigé contre les bactéries & Gram positif, les champignons
et parfois contre les bactéries a Gram négatif (Boubetra et al., 2013; Aouiche et al., 2015;
Belghitetal., 2016; khebizi etal., 2018; Merrouche etal., 2018, 2019, 2020). Des résultats
obtenus par d’autres chercheurs, ont montré I’effet antagoniste des souches de Streptomyces
et de Saccharothrix contre plusieurs champignons phytopathogénes appartenant au genre
Fusarium (Merrouche, 2000; Goudjal et al., 2014; Zammoum et al., 2016). Merrouche
et al. (2017) a montré que la souche d’actinobactérie Saccharothrix algeriensis a présenté
des activités antifongique appréciables contre les formes spéciales du Fusarium oxysporum

responsables du flétrissent vasculaire du pois chiche, du palmier dattiers et dela tomate.
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Conclusion et perspectives

La caractérisation morphologique de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris était I’objectif
principale de la présente étude. Ce pathogene qui pourrait engendre des pertes de rendement
consideérable sur le pois chiche qui peuvent atteindre les 100%. La lutte biologique est une
alternative qui a prouvé son efficacité contre les agents pathogénes et la protection de
I’environnement.

L’utilit¢ des microorganismes, en particulier, les actinobactéries dans la lutte
biologique contre la maladie de flétrissement vasculaire causé par Fusarium oxysporum f.sp.
ciceris, a été montré par plusieurs chercheurs. L’agent de biocontrdle testé dans cette étude
était des souches d’actinobactéries d’origine sahariens provenant du Laboratoire de Biologie
des Systemes Microbiens (LBSM) de Kouba, Alger.

Le pathogene a été isolé a partir des plants symptomatique du pois chiche, purifié et
subi une culture monospore. Sur les 24 isolats purifié, nous avons obtenu 6 isolats par la
culture monospore, ces derniers ont fait I’objet d’une caractérisation morphologique
(macroscopique et microscopique).

Un mycélium septé avec condiophores qui portent des macroconidies falciformes et
allongés avec trois a cing cloisons, et des microconidies de formes ovales, cylindriques et
allongés non septés ou avec une cloison produites sur des monophialides courtes et
regroupées en fausse téte. Les chlamydospores sont terminales ou intercalaires et qui sont
abondantes. Ces observations correspondent aux critéres morphologiques de F. oxysporum
décrit par Leslie et Summerell (2006). Cependant, un test de pathogénicité et une
caractérisation moléculaire sont nécessaires pour compléter ce travail.

L’activité antifongique de 88 souches d’actinobactéries a été évaluée par la méthode
des cylindres d’agar sur milieu PDA semi solide. Parmi ces actinobactéries, 19 souches ont
montré une moyenne a forte activité antifongique, contre les six isolats caractérisés de FOC,
avec des zones d’inhibitions allant de 12 a 24 mm.

A la fin de cette étude, nous pouvons dire que nos résultats sont prometteurs et les
perspectives qui en découlent sont nombreuses. Il serait donc intéressant pour la suite de ce
travail, de:

- Reéaliser un test de pathogénicité et une étude moléculaire, afin de compléter
I’é¢tude d’identification et confirmer 1’appartenance des six isolats a 1’espéce
Fusarium oxysporum f.sp. ciceris.

- Réaliser un screening des actinobactéries utilisées dans cette étude pour le

biocontrdle de FOC et pour I’effet de promotion de croissance invitro.
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Entreprendre des essais de lutte biologique in vivo contre la fusariose vasculaire

du pois chiche, en utilisant les actinobactéries les plus performantes dans le

screening in vitro.
Etudier les mécanismes impliqués par les actinobactéries dans le biocontréle

contre le FOC et la promotion de la croissance de la plante du poischiche.
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Annexe 1: Milieux decultures

1. Milieu de culture Potato dextrose Agar (PDA)

filtrat de pomme de terre............... 500 mL
GlIUCOSE ....eveiiieeiiie e 20 g
AGAN i 109
Eau distillée ..........ccoovviiiiinn 500 mL

PEPLONE ...ooveiiiie e 15¢

KH2POA4 ..ot 1g

MQSO47TH20 ... 05¢g

PCNB, .o 1g diluée en 20 ml de toluene

AGAr i 209

eau distillée .........ccoovveiiiiiiiee 1000 mL

chlorophinicole ........ccccooiiinennnn. 50 mg

StreptomycCine.......cccoceeveniieenennn (100mg/L) 20 ml/L (ajouté aprés I’autoclavage).

KH2PO4....covv i, 1lg
KNO3 oo 1lg
MgSO47H20 ..o 05¢g
KCl i 05¢g
GIUCOSE ...ovvveciieeiee e 0.2¢g
SUCIOSE.....vvieeeiiiiiee et 029
AGAC i 20 g

eau distillée ..., 1000 mL

Milieu International Streptomyces Project 2 (ISP2)

Extrait de levure........ccccoceeviveeinnnns 49
Extrait de malt.........cccooveiiiiennns 10
GIUCOSE ....vveeeeeeee e 49

AGAr i 209

Eau distillée ... 1000 mL

Le pH du milieu ISP2 est de 7,2 et le pH des autres milieux est 6,5.
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ANNEX 2: Screening de I’activité antifongique des 88 souches d’actinobactéries
testées.

Les chiffres représentent les diametres des zones d’inhibition (mm).

* R= résistant, aucune zone d’inhibition n’a été notée.

* Le diamétre du cylindre d’agar (8 mm) n’est pas compris.

AC: Actinobactéies, FOC: Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, FOP: F. O. f. sp. pisi.
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