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Résumé

La présente étude porte sur la recherche de molécules bioactives vis-a-vis de champignons
phytopathogénes isolés a partir de graines de blé dur de quelques régions de la wilaya de Bordj Bou
Acrreridj.

Aprés I’identification macro et micro-morphologique de neuf isolats de champignons, une mise en
évidence de I’activité antifongique d’une souche d’actinobactéries Streptomyces (BS05) a été effectuée
par la technique des cylindres d’agar. L’extraction liquide/liquide, en utilisant ’acétate d’éthyle comme
solvant d’extraction, des molécules bioactives a été réalisée apres culture de la souche BS05 sur milieu
liquide et la mise en évidence de I’activité antifongique de 1’extrait brut vis-a-vis des germes fongiques
les plus sensibles a été réalisée par la technique des puits.

Par le test des cylindres d’agar, la souches BSO5 a montré une activité antifongique vis-a-vis de Fusarium
sp., Penicillium sp., Cladosporium sp., Aspergillus flavus, Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus sp, avec des zones d’inhibition de 46 mm, 20mm, 30mm, 20mm, 34mm, 6mm, 16mm,
respectivement. Quant a la mise en évidence de l’activité antifongique de 1’extrait brut, ce dernier a
montré une zone d’inhibition de 14 mm vis-a-vis de Cladosporium sp.

A T’issu de cette étude, la souche d’actinobactéries Streptomyces BS05 montre une activité antifongique
intéressante vis-a-vis des champignons phytopathogenes isolés a partir des graines de blé. Une activité
moins intéressante de l’extrait brut, ce qui suggere de tester d’autres solvants d’extraction pour la
récupération des molécules bioactives.

Mots clé : activité antifongique ; champignons phytopathogénes ; molécules bioactives ; actinobactéries ;
Streptomyces



Abstract

The present study concerns the search for bioactive molecules against phytopathogenic fungi isolated
from durum wheat seeds from some regions of Bordj Bou Arreridj.

After the macro and micro-morphological identification of nine strains of fungi isolated from wheat
seeds, the antifungal activity from a strain of actinobacteria Streptomyces (SB05) against these fungi
strains was carried out by the agar cylinders test. The liquid/liquid extraction of bioactive molecules using
ethyl acetate solvent was released for the liquid culture from the BS05 actinobacteria strain, and the
antifungal activity was demonstrated by diffusion well technic.

The results of antifungal activity using the agar cylinders test showed inhibition zones against Fusarium
sp., Penicillium sp., Cladosporium sp., Aspergillus flavus, Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus sp., with 46 mm, 20mm, 30mm, 20mm, 34mm, 6mm, 16mm, diameters respectively. And the
crude extract showed antifungal activity against Cladosporium sp. with 14 mm of diameter.

The actinobacteria BS05 strain, showed interesting antifungal activities against the phytopathogenic fungi
strains isolated from durum wheat seeds. However, it will be interesting to test other extraction solvent
for better extraction of antifungal bioactive molecules.

Keywords: Antifungal activity; phytopathogenic fungi, bioactive molecules, actinobacteria Streptomyces
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INTRODUCTION

Introduction

Tout au long de leur cycle de vie, les plantes et les agents pathogénes interagissent
avec une grande variété d’organismes, ces interactions peuvent affecter la santé des plantes
d’une maniére positive ou négative (Corbaz ,1990 ; Nakkeeran et al.,2005). Les maladies des
plantes sont causées par I’action d’agents pathogénes (champignons, bactéries, virus,
phytoplasmes, protozoaires etc...... ). Ces parasites sont généralement infectieux car ils
envahissent I’hdte et s’y multiplient et sont contagieux, par leur transmission d’une plante
infectée a une plante saine (Lepoivre ,2003).

Les champignons phytopathogénes provoquent des maladies cryptogamiques et sont
responsables de prés de la moitié des maladies connues a ce jour chez les plantes cultivées
(Lepoivre ;2003). D’aprés la F.A.O, ils réduisent de 12 a 14 % la production agricole
mondiale, 70 % des dommages étant d’origine fongique (Aouar, 2012).

La lutte contre les maladies phytopathogenes et I’application illimitée des pesticides dans les
sols peut entrainer la pollution de I’environnement et les eaux souterraines et 1’apparition de
souches pathogénes résistantes ; en outre ; les fongicides chimiques sont responsables de
divers problémes sur la santé des humains et des animaux (Ger hardson ,2002).

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

En fait, elle peut se faire par utilisation de microorganismes entomopathogenes ou pathogénes
de mauvaises herbes ou encore antagonistes d’autres organismes phytopathogenes. Ces
microorganismes jouent un réle important dans la protection de la plante (Benizri et al.,
2001).

Les actinobacteries sont bien connus pour leurs capacités métaboliques, ils semblent étre de
bons candidats comme agents de lutte biologique (El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006b).
Les actinobacteries sont des bactéries de Gram positif, la plupart sont saprophytes (Khamna et
al.,2009), ils constituent une proportion importante de la microflore tellurique (10*-10°
UFC/ml) (Shrivastava et al., 2008) et (10’-10® UFC/ml) (Hoorman et Islam, 2010). lls
synthétisent de nombreuses substances antifongiques, celles-ci montrent un réle antagoniste
élevé. Le genre Streptomyces est a l’origine de 75% des antifongiques produits, il est
considéré en réalité 1’une des sources majeures des produits naturels bioactifs (Pridham et al.,

1956 ; Stevenson, 1956 ; Subrabani et Albersbreg, 2012).

1
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L’application des agents de lutte biologique sur les cultures présente plusieurs avantages, les
plus important sont I’absence d’effets secondaires nocifs (absence de résidus chimiques, de
pollution chimique) et de danger pour I’environnement ou sur les cultures, car les bio
pesticides sont spécifiques a ’espéce-cible (Meyer, 2002).

Afin d’atteindre notre objectif, la démarche expérimentale consiste a :

-Isoler des moisissures phytopathogenes a partir de différentes variétés de blé dur de cing
régions de la wilaya de Bordj Bou Arreridj.

-Purification et identification des souches isolées.

-Mise en évidence du pouvoir antifongique d’une souche d’actinobactéries Streptomyces sp.
BSO05 vis-a-vis de ces isolats phytopathogenes.

-Extraction des molécules antifongiques et essai de semi-purification.






Chapitre 1 Synthése bibliographique

1. Généralités sur les graines de blé

Les graines de blé sont des fruits ; appelés caryopse ; ces dernieres sont de forme ovoide ;
possédant sur I’'un de leur face une cavité longitudinale « le sillon » et a 1’extrémité
opposée de I’embryon des touffes de poils «la brosse » (Beaugrand, 2004 ; Godon et
William, 1991). Elles possedent toutes des grains qui sont constitués successivement de
I’extérieure vers D’intérieur (Canadas, 2006 ; Mc BEAN et MCLEOD, 2007) des
enveloppes de la graine et du fruit donnant le son en semoulerie, elles sont d’épaisseurs
variables et sont formées de six tissus différents : épiderme du nucelle, tégument séminale
ou testa (enveloppe la graine) cellules tubulaires, cellules croisées, mésocarpes (Godon et
willm, 1991 ; Feillet, 2000). L’albumen du grain principalement amylacé et vitreux,
possede a sa périphérie une couche a aleurone (Kent,1975 ; Feillet, 2000). Le germe
composé d’un embryon, lui-méme formé des coléoptiles, de la gemmule, de la radicule,

du coleorhise, se la coiffe et du scutellum (Feillet, 2000 ; Jeantet et al., 2007).

Brosse
Sillon

Albumen Couche a aleurone

Bande hyaline

Testa

Cellules tubullaires
Scutellum ) )
Péricarpe interne

Germe < Cellules croisées

SAxeembryonnalre \ Péricarpe externe

Figure 01 : Histologie des graines de blé (Surget et Barron, 2005).

2. Les champignons phytopathogenes et la lutte biologique

Les champignons du sol peuvent étre des champignons microscopiques et macroscopiques,
souvent regroupés sous le nom de moisissures (Penicillium ; Aspergillus, Fusarium ;
Trichoderma ; Mucor ; etc.). Ils sont hétérotrophes et leur nombre varient de 10°a 10°
cellules /g de sol (Maier et al., 2000).

Les cultures de ble sont soumises chaque année a une pression parasitaire importante et
complexe, résultant d’un cortége parasitaire complexe (bactéries, champignons, virus) et des

ravageurs (limaces, pucerons, insectes) capables d’attaquer toutes les parties de la plante a
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tous les stades de son développement. Les plus dommageables, sont les maladies d’origine

fongique, dont les principales sont classé dans le tableau 01.

Tableau 01 : Les principales maladies cryptogamiques de blé.

Image

Nom de la Organe Description de la maladie
maladie / touché
Agent causale
Charbonneuss Grain Grain vert olive , rempli de spores
caries (Tilletia noires a odeur de poisson pourri
caries)
Charbon foliaire Feuilles Stries longitudinales le long des
(Urocystis feuilles qui se tordent et s’enroulent.
agropyri) Des masses sporiferes noiratres
apparaissent au niveau des stries
entre les veines de la feuille.
Charbon nu L’épi Les fleurs sont remplacées par une
(Ustilago tritici) masse de spores noires. Le
myceélium péneétre a la floraison et o
se conserve a I’intérieure des —
téguments du grain
Les fusarioses Epis Desséchement précoce
(Fusarium Echaudage
roseum) Les grains contamines sont toxiques
Les rouilles Feuilles Pustules brunes, dispersées
(Puccinia tricina) (face

supérieure)

Les septarioses

(Septoria tritici)

Feuilles
Rarement

les épis

Taches provoquant un

desséchement des feuilles

——

(Zillinsky., 1983)

(Zillinsky., 1983)
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Helminthosporios Feuilles Taches chlorotiques et nécrotiques

e sur les limbes des feuilles jeunes ou
(Helminthosporiu adultes, losangiques ;bordées par
m) des zones chlorotiques
Oidium Graines Feutrage blanc sale
(Erysiphe Feuilles
graminis) Glumes

Jaunisse nanisant Feuilles Jaunissement et rougissement
(Rhopalosiphum Tiges Au début de la montaison ; on

pad) observe un manisme plus ou moins

important. Développement

—

(Dehimat et al., 2001)

racinaires trés ralenti. Dégat grave

Les pourritures Racines | Desséchement des jeunes plantes \ ’ {ﬂ /
racinaires Collet Taches nécrotiques ou noirétre sur .,'_-v X ¥ 8
(Fusarium le collet, et les racines '
culmorum)

La lutte biologique est une méthode qui consiste a utiliser les capacités biologique d’un
organisme vivant en vue de limiter, arréter ou bien inhiber le développement d’un autre
organisme vivant sans avoir recours aux pesticides. Plusieurs étre vivant, bactéries et
champignons, ont fait ’objet d’étude ou ont été utilisées dans des applications de lutte
biologiques. En plus de son réle dans la restauration de la biodiversité dans les écosystemes,
la lutte biologique présente un réle important dans le contréle des maladies phytopathogénes
(Emmert et Handelsman, 1999) que I’utilisation des fongicides chimiques. La lutte biologique
est considérée comme une voie alternative a [’utilisation des produits chimiques qui
constituent un danger sur I’environnement et sur I’homme (Cook, 1993 ; Benbrook et al.,
1996). La lutte biologique a une efficacité relative et demande plus de connaissances et
d'observations, mais a long terme, elle est beaucoup plus intéressante sur le plan
environnemental et économique (Corbaz, 1990 ; Toussaint, 1996).
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3. Les actinobactéries et la lutte biologique

Les actinobactéries sont des bactéries saprophytes capables de dégrader la matiére organique
dans le sol et d’utiliser des molécules plus complexes pour leur croissance (Lechevalier et
Lechevalier, 1970). Ceci leur permet de s’adapter et de coloniser différents milieux
rhizosphériques. Cette caractéristique est essentielle dans la lutte biologique. Ainsi, les
actinobactéries peuvent agir par différents mécanismes d’action comme [’antibiose, la
compétition nutritionnelle ou spatiale ou encore le parasitisme (Errakhi, 2008). Enfin, les
actinobacteries possédent un nombre élevé d’enzymes hydrolytique. Une telle pléthore
d’enzymes ; d’antibiotiques et de métabolites secondaires en font de redoutables concurrents
dans les milieux naturels ainsi que des organismes trés attractifs a des fins biotechnologiques
(Bubici, 2018). Les actinobactéries ont révélé leur large activité antifongique, ils sont utilisés
pour protéger plusieurs plantes contre divers pathogenes fongiques. Ils sont utilisés en tant
qu’agent de lutte biologique produisent des urauchimycines qui font partie de la classe des
antimycines, un ensemble d’antifongiques bien identifiés, qui agissent en inhibant le flux
d’¢électrons dans la chaine respiratoire mitochondriale d’un champignon phytopathogéne
(Gomes et al.,2018). La plupart des études ont utilisé des streptomycetes comme agents
potentiels de lutte biologique contre les champignons pathogenes (Berg et al., 2000 ; Xiao et
al., 2002).

Des biofongicides tels que MYCOSTOP® sont produits par des actinobactéries pour lutter
contre les agents phytopathogenes (Fusarium, Alternaria, Phytophthora et Pythium) qui

provoquent la fonte des semis et des maladies des racines (Gomes et al., 2018).
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1. Durée et lieu du travail

Ce travail a eté réalisé au sein du laboratoire de microbiologie de la faculté des sciences de la
nature et de la vie et des sciences de la terre et de ’'univers de 1’universit¢ Mohamed El
Bachir El Ibrahimi (BBA). Notre étude s’est étalée sur une période allant du 13/04/2021 au
17/06/2021.

2. Matériel biologique

2.1. La souche d’actinobactéries

La souche utilisée dans notre étude appartient au genre Streptomyces sous la dénomination
BS05, elle a été isolée et identifiée par notre encadrante Dr. SOUAGUI Y. a partir d’un

échantillon de sol d’une région aride du sud algérien, Boussaada (35°10°N ; 49E).

2.2. Les graines de blé dur

Sur le tableau 02, sont indiquées les cing variétés de graines de blé dur de la région de Bord]
Bou Arreridj qui ont été utilisées dans la présente étude pour I’isolement des champignons

phytopathogénes.

Tableau 02 : Les différentes variétés de graines de blé dur utilisées

Code de la La région La variété Image
graine (provenance)

BW Bir kasdali BBA Waha R3
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P1BB Tixter Ain tassera Mohammes ben
bachir
BT (Traitées aux | Bordj bou arrerid] Bousselam
antifongiques)
GTA Sidi Mbarek GTA
BN Ras el oued Bousselam
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2.3.  Isolement des champignons phytopathogénes a partir des graines de blé

Le but de I’étude mycologique des graines de blé est d’évaluer les types de champignons
pathogénes présents dans les différentes variétés. Pour cela, I’isolement de la flore fongique et

I’identification macroscopique et microscopique des isolats doivent étre représentatifs, en

respectant I’enchalnement des étapes et le conditionnement du matériel.

Ci-dessous, un schéma des étapes de 1’isolement des souches fongiques a partir des graines de

blé.

[ Isolement de la flore fongique ]

v

Désinfection de la surface des graines
(L’eau distillé +20 ml de I’eau de javel) pendant S5min

7

[ Ringage a I’eau distillé 2 fois

&

[ Séchage devant le bec bunsen

<z

[ Ensemencement dans le milieu de culture SAB

—
—)
—
—

iﬁ

BW

P1BB

BT

GTA

BN

—
—

—
—

Eﬁ

[ Incubation a 25 °Cpendant 4 a 6 ]

jours

Figure 02 : Protocole d’isolement des champignons phytopathogénes des graines de blé.
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2.4  Repiquage et purification des isolats fongiques

Les champignons isolés ont été repiqués successivement jusqu’a I’obtention de souches pures.
Le repiquage a été fait par préléevement d’un cylindre du mycélium a I’aide d’une pipette
pasteur stérilisée, tout en évitant son contact avec les autres colonies avoisinantes de la méme
boite sur le milieu Sabouraud. Le cylindre a ét¢ déposé a I’aide d’une pince au centre d’une
nouvelle boite de pétri soigneusement étiquetée (Botton et al.,1990).

Les boites ont été, par la suite, incubées a 28°C pendant 4 a 6 jours, cette méthode est répétée

jusqu’a I’obtention de colonies pures.

-
e, \

T

A -

/f‘"

Figure 03 : purification des isolats (photographie originale)

2.5 ldentification des souches fongiques

L’identification des champignons contaminants les graines de blé repose sur une :

2.5.1 Identification macroscopique

L’aspect macroscopique des colonies est observé directement sur la gélose aprés purification,
les caracteres étudiés sont :

- Au niveau du mycélium : la forme des colonies, la couleur et la texture du thalle, la
couleur du révere de la colonie.

- Au niveau des spores:la densité sur le thalle; 1’aspect des spores (granuleux ;
poudreux) ; I'uniformité de la couleur des spores (Djossou et al., 2011).

2.5.2 ldentification microscopique

Observation a 1’état frais : technique dite du scotch :

- Sur une lame de verre, déposer une goutte de bleu de méthyléne.

- Prélever, a I’aide d’un morceau de scotch transparent, le champignon directement dans la
boite de pétri.
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- Coller ce morceau de scotch directement sur la lame.

- Observer au microscope a 1’objectif x40 (Guiraud, 1998). (Pour confirmer les résultats des
observations, utiliser le grossissement x100).

Ce type d’identification est fondé essentiellement sur I’étude morphologique de mycélium
(absence ou présence de cloisons couleur ; texture des parois; mode de ramification ;
différenciation des thallospores ...) et des spores (forme; couleur; texture des parois;

groupement en chaines ; etc...) (Botton et al., 1990).

‘ e —

e
Figure 04 : Observation macro et microscopique des isolats de champignons

(Photographie originale)
3. Mise en évidence de I’activité antifongique de la souche d’actinobactéries vis-a-vis

des champignons phytopathogénes isolés

La technique utilisée pour révéler I’activité antifongique est la technique des cylindres d’agar.
Dans de I’eau physiologie stérile répartie dans des tubes a essai (9ml), mettre une quantité
suffisante du champignon, puis bien agiter. Ensemencer des boites Pétri contenant le milieu
Sabouraud gélosé par inondation, puis étaler la quantité déposée sur toute la surface de la
boite a I’aide d’un rateau.

A partir d’une culture de 7 jours, un cylindre d’une culture de la souche SBO5 est déposé au
centre de chaque boite de pétri préalablement ensemencée avec le champignon
phytopathogéne. Les boites ensemencées sont maintenues a 4°C pendant 2h avant d’étre
incubées a 28°C. Les zones d’inhibition sont mesurées a partir de 48h d’incubation (Bastide et
al.,1986).

4. Production et extraction des molécules bioactives

4.1.  Production des antifongiques sur milieu liquide

Une pré-culture de 3 a 4 jours est préparée dans des tubes contenant 5 ml de milieu M2
(williams modifié) (annexe 01).
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Cette pré-culture sert & ensemencer 50 ml & 100 ml du méme milieu liquide contenue dans des
erlenmeyers (a raison de 1007 v/v). L’incubation a lieu a 30°C dans des conditions d’agitation

permanente (200rpm).

Figure 05 : Pré-cultures et cultures de la souche SB05 sur milieu liquide (Photographie

originale)

4.2.  Extraction des molécules antifongiques

Au total 1 litre de culture a été préparé. Une extraction a été effectuée pour le filtrat de culture
récupéré apres filtration.

L’extraction a été effectuée dans une ampoule a décanter avec un volume égale d’acétate
d’¢éthyle, il faut bien mélanger le solvant avec le filtrat de culture par une agitation vigoureuse
pendant au moins 20 minutes (Thakur et al., 2009). Laisser le mélange se séparer en deux

phases, une aqueuse et I’autre organique qui contient les molécules recherchées (figure 06).

e

Figure 06 : Séparation des deux phases et récupération de la phase organique

(photographie originale)
La phase organique récupérée est par la suite concentrée par évaporation au Rotavapor (40°C)
(figure 07). L’extrait brut obtenu aprés évaporation du solvant est récupéré dans une quantité

de méthanol et conservé au réfrigérateur.
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Figure 07 : Concentration de la phase organique par Rotavapor (photographie originale)

4.3. Mise en évidence de Iactivité antifongique de I’extrait brut

L’extrait brut obtenu apres concentration, est testé par la suite pour son activité antifongique
par la méthode de diffusion dans des puits d’agar. Dans cette méthode des boites pétri
contenant le milieu de culture sabouraud, préalablement ensemencées avec les champignons
phytopathogénes isolés (les plus sensibles). Ensuite, un puit creusé de maniére aseptique a
I’aide d’un embout stérile, sera rempli avec la solution d’extrait brut. Les boites ensemencées
sont maintenues a 4°C pendant 2h avant d’étre incubées a 28°C. Les zones d’inhibition sont
mesurées apres 48 a 72h d’incubation.

Trois boites pétri contenant le milieu de culture sabouraud, préalablement ensemencées avec
les champignons phytopathogénes isolés, mettre dans leurs puits une quantité suffisante de

méthanol pour confirmer qu’il n’influence pas ’activité des champignons (témoin).
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1. Isolement des souches fongiques

A partir des 5 variétés de graines de blé, on a isolé 19 isolats de champignons, réparties sur 09
isolats morphologiquement différents. Les résultats de 1’isolement sont rapportés dans le
tableau ci-dessous :

Tableau 03 : les souches fongiques isolées a partir des graines de blé dur

Variété des graines de ble Nombre Code Isolats Noms Isolats (aprés
d’isolats (champignons) identification)
R1, Région de Sidi Mbarek 02 GTA GTA; : Fusarium sp.
R2, Région de Tixter 04 P.BB P1BB;7 : Penicillium sp.
R3, Région de Ras El Oued 01 BN BN3 : Cladosporium sp.
R3, Région de Bir Kas Dali 03 BW BW.3 : Fusarium sp
Semence traitée ATF de 09 BT BTs : Aspergillus sp
. - BT, : Alternaria
Bordj Bou Arreridj alternata
BTs. Aspergillus sp
BTo. Aspergillus sp.
BT1o : Rhizopus sp

2. ldentification morphologique des isolats fongiques

Les caractéres macroscopiques et microscopiques des isolats fongiques sont étudiés sur milieu
Sabouraud, le plus communément utilisé a cet effet (Botton,1990). Quant a 1’étude
microscopique, elle porte sur I’observation des structures caractéristiques des isolats
(conidiospores, conidies, mycélium, etc. ...). Ces examens ont permis d’identifier 1’isolat
sélectionné selon les caractéres morphologiques établis par Nelson et al., (1983). La
description des champignons obtenus est trés essentielle pour 1’identification basée sur les
clés d’identification de Rémi et al., (1997), Botton et al., (1990) et Pitt (1985).
Les résultats de I’1dentification des souches fongiques isolées sont comme suit :
2.1. Lesisolats de la variéte GTA :

e Isolat GTA;:

Selon 1’aspect macroscopique, la souche forme des colonies cotonneuses de couleur blanche
en debut de croissance. Le revers de la boite est créme.
Quant a I’aspect microscopique, on observe un thalle trés ramifié, portant des spores (Figure

1). Ces observations nous ont permis d’assigner cette souche au genre Fusarium
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Les Fusarium forment des colonies duveteuses ou cotonneuses de couleur variable (blanche,
créme, jaune, rose, rouge, violette ou lilas). Le revers peut étre créme, jaune, rose, blanc. Les
pigments diffusent souvent dans la gélose. (Chermette et Bussieras.,1993). Les conidiophores,
parfois tres ramifies, forment sur le thalle des coussinets et portent des masses de spores. La

présence de macroconidies fusiformes et cloisonnées. (Roquebert., 1998).

Figure 09 : Aspect macro et microscopique (G x10) de I’isolat GTA; isolé a partir des graines
de blé de la variété GTA.

2.2.Les isolats de la variété P,BB

e Isolat P1BB;

D’aprés 1’observation macroscopique des isolats purifiées, les colonies sont de couleur vert-
bleu avec un aspect velouté, les revers de la colonie est de couleur jaune a gris selon Pitt
(1985), cet isolat correspondant a I’espéce Penicillium sp. Ses caractéres microscopiques
sont: un thalle formé un filament mycélien septé. Des conidies ellipsoidales a sub-
globuleuses, lisses, simple ou ramifiés, qui sont groupés en faisceaux laches ou agrégés en

corémies bien individualisés (Figure 10).

Figure 10 : Aspect macro et microscopique (G. x10) de I’isolat P1BB;7 isolé a partir des

graines de blé de la variété P,BB

15



Chapitre 2 Matériel et Méthode

2.3. Les isolats de la variété BN
e |[solat BN3

Selon la morphologie macroscopique, les colonies en début de croissance commencent sous
forme de colonies duveteuses vertes a brunes puis blanches dans les extrémités. La surface est
veloutée ou poudreuse et peut présenter des variations de couleur et de texture (Wiley,2017)
Sous microscope, des conidies rondes a ovales, a parois lisses ; les spores de mode blastique
acropéte (Botton et al., 1990) (Figure 11).

Ces résultats nous ménent a assigner 1’isolat BN3 au genre Cladosporium.

Figure 11 : Aspect macro et microscopique (G. x40) de I’isolat BN3 isolé a partir des graines
de blé de la variété BN
2.4. Les isolats de la variété BW

e Isolat BW3

D’apreés 1’observation macroscopique de 1’isolat ; les colonies sont blanches a creme
cotonneux ; selon les clés d’identification de Botton et al. (1990), cet isolat correspond a
I’espéce Fusarium solani, ses caractéres microscopiques sont : Macroconidies formé a partir
de conidiospore : ramifies, multiples, courtes. Microconidies cylindriques cloisonnés.

OLxgl-Mmd

Figure 12 : Aspect macro et microscopique (Gx10) de I’isolat BWy3 isolé a partir des graines

de blé de la variété BW
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2.5. Les isolats de la variété BT
e |solat BTg

D’apreés 1’observation macroscopique des souches purifiées, les colonies sont duveteuses a
poudreuses, d’abord blanches, puis vert-jaunatre, et une croissance rapide et la forme ronde, le
revers est incolore, selon les clés d’identifications de Rémi (1997) cet isolat correspond a
I’espece Aspergillus flavus,

Les caracteres microscopiques sont : Thalle cloisonné. Des sporocystes qui porte des spores.

Figure 13 : Aspect macro et microscopique (Gx40) de I’isolat BT isolé a partir des graines
de blé de la variété BT

e Isolat BT,

D’aprés I’observation macroscopique, les colonies sont d’une couleur noire, vert et

duveteuses, elles présentent une texture épaisse selon les clés d’identification de Rémi et al.
(1997) il s’agit de I’espece Alternaria alternata. Sous microscope, on observe un mycélium
cloisonné ; des conidies en chaines simple ou ramifies ; irréguliére ; rostre apical court mais

bien différencié.

Figure 14 : Aspect macro et microscopique (Gx40) de I’isolat BT+ isolé a partir des graines
de blé de la variété BT
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e |solat BTy

Du point de vue macroscopique, on observe des colonies d’abord blanches, puis bleu-vert et
enfin vert foncé a gris noiratre. Le revers est jaune.
Possede un mycélium a croissance rapide (Morin, 1994). L’aspect macro et microscopique de

I’isolat (Figure 07) nous permet d’assigner la souche a 1I’espéce Aspergillus fumigatus.

Figure 15 : Aspect macro et microscopique (Gx10) de I’isolat BTg isolé a partir des graines
de blé de la variété BT
e lsolat BTy

Apres incubation les colonies prennent une forme plate, blanc, puis deviennent brunes.
Formation des colonies granuleuse.

Le revers de la colonie est incolore ou jaune, mais il peut brunir ou rougir avec 1’age
(Chermette et Bussieras.,1993)

Les Aspergillus sont caractérisés par un thalle formé de filaments mycéliens hyalins, de
diamétre fin et régulier, septés et ramifiés. Sur les filaments végétatifs prennent naissance des
filaments dressés, non cloisonnés (conidiophores) qui se terminent par une vésicule de forme
variable (Badillet et al., 1987 ; Raper et Fennell., 1965).

D’apreés ces caractéristiques notre isolat est proche du genre Aspergillus.
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Figure 16 : Aspect macro et microscopique (Gx40) de I’isolat BTy isolé a partir des graines

de blé de la variété BT

e Isolat BT10
L’aspect macroscopique de I’isolat BT 10 montre des colonies présentant des stolons de
Rhizopus pigmentés, avec une croissance cotonneuse dense qui devient apres grise ou brune
avec sporulation. D’aprés ’identification de Botton et al., (1990) cet isolat correspond a
Rhizopus stolonifer, ses caractéres microscopiques sont : un thalle a croissance rapide sur des

rhizoides ; la présence de sporocystes marron a noirs a la surface du mycélium.

Figure 17 : Aspect macro et microscopique (Gx10) de I’isolat BT10 isolé a partir des graines
de blé de la variété BT

Pour I’identification des espéces fongiques isolées, nous nous sommes basés sur les critéres
morphologiques. Cette maniére s’avére longue et fastidieuse et nécessite une expérience
confirmée. De plus, les caractéristiques morphologiques sont influencées par les conditions de
culture et peuvent amener a de mauvaises identifications (Diguta, 2010). L’observation des
caracteres morphologiques est faite par un examen microscopique soigneux aux divers stades
du développement de la moisissure. Cet examen ne pourra, le plus souvent, étre réalisé que si

la moisissure a été isolée et cultivée sur un milieu de culture gélosé qui lui convient.
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Le milieu Sabouraud utilisé au cours de cette étude avait été decrit par plusieurs auteurs pour
I’isolement des moisissures contaminants les aliments (Gacem, 2011 ; Dedi et Doimonde,
2017).

Les genres Aspergillus et Penicillium présentent une fréquence d’apparition élevée sur les
¢chantillons analysés. Ce sont des champignons trés fréquents, dans le sol et I’air, trés
sporulant, dotées d’un grand pouvoir de dissémination cela pourrait expliquer la forte
présence de ce genre ; Il faut souligner la grande dominance d’Aspergillus flavus. Il produit
une toxine redoutable 1’aflatoxine dans les graines avant et aprés la récolte (Dedi et
Doimonde, 2017) dans presque toutes les semences de culture stockées et cette derniere est un
cancerigene puissant fortement réglementé dans la plupart des pays (Klich, 2007).

L’espéce Alternaria alternata isolée a partir des graines de blé de la variété de la région de
Bordj Bou Arreridj est naturellement présente sur les cultures au niveau des champs et dans le
sol (Withlow et al., 2001). La présence de ce genre dans le blé semble étre due a I’humidité
élevée. Ces mémes résultats ont été constatés par weindenbomer (2000).

Le genre Fusarium, présent également dans les échantillons analysés, selon Tabuc (2007)
c¢’est un contaminant des champs qui affecte les produits agricoles avant et pendant la récolte.
Dans notre étude, le genre Cladosporium prédomine la semence non traitée, cette derniére
présente un aspect détérioré et un faible taux de germination, les isolats de ce champignon
peuvent causés des pertes de rendement et de qualité du grain.

Le genre Rhizopus est considérer comme une flore intermédiaire sans importance qui peut
contaminer les graines de blé (Godon et Loisel, 1997).

Dans I’ensemble, les taux de contamination élevée, ainsi que la biodiversité fongique assez
importante constaté dans les différentes variétés de blé peuvent étre expliquer probablement

par la qualité, la durée et les conditions de stockage.

3. Activité antifongique de la souche BS05
3-1. Technique des cylindres d’agar
Les résultats de la mise en évidence de I’activité antifongique de la souche d’actinobactéries

BS05 vis-a-vis des champignons isolés sont rapportés dans le tableau 4 ci-dessous.
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Tableau 04 : Résultats de I’activité antifongique d’actinobactérie (méthode des cylindres

d’agar)

Streptomyces sp. BS05
Isolat (champignon phytopathogene) Zone d’inhibition
GTA; (Fusarium sp) 46 mm
P1BB;; (Penicillium sp) 20 mm
BNj3 (Cladosporium sp) 30 mm
BW33 (Fusarium sp) 0 mm
BTs (Aspergillus sp) 20 mm
BT (Alternaria alternata ) 34 mm
BTs (Aspergillus sp) 6 mm
BTy (Aspergillus sp) 16 mm
BT1o (Rhizopus sp) 0 mm

Figure 19 : Résultats de mise en évidence de I’activité antifongique vis-a-vis des isolats BT
et BN3

21



Chapitre 2 Matériel et Méthode

Les résultats de la mise en évidence de D’activité antifongique montre que la souche
d’actinobactéries BS05 est active vis-a-vis de la majorité des souches fongiques isolées. Elle
montre une activité antifongique considérable vis-a-vis des isolats GTA,, P;BB17, BT et
BT;, BN3 avec des zones d’inhibition de 46 mm, 20mm, 20 mm, 34mm, 30mm
respectivement. D’une autre part elle ne montre pas d’activité antifongique vis-a-vis des
isolats BW13 et BT1.

3-2. Technique des puits

Apreés extraction des molécules bioactives, I’extrait brut est dissous dans une quantité de
méthanol, puis le test d’activité réalisé par la méthode de diffusion dans des puits, vis-a-vis de
trois isolats fongiques les plus sensibles a savoir BN3, BTg et BT;. Les résultats sont présentés

dans le tableau 5 ci-dessous.

Tableau 05 : Résultats du test d’activité antifongique par méthode de diffusion dans des puits

d’agar
Isolat BN3 BTe BT, Témoin | Témoin | Témoin
(Cladosporium | (Aspergillus | (Alternaria BN3 BTs BT,
sp.) flavus) alternata)
Zone 14mm
d’inhibition - - - - -

Figure20 : Résultats de mise en évidence de I’activité antifongique par la méthode des puits

L’extrait brut de la souche BS05 a montré une activité de 14mm de diamétre vis-a-vis de
I’isolat BN3 uniquement. Absence d’activité vis-a-vis des deux autres isolats testes.
Cela peut étre expliqué par le fait que 1’extrait provient du filtrat de culture de la souche

BS05, soit le solvant utilisé (acétate d’éthyle) n’est pas le mieux approprié, les molécules
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antifongiques sont moins solubles dans ce solvant, donc pas extraites par ce solvant, ce serait
intéressant alors, de tester d’autres solvants d’extraction pour une meilleure extraction.

Soit c’est dii a une concentration faible des molécules dans le filtrat, ou bien parce que
certaines molécules ne sont pas excrétées a 1’extérieur (endocellulaires), donc ce serait
intéressant de tester la biomasse cellulaire.

Les actinobactéries sont connus pour leurs capacités métaboliques, en particulier les especes
du genre Streptomyces qui produisent des milliers d'antibiotiques. Ils semblent étre de bons
candidats comme agents de lutte biologique (Aouar et al., 2019).

La souche Streptomyces sp. BS05 a déja fait 1’objet d’une étude de test d’antagonisme vis-a-
vis de champignons phytopathogénes a savoir : Fusarium culmorum; Botrytis cinerea;
Fusarium oxysporum; Penicillium expensum; Fusarium glabrum; Fusarium multifarum;
Fusarium sporotrichoides. Et la souche s’est révélée étre doter d’une activité antifongique
intéressante, elle a inhibé de fagon plus ou moins importante la totalité des champignons
phytopathogénes testés (Souagui, 2015).

Les souches appartenant au genre Streptomyces montrent plus d’activité comparativement aux
autres genres d’actinobactéries (Souagui, 2015).

L'application de Streptomyces sp., comme agent de lutte biologique a été étudié contre
certains champignons phytopathogénes transmis par le sol tels que Rhizoctonia solani et
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici. En 2020, Abbasi et ces collégues ont testé ’activité
antifongique de 106 souches de Streptomyces sélectionnées parmi une collection de cultures
microbiennes contre Phytophthora capsici 1’agent causal de la brilure du poivre. Parmi les
souches étudiées, quatre souches ont montré une inhibition de croissance supérieure a 50%

contre Phytophthora capsici sur milieu PDA.
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Conclusion

Conclusion
Notre étude a été réalisée afin de mettre en évidence le pouvoir antifongique d’une
souche d’actinobactéries, Streptomyces sp. BS05 vis-a-vis de champignons phytopathogénes
isolés a partir de différentes variétés de blé dur de cing (05) régions de la willaya de Bordj
Bou Arreridj.
Pour répondre a cet objectif, un échantillon représentatif de chaque variété a été analysé. Pour
ce faire, nous avons tout d’abord exploité les données bibliographiques qui nous ont aidés a
différencier les principales maladies cryptogamiques de bl¢, et s’avoir la méthode de lutte
biologique par les actinobactéries.
En tenant compte des analyses effectuées et le mode opératoire, en décrivant 1’isolement,
purification et identification des champignons phytopathogénes a partir des graines du blé, et
en détaillant par la suite la mise en évidence de 1’activité antifongique de 1’actinobactérie vis-
a-vis des champignons phytopathogenes isolés et 1’extraction des molécules bioactives,
permettant de connaitre 1’effet antagoniste de cette souche (actinobactérie) vis-a-vis des
champignons phytopathogenes résumés dans le dernier chapitre résultats et discussion.
Au terme de cette étude et a partir des résultats obtenus et leurs interprétations, nous espérons
avoir atteint I’objectif de notre étude résumé ainsi :
» lIsolement de 19 souches fongiques réparties comme suit :02 isolats fongiques a partir
des graines de la variété (GTA), 04 isolats dans la variété de (P1BB), 01 isolat a partir
des graines de (BN), 03 isolats de la variété de (BW), le grande nombre d’isolats (09)
été obtenu a partir des graines de blé de la variété de (BT).
> ldentification de 9 souches différentes tels que : Fusarium sp., Penicillium sp.,
Cladosporium sp., Aspergillus sp., Alternaria sp., Rhizopus.
» L’étude du pouvoir antagoniste de la souche d’actinobactéries BS05 par la méthode
des cylindres d’agar, ainsi que D’extraction des molécules bioactives et mise en

évidence de I’activité antifongique de 1’extrait brut par la méthode des puits.

En perspectives, il serait intéressant de réaliser les étapes suivantes :
- ldentification génétique des souches fongiques autochtones isolées.
- Extraction des molécules bioactives en utilisant d’autres solvants organiques.

- Caractérisation des molécules bioactives intéressantes.
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ANNEXE 01

1) Préparation des milieux de culture

» Préparation de milieu de culture (Sabouraud)

659 de poudre de sabouraud
1L de I’eau distillé

v Dans un erlenmayer qui contient un barreau magnétique, dissoudre soigneusement la poudre de
sabouraud dans 1’eau distillée.

v A I’aide d’un agitateur magnétique (agitation 1500/min a 340°C), mélanger pendant 35min.

v Repartir et stériliser 15min a 121°C a I’autoclave.

» Préparation de milieu William’s (Liquide) :

- 10g amidon soluble

-0,3g caséine (remplacé par 1g de lait en poudre)
-2g (le nitrate de potassium) KNO3

-2g (Hydrogénophosphate de potassium) K,HPO,
- 2g NaCl quantité suffisante pour 1L

-0,05g (Sulfate de magnésium) MgSO,

-0,02 (Carbonate de calcium) CaCOs

-0,01g (Sulfate furreux) FeSO,

» Préparation de I’eau physiologie ;

-8,5g Chlorure de sodium
-1L de I’eau distillée

v Répartir en tubes a essais (10 ml). Autoclaver 20 minutes a 120 °C.



ANNEXE 02

Matériels utilisées

{ A5

Lame et lamelle Balance de précision  Plaque chauffante Autoclave

=

Ampoule a décanter ~ Tubes a essaies Micropipette Erlen mayer
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Résumé

La présente étude porte sur la recherche de molécules bioactives vis-a-vis de champignons
phytopathogeénes isolés a partir de graines de blé dur de quelques régions de Bordj Bou Arreridj.

Aprés I’identification macro et micro-morphologique de neuf souches de champignons isolés a partir des
graines de blé¢, une mise en évidence de I’activité antifongique a partir d’'une souche d’actinobactéries
Streptomyces (SB05) a été effectuée par la technique des cylindres d’agar. L’extraction liquide/liquide, en
utilisant I’acétate d’éthyle comme solvant d’extraction, des molécules bioactives a été réalisée apres
culture de la souche BS05 sur milieu liquide et la mise en évidence de I’activité antifongique de 1’extrait
brut vis-a-vis des germes fongiques les plus sensibles a été réalisée par la technique des puits.

Par le test des cylindres d’agar, la souches BS05 a montré une activité antifongique vis-a-vis de Fusarium
sp., Penicillium sp., Cladosporium sp., Aspergillus flavus, Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus sp, avec des zones d’inhibition de 46 mm, 20mm, 30mm, 20mm, 34mm, 6mm, 16mm,
respectivement. Quant a la mise en évidence de I’activité antifongique a partir de 1’extrait brut, ce dernier
a montré une zone d’inhibition de 14 mm vis-a-vis de Cladosporium sp.

A Tissu de cette étude, la souche d’actinobactéries BSOS montre une activité antifongique intéressante
vis-a-vis des champignons phytopathogénes isolés a partir des graines de blé. Une activité moins
intéressante de I’extrait brut, ce qui suggere de tester d’autres solvants d’extraction pour la récupération
des molécules bioactives.

Mots clé : activité antifongique ; champignons phytopathogenes ; molécules bioactives ; actinobactéries ;

Abstract

The present study concerns the search for bioactive molecules against phytopathogenic fungi isolated
from durum wheat seeds from some regions of Bordj Bou Arreridj.

After the macro and micro-morphological identification of nine strains of fungi isolated from wheat
seeds, the antifungal activity from a strain of actinobacteria Streptomyces (SB05) against these fungi
strains was carried out by the agar cylinders test. The liquid/liquid extraction of bioactive molecules using
ethyl acetate solvent was released for the liquid culture from the BS05 actinobacteria strain, and the
antifungal activity was demonstrated by diffusion well technic.

The results of antifungal activity using the agar cylinders test showed inhibition zones against Fusarium
sp., Penicillium sp., Cladosporium sp., Aspergillus flavus, Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus sp., with 46 mm, 20mm, 30mm, 20mm, 34mm, 6mm, 16mm, diameters respectively. And the
crude extract showed antifungal activity against Cladosporium sp. with 14 mm of diameter.

The actinobacteria BS05 strain, showed interesting antifungal activities against the phytopathogenic fungi
strains isolated from durum wheat seeds. However, it will be interesting to test other extraction solvent
for better extraction of antifungal bioactive molecules.

Keywords: Antifungal activity; phytopathogenic fungi, bioactive molecules, actinobacteria Streptomyces
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