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RESUME 

 

L’objectif de ce  travail de thèse s’inscrit dans la recherche et le criblage des actinomycètes 

PGPR capables de jouer un rôle important dans la lutte biologique contre Botrytis cinerea agent de la 

pourriture grise de la vigne, de promouvoir la croissance et/ou d’induire les mécanismes de défenses 

chez cette dernière. 

L'isolement des actinomycètes a été réalisé à partir des sols rhizosphériques de la vigne saine 

sauvage du Maroc (Errachidia, Sahara, Skoura, Tinjdad , Tinghir). Ainsi, 24 isolats (17%) parmi les 

142 isolats se sont avérés capables de limiter la croissance de 4 champignons tests et seulement 9 

isolats sélectionnés actifs sur les cinq champignons test y compris Botrytis cinerea. Nous avons 

montré que les 9 souches sélectionnées cultivent bien le milieu à base des exsudats racinaires. 

Cependant,  5 isolats seulement présentent un pouvoir antagoniste important vis-à-vis B. cinerea sur ce 

milieu.  Les études microscopiques des hyphes de Botrytis cinerea prélevés au niveau de la zone de 

confrontation avec les actinomycètes antagonistes montrent une dégradation partielle ou totale. Ceci a 

été confirmé par des observations réalisées en microscope à fluorescence en utilisant les colorants 

vitaux tels que le Red Nile et le Calcofluor white. Ces 5 souches montrent des propriétés PGPR, 

colonisent les surfaces racinaires, puis pénètrent dans les racines jusqu’aux feuilles de vitro plantules 

de vigne (Vitis vinifera L.). De plus, en présence de ces souches, les plantes ne présentent pas les 

symptômes de la pourriture grise. 

L’identification des isolats sélectionnés par l’étude des caractères morphologiques, 

biochimiques et moléculaires a été réalisée. L’hybridation ADN/ADN avec les souches apparentées a 

confirmé que trois souches antagonistes SS38, SS40 et SS10 correspondent bien à des nouvelles 

espèces appartenants au genre Streptomyces. La souche SS38 a été retenue pour des investigations 

concernant  la détermination de la structure moléculaire des principes actifs élaborés. En effet, nous 

avons pu purifier et identifier plusieurs molécules à partir de cette souche.  

La dernière partie de ce travail a été consacrée à une étude préliminaire de l’effet protecteur 

et/ou éliciteur des produits élaborés par la souche SS38. Ainsi nous avons montré que 5 des 6 produits 

purifiés montrent un pouvoir antagoniste in vitro et in vivo vis-à-vis de B. cinerea. De plus, certains de 

ces produits stimulent les mécanismes de défenses de la plante par une induction locale et systémique 

des gènes VvGluc, VvPR6 et VvChi4C codant respectivement  pour des protéines PR-2, PR-6 et PR-3. 

Cette induction présente un intérêt agronomique tout particulier puisqu’on peut la provoquer 

artificiellement chez les plantes et par la suite pourrait être un moyen de limiter les apports de 

pesticides dans les champs pour une agriculture durable plus respectueuse de l’environnement et de la 

santé humaine.  

Mots clés : Actinomycètes PGPR, isolement, criblage, lutte biologique, Botrytis 

cinerea, Vitis vinifera L., induction des défenses naturelles. 



  

 

 

ABSTRACT 

 The aim of this study was to isolate PGPR Actinomycetes from wild healthy Vitis 
vinifera rhizosphere soil collected from several Moroccan regions in order to control Vitis 
vinifera grey mold agent Botrytis cinerea (Bc). 

 
             In the course of our screening program for (Bc) antagonistic actinomycetes, we 
selected 142 isolates from 4 different Moroccan regions ( Errachidia, Skoura, Tinjdad , Tinghir). 
Twenty four isolates were selected for their antifungal activity against Botrytis cinerea. Nine 
active isolates showing wide activity spectrum were screened for several PGPR capabilities. 
All 9 active isolates grow on Vitis vinifera root exudates. However, five only showed the 
antagonistic effect on this medium. They also produce the phytohormone-like compound of 
the IAA family, chitinases and siderophores making them very promising for plant growth 
stimulation (PGPB activity). The most powerful strains were then characterized on some 
physiological aspect (endophytic property, mineral phosphate solubilisation). The sequencing 
of the ARN 16S of these strains revealed that they are likely belonging to the genus 
Streptomyces  

 
In the second part of this work, the fine taxonomic status of SS38, SS40 and SS10 

strains was established using a polyphasic approach. Phylogenetic analysis based on the 
almost complete 16S rRNA gene sequence indicated that strain SS10 belongs to the Group I 
streptomycetes, branching off next to Streptomyces marokkonensis DSM 41918T from the 
Streptomyces violaceoruber group. DNA-DNA relatedness and phenotypic data distinguished 
strain SS10T from the phylogenetically closest related type strains. It is therefore proposed 
that strain SS10T (CCMM b35 T = DSM 41919T) represents the type strain of a novel 
Streptomyces species, for which the species name Streptomyces thinghirensis is proposed.  

 
SS38 strain is retained for the following investigations: extraction, purification and 

chemical structures identification of its produced compounds. 
 
In the last part of this thesis programme, among the six purified compounds five have 

been identified as potential ISR elicitors, for their ability to control systemically various 
diseases. The analysis of protein-encoding gene expression for VvGluc, VvPR6 and VvChi4C in 
Vitis vinifera plantlet due to the investigated compounds has been monitored in sterile 
conditions. Results demonstrate that the SS38 strain compound is able to induce PR-2, PR-
6and PR-3. This study demonstrated that our selected Actinobacteria or their produced 
compounds could constitute a novel and non-polluting tools useful for the development of a 
sustainable biocontrol of Vitis vinifera grey mould agent. 
 

 
 
 
Keywords: PGPR Actinomycetes, isolation, screening, identification, Vitis vinifera, 
biocontrol, Botrytis cinerea, grey mold. 
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Les animaux ravageurs, les plantes parasites, les microorganismes pathogènes 

(bactéries, champignons, mycoplasmes, virus), les insectes et les nématodes sont 

responsables, chaque année, de la perte de 20 à 40% du rendement des cultures avant récolte 

(selon l'Organisation Mondiale de la Santé), et entre 1 et 20% après récolte (Wojcieh et Lise, 

2002), 70 % des dommages étant d’origine fongique. 

 

Botrytis cinerea est l’un des champignons phytopatogènes les plus répandu 

mondialement. Il a la particularité d’être polyphage et ainsi de s’attaquer à diverses plantes 

(on le retrouve sur environ 200 plantes cultivées ou sauvages) dès que les conditions 

climatiques lui sont favorables (Elad et al., 2004). Il est capable de se développer aussi bien 

en saprophyte sur des débris végétaux, qu’en parasite aux dépends d’une plante vivante. La 

porriture grise due à ce champignon est économiquement importante car elle détruit chaque 

année une partie des récoltes viticoles et horticoles (fraises, concombres, tomates,…).  

 

Chez la vigne, B. cinerea peut être à l’origine de la pourriture noble sur de rares 

terroirs, ce qui permet d’obtenir des vins plus liquoreux (Sauternes, Coteaux du Layon, 

Monbazillac). Dans d’autres régions en revanche, il est responsable de la pourriture grise 

(Pezet et al., 2004). C’est notamment le cas où cette maladie provoque des pertes de récoltes 

autant quantitatives que qualitatives (Pezet et al., 2004). Dans les dernières années, des pertes 

de rendement allant jusqu’à 40% ont été ainsi constatées en Champagne (Viniflor, données 

2006). De plus, il a été montré que la pourriture grise est à l’origine de conséquences graves 

sur la qualité des vins. Elle provoque ainsi une diminution de la moussabilité en même temps 

qu’une altération de leurs qualités organoleptiques (Marchal et al., 2002). Il apparaît, de ce 

fait, important de combattre la pourriture grise.  

 

Plusieurs méthodes de lutte ont été envisagées pour combattre ce champignon. 

Cependant, malgré les traitements pour l’éliminer, il est difficile d’éradiquer totalement les 

dégâts causés par sa présence. La lutte chimique est actuellement en vigueur, ce sont 

essentiellement des pesticides de synthèse qui sont utilisés. Ces produits chimiques sont 

considérés comme l´arme la plus efficace, mais ces substances ont des conséquences néfastes 

(Kouassi, 2001; Thakore, 2006) sur (1) l´environnement comme l´accumulation de résidus et 

la pollution des sols ; (2) le déséquilibre écologique, dû au fait que beaucoup de ces composés 

de synthèse ont un large spectre d´action, détruisant non seulement les agents nuisibles, mais 

également les autres populations de l´écosystème et ; (3) l´apparition et la généralisation des 
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mécanismes de résistance chez les pathogènes, Ce phénomène, qualifié de MDR (MultiDrug 

Resistance) est en progression et il résulte d’une excrétion cellulaire accrue de fongicides 

appartenant à plusieurs familles chimiques et non d’une mutation spécifique du gène codant 

pour la cible du fongicide. 

 

Au regard de ces inconvénients, il est important de trouver des solutions alternatives 

qui permettront de continuer à lutter contre les phytopathogènes tout en diminuant l´emploi de 

produits chimiques. Celles-ci peuvent faire appel à la rationalisation des pratiques agricoles 

(fumigation-stérilisation en horticulture, désinfection des graines, rotation des cultures, 

contrôle du vecteur de la maladie…), à l´utilisation de variétés végétales résistantes 

(croisements sélectifs, insertion de gènes…) ou au développement des biopesticides. 

 

Ces biopesticides ou agents de lutte biologique, peuvent être définis comme des 

produits phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou l´un de ses dérivés. 

Ils peuvent donc être constitués d´organismes (plantes, insectes, nématodes) ou de micro-

organismes (bactéries, levures, champignons, virus) exerçant une activité protectrice sur les 

plantes vis-à-vis d´agents phytopathogènes. Ils peuvent aussi être des substances d´origine 

naturelle telles que des extraits végétaux, phéromones, etc. (Thakore, 2006). Tout comme les 

autres agents de lutte biologique, les biopesticides microbiens sont écologiquement beaucoup 

plus compatibles que les produits chimiques et ont une spécificité accrue vis-à-vis des 

pathogènes contre lesquels ils sont dirigés. Ils sont par conséquent moins dommageables pour 

les organismes non ciblés de la microflore endogène qui exerce une action bénéfique sur les 

plantes. De plus, les biopesticides sont souvent efficaces en faibles quantités et leurs activités 

protectrices peuvent relever de mécanismes multiples et déclenchent donc rarement des 

phénomènes de résistance chez le pathogène à cause d´une faible pression de sélection. En 

outre, ils peuvent être complémentaires au traitement chimiques (Fravel, 2005 ; Lee et al., 

2006 ; Lourenco Junior et al., 2006 ; Minuto et al., 2006 ; Thakore, 2006 ; Saravanakumar et 

al., 2007). Parmi les biopesticides microbiens, les produits à base de bactéries représentent 

74% du marché mondial (Figure 1). 
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Figure 1: Le marché des biopesticides microbiens en 2005 (Thakore, 2006). 
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Parmi ces bactéries, les Actinomycètes représentent une partie importante de la 

population microbienne du sol où ils sont trouvés, de la surface jusqu’à plus de deux mètres 

de profondeur (Breton et al., 1989). Ils sont capables de coloniser la rhizosphère grâce à leurs 

caractères antagonistes et compétitifs vis-à-vis des autres micro-organismes du sol, de 

produire de nombreux métabolites ayant des structures chimiques et des activités biologiques 

très diverses (Ouhdouch et al., 2001 ; Cao et al., 2005 ;  Gundliffe, 2006 ; Sontag et al., 

2006). Grâce à ces aptitudes, ces microorganismes sont largement utilisés dans la lutte 

biologique contre les phytopathogènes du sol (Xiao et al., 2002; Shih et al., 2003 ; Jain et 

Jain, 2007 ; Lehr et al., 2008). L’interaction entre la plante et ces microorganismes peut avoir 

des effets positifs sur la santé des plantes, la récolte et la qualité du sol (Sturz et Christie, 

2003 ; Welbaum et al., 2004 ; El-Tarabily et al., 2006). De ce fait, de nombreux chercheurs 

portent un intérêt croissant aux actinomycètes et certains pays en ont fait un des axes 

prioritaires de leurs programmes de recherche en biotechnologie. 

 

Le travail que nous proposons dans le cadre de la présente thèse vise à  contribuer à la 

caractérisation de souches d’actinomycètes d’origine marocaine antagonistes productrices 

d’antifongiques actifs vis-à-vis des agents phytopathogènes de la vigne et en particulier 

Botrytis cinerea (agent causal de la pourriture grise). Cette étude a également pour objectif la 

stimulation des mécanismes de défenses naturelles de la vigne contre B. cinerea et la 

caractérisation des mécanismes de ces défenses. Elle contribuera également à une meilleure 

compréhension des mécanismes d'induction des phénomènes de résistance de la vigne et des 

moyens employés par les pathogènes pour attaquer et envahir les tissus végétaux. 

 

Afin d’atteindre ces objectifs, nous avons tout d’abord procédé au criblage et à la  

sélection des souches d’actinomycètes antagonistes productrices d’antifongiques actifs vis-à-

vis de Botrytis cinerea. L’étude des mécanismes de la lutte biologique par analyse des 

changements histologiques, cytologiques, physiologiques et biochimiques en relation avec 

l’acquisition de la résistance de la plante traitée par les antagonistes après une attaque par ce 

pathogène ainsi la caractérisation  moléculaire des gènes impliqués dans l’induction de la 

résistance chez la plante traitée par les souches d’actinomycètes  antagonistes et/ou les 

molécules actives. 
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Par ailleurs, nous avons procédé à l’identification moléculaire des souches 

d’actinomycètes antagonistes sélectionnées par séquençage des gènes de l’ARN 16S et par la 

technique d’hybridation ADN-ADN. L’étude de certains aspects de la physiologie des 

souches d’actinomycètes a également été faite afin d’optimiser les conditions d’extraction, de 

purification et par la suite l’élucidation structurale des molécules d’intérêt élaborées et par la 

suite nous avons étudié les activités (antifongique, protection, élicitation des mécanismes de 

défenses,…), les doses et le temps  nécessaires pour protéger les plantes de la vigne in vitro et 

in vivo (vitroplantules  dans la gélose, dans le sol stérile et en serre). En fin, une étude de la 

validité du modèle de lutte biologique sélectionné pour l’application en parcelle. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

 

 

 

 

 

 



6 

1- La vigne (Vitis vinifera) 

 

1.1. Présentation générale du développement de la vigne 

 

La vigne, plante pérenne, a un fonctionnement différent de celui des plantes annuelles 

et comparable à celui des arbres fruitiers. Originellement capable de vivre entre 60 et 100 ans, 

sa domestication, et en particulier le greffage (Figure 2), ont réduit sa durée de vie au 

vignoble à 30-50 ans (les pieds de vigne sont généralement arrachés après cette période). La 

vigne n’est généralement productive qu’au bout de 3, voire 4 ans après la plantation. Elle doit 

simultanément accumuler des réserves pour la récolte de l’année suivante et alimenter les 

grappes de l’année en cours. La récolte d'une année est ainsi l'aboutissement d'un cycle de 2 

ans. Lors de la première année (n) la vigne stocke des réserves et forme des ébauches de 

grappes dans des bourgeons dits latents. Au printemps de l’année suivante (n+1), les ébauches 

donnent des inflorescences qui produisent des grappes après fécondation (Mullins et al., 

1992). 

 

  1.1.1. Présentation botanique 

 

La vigne, plante angiosperme dicotylédone est une liane de la famille des Vitaceae, 

anciennement famille des Ampelideae (Planchon, 1887). Cette famille, associée aux familles 

des Rhamnaceae et des Leeaceae, forme l’ordre des Rhamnales (Chadefaud et Emberger, 

1960). Les Vitaceae sont, pour la plupart, des plantes ligneuses ou herbacées, ainsi que des 

arbustes à tiges sarmenteuses (Hellman, 2003).   
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Figure 2 : Principaux cépages greffés cultivés dans la région champenoise avec en haut la 
morphologie caractéristique des feuilles et en bas celle des baies matures. A) Chardonnay, 
B) Pinot Meunier et C) Pinot noir Reynier (1989). 
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  1.1.2. Cycle de développement 

 

Le développement de la vigne est une succession de cycles annuels où les bourgeons 

jouent un rôle primordial car ils peuvent se développer selon un cycle végétatif (Figure 3) en 

donnant naissance à un rameau feuillé ou selon un cycle reproducteur en donnant des 

inflorescences puis des grappes. La vigne doit donc assurer d’une part la croissance et le 

développement des organes végétatifs (rameaux, feuilles, vrilles, racines) qui ont un rôle de 

gestion des réserves et de photosynthèse, et d’autre part le développement des organes 

reproducteurs et des fruits (Huglin et Schneider, 2003). 

 

En fin d’hiver, lorsque la température du sol s’élève, le système racinaire s’active en 

stimulant l’absorption d’eau et en mobilisant les réserves accumulées lors de la campagne 

précédente. En absence de végétation, la montée de sève ou poussée racinaire s’observe par 

des suintements au niveau des plaies de taille connus sous l’appellation de pleurs. 

 

Vers la mi-avril, les bourgeons protégés en hiver par des écailles brunâtres 

commencent à gonfler en écartant ces écailles protectrices. Ce phénomène, appelé 

débourrement, correspond au départ du cycle de développement de la vigne. En 1952, 

Baggiolini a décomposé le développement annuel de ces organes en 16 stades phénologiques 

(Figure 4). La tendance fut ensuite d’affiner cette description en subdivisant les stades 

existants. Ceci fut notamment l’objet de la description de Meyer en 2001 dans l’échelle 

BBCH. 

 

Dans cette échelle BBCH, il est décrit qu’après l’étalement des premières feuilles 

(stades 11 à 13), les inflorescences apparaissent (stade 53), puis se séparent grâce à 

l’allongement des entre-noeuds (stade 55). Ensuite, les boutons floraux se séparent (stade 57) 

et les pédicelles des fleurs s’allongent, ce qui permet de différencier chaque fleur lors de la 

floraison (stades 60 à 69). L’ovaire est ensuite fécondé et devient fruit, ce qui correspond à la 

nouaison (stade 71). Puis, les fruits se développent et passent progressivement aux stades de 

plomb de chasse (stade 73), de petit pois (stade 75) avant que les grappes pendent sous le 

poids des baies. Les fruits grossissent ensuite et finissent par se toucher, ce qui induit la 

fermeture de la grappe (stades 77 à 79). Enfin, au cours de la maturation, les baies 

commencent à s’éclaircir et à changer de couleur (stade 81) et à la véraison, les baies 

deviennent molles au toucher (stade 85) puis mûrissent jusqu’à la vendange (stade 89). 
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Figure 3: Cycle de développement de la vigne d’après Reynier (1989). 
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Figure 4: Stades repères de la vigne selon la classification de Baggiolini (1952) pour les 
lettres et selon Eichhorn & Lorenz (1977) pour les chiffres.  
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 1.2. La vigne et ses pathogènes 

 

La vigne, comme toutes les plantes  est soumise à de nombreuses contraintes biotiques 

comme le développement de plantes adventices, qui entrent en compétition avec la vigne en 

puisant les éléments minéraux du sol, de champignons phytopathogènes à l’origine de 

nombreuses maladies. Nous pouvons citer ainsi, Plasmopara viticola agent responsable du 

mildiou, Erysiphe necator de l’oïdium, Eutypa lata de l’eutypiose, Botrytosphaeria sp. 

‘‘black dead arm’’ et divers champignons (Phaemonacremonium sp., Phaemoniella sp. 

Phellinus sp…), des maladies du bois ou ESCA (Galet, 1977 ; Huglin et Schneider, 2003). La 

vigne peut être aussi attaquée par des virus tels que (GFLV pour ‘‘Grapevine fanleaf virus’’ 

responsable du court-noué, Closterovirus sp. Responsable de l’enroulement), des 

phytoplasmes (flavescence doré causée par des microorganismes de type mycoplasmes), des 

insectes (charançon, pyrale, ver de la grappe, cochenilles, cicadelles) ou des bactéries 

(nécrose bactérienne due à Xylophylus ampelinus, galle du collet avec Agrobacterium vitis, 

maladie de Pierce avec Xylella fastidiosa (Galet, 1977 ; Huglin et Schneider, 2003). 

 

Le champignon Botrytis  cinerea, à l’origine de la pourriture grise du raisin, représente 

également une contrainte considérable au sein du vignoble dans le monde, par les pertes de 

rendement et la diminution de la qualité organoleptique des vins qu’il peut occasionner. 

  

 

2- Botrytis cinerea agent de la pourriture grise de la vigne 

 

2.1. Classification 

 

Botrytis cinerea Pers. :Fr. (Botryotinia fuckeliana) est un Deutéromycète, ordre des 

Moniliales, famille des Moniliacées (Giraud, 1988). B. cinerea est la forme conidienne 

(asexuée) de ce champignon alors que Botryotinia fuckeliana (de Bary, 1879) Whetzel est la 

forme parfaite (télomorphe), sexuée, initialement classée chez les Ascomycètes, ordre des 

Héliotiales, famille des Sclérotiniacées (Korf, 1973). 
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2.2. Cycle biologique 

 

Botrytis cinerea est un champignon nécrotrophe mondialement répandu. Il a la 

particularité d’être polyphage et ainsi s’attaquer à diverses plantes dès que les conditions 

climatiques lui sont favorables (Elad et al., 2004). 

 

Généralement, ce champignon existe sous quatre formes selon son cycle biologique 

(Figure 5) : sclérotes, mycélium, conidies et apothécies. Il passe l’hiver sur les débris 

végétaux et sur le sol sous forme de mycélium ou d’organes de résistance (sclérotes) (Galet, 

1977 ; Coley-Smith et al., 1980). Les sclérotes, dans des conditions particulières, développent 

des apothécies qui donnent des ascospores. Ces apothécies sont rarement observables mais 

constituent aussi une forme de dissémination du champignon. Le plus souvent, les sclérotes 

germent au cours du printemps, forment d’importantes masses de mycélium qui produisent 

des spores dispersées ensuite par le vent. Dans des conditions d’humidité importante, ces 

spores peuvent germer et pénétrer la plante hôte directement ou, le plus souvent au niveau des 

tissus endommagés. Dans les baies de raisin, le champignon demeure latent jusqu’à la 

véraison (McClellan et Hewitt, 1973 ; Verhoeff, 1980 ; Pezet et Pont, 1984 et 1986). Au cours 

de la maturation, des phénomènes de sénescence inhérents à tout fruit interviennent et 

facilitent l’infection par B. cinerea (Elad, 2004). En effet, le contenu en sucre des baies 

augmente, celui en acides et en composés antimicrobiens diminue à un niveau acceptable pour 

la croissance du champignon (McClellan et Hewitt, 1973, Hill et al., 1981). Le mycélium âgé 

peut aussi entreprendre un cycle asexué en produisant des macroconidies à partir de 

phyalides, elles peuvent ensuite germer pour redonner du mycélium (Dubos, 1999). Le 

mycélium peut aussi rester sous forme stérile et former une toile. 

 

Dans des conditions d’humidité relative élevée, le champignon sporule et infecte les 

substrats végétaux ou sérieusement affaiblis, puis il se propage aux tissus sains (Mansfield, 

2000). La maladie se manifeste par des zones de nécrose avec croissance fongique d’où son 

nom ‘pourriture grise’. Elle atteint aussi bien les feuilles, les bourgeons, les jeunes pousses, 

les fleurs et les fruits. Elle est responsable d’importantes pertes économiques liées aux dégâts 

engendrés en pré- comme en post-récoltes sur les différentes cultures d’intérêt agronomique 

touchées. 
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Figure 5 : Cycle d’infection de Botrytis cinerea chez la vigne d’après Perret (2001). 
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2.3. L’infection de la plante par B.cinerea 

 

Chez la vigne, B. cinerea peut infecter tous les organes de la plante après sa 

pénétration via des blessures, les stomates en présence des conditions d’humidité relativement 

élevée ou par des enzymes de virulence (chitinases, polygalacturonases, laccases, 

xylanases,…). Cependant, dans des conditions d’humidité élevée, la pénétration peut aussi se 

faire directement via le mycélium. Dans un premier temps, il croît de façon limitée au niveau 

des étamines déhiscentes ou d’autres débris végétaux localisés entre les baies et peut infecter 

directement les fruits à son contact (Elad et al., 2004 ; Pezet et al., 2004).. Le mycélium peut 

aussi pénétrer via le style dans le fruit en développement. 

 

Ce champignon peut ainsi être détecté sur les feuilles, sur la tige, bourgeons 

préfloraux, les fleurs et les baies (Figure 6). Les conséquences de son infection sont cependant 

plus importantes au niveau des fleurs et des baies. L’infection des fleurs est même considérée 

comme une étape importante dans le développement de la pourriture grise au niveau des 

fruits. B. cinerea peut ainsi infecter divers organes floraux, puis entrer en phase de latence 

pour se développer ensuite au moment de la maturité des baies (Keller et al., 2003). Martinez 

et al., (2005) ont démontré, néanmoins, que différents groupes de populations de B. cinerea 

peuvent être à l’origine de l’infection de ces organes. Le groupe I et le groupe II (vacuma) 

sont ainsi trouvés principalement au niveau des fleurs, tandis que le groupe III (taransposa) 

domine au niveau des fruits. Cependant, l’infection des fleurs peut expliquer de nos jours 

jusqu’à 78% de la pourriture grise identifiée au niveau des baies (Nair et al., 1995). A la 

floraison, les déchets floraux (étamines déhiscentes, capuchons floraux), le réceptacle floral, 

le stigma et l’ovaire offrent ainsi un support pour le champignon qui peut y établir un 

inoculum primaire (Wolf et al., 1997 ; Keller et al., 2003 ; Viret et al., 2004). Puis à la 

maturité des baies, les fruits présentent des défenses contre ce pathogène (Jeandet et al., 

1991 ; Bais et al., 2000).   
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Figure 6 : Symptômes de Botrytis cinerea sur des organes végétatifs de la vigne. (a) au 

niveau foliaire, (b) au niveau caulinaire, (c) sur capuchon floral en fin de floraison, (d) sur 

baie au stade véraison, (e) sur baie en maturation et (f) formation de spores permettant de 

nouvelles infections (Bugaret, 2002 ; Clark, 2002). 
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3. La résistance naturelle des plantes 

 

Au cours de leurs évolutions, les plantes ont toujours pu se protéger contre les agents 

pathogènes grâce à un système de défense complexe impliquant des défenses constitutives 

et/ou induites suite à leurs interactions avec les agents pathogènes (Jones et Dangl, 2006). 

 

Les défenses préformées ou constitutives, peuvent ainsi se retrouver au niveau de 

chaque partie de la plante (racines, tige, feuilles..) et sont constituées par des barrières 

physiques (l’écorce, l’épiderme, cuticule..) et chimiques (toxines et exsudats antimicrobiens) 

(Wittstock et Gershenzon, 2002). Ce type de défense permet de restreindre l’infection par 

certains microorganismes. Cependant, il  peut être contourné par d’autres microorganismes 

tels que ceux à l’origine des maladies parasitaires (Ton et al., 2006). 

 

Les défenses induites peuvent se mettre en place suite à  l’interaction entre la plante et 

un agent pathogène (Jones et Dangl, 2006). Ce type de défense est la conséquence d’une 

reconnaissance de l’agent pathogène par la plante.  

 

3.1. Reconnaissance de l’agent pathogène  

           

Lors de l’attaque d’une plante par un pathogène, une reconnaissance race/cultivar peut 

avoir lieu et implique un système particulier : l’interaction décrite par Flor en 1947. C’est le 

système gène-pour-gène, ce système implique un gène dit d’avirulence (avr) chez le 

pathogène et un gène dit de résistance (R) chez la plante. Quand, au cours de l’interaction, il y 

a présence du gène R et du gène Avr correspondant, l’interaction est incompatible. Le 

pathogène est alors incapable d’induire la maladie et la plante résiste. Dans tout autre cas, 

l’interaction est compatible, la plante est sensible et il y a maladie (van der Hoorn et al., 

2002). 

Cependant, le système Avr-R ne fonctionne pas dans tous les cas et un modèle de 

garde a été établi. Selon cette hypothèse, le produit du gène R est une protéine de garde qui 

reconnaît la cible de virulence modifiée par le produit du gène Avr et participe ensuite à 

l’activation des réactions de défense (Dangl et Jones, 2001 ; Mackey et al., 2002 ; van der 

Hoorn et al., 2002). 
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La reconnaissance de l’agent pathogène par la plante peut également provenir via la 

perception par la plante de molécules appelées éliciteurs ou PAMPs ‘‘Pathogen-Associated 

Molecular Pattern’’ ou MAMPs ‘‘Microbial-Associated Molecular Pattern’’ (Nürnberger et 

Brunner, 2002 ; Parker, 2003 ; Jones et Dangl, 2006). Ces éliciteurs sont systématiquement 

associés à la présence et/ou à l’activité de l’agent pathogène au contact des tissus de la plante. 

Les éliciteurs peuvent être sécrétés par le microorganisme pathogène, dans ce cas ils sont 

qualifiés d’exogènes. Ils peuvent aussi être produits par la plante du fait de l’activité 

d’enzymes hydrolytiques sécrétées par l’agent pathogène et ils sont dans ce cas qualifiés 

d’éliciteurs endogènes. La nature des éliciteurs est très diverse : les plus fréquents sont les 

oligosaccharides, les lipides, les polypeptides, les glycoprotéines et les acides (Bouizgarne et 

al., 2006, Samadi et Behboodi, 2006). 

 

 3.2. Réponses cellulaires 

     

 Après la reconnaissance de l’agent pathogène par la plante, des réactions rapides de 

transduction du signal se mettent en place dans les cellules agressées. Ceci intervient tout 

d’abord au niveau intracellulaire puis ensuite au niveau intercellulaire (Garcia-Brugger et al., 

2006 ; Kachroo, 2007). 

  

 Dans le cas de la transduction intracellulaire, des modifications de la perméabilité de 

la membrane plasmique prennent place suite à l’infection. Celles-ci se traduisent le plus 

fréquemment par une dépolarisation membranaire associée à des flux d’ions (influx de Ca2+, 

efflux de K+, Cl-), des activations de protéines Kinases et de phosphatases, la production des 

formes actives de l’oxygène (FAO), l’oxyde nitrique ainsi qu’une oxydation lipidique. Ces 

évènements ont notamment été  décrits lors de l’interaction entre le tabac et la cryptogéine, un 

PAMP sécrété par le champignon du genre Phytophtora sp. (Garcia-Brugger et al., 2006), ou 

entre la vigne et l’éliciteur BcPG1 issu de B. cinerea (Poinssot et al., 2003 ; Vandelle et al., 

2006).  
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 La production des FAO est intéressante car elle intervient lors du développement de la 

plante comme dans le cas de la croissance cellulaire (Foreman et al., 2003) ou de l’élongation 

racinaire (revue Torres et Dangl, 2005) mais également lors de l’interaction entre la plante et 

un agresseur (Mitller et al., 2004), ou lors d’un contact entre la plante et des microorganismes 

bénéfiques (Gerber et al., 2004). 

 

 Les FAO sont essentiellement représentées par l’anion superoxyde (O2
. -), le radical 

hydroperoxyle (HO2
. -), le peroxyde d’hydrogène (H2O2, la forme la plus stable) et enfin le 

radical hydroxyde (OH.). Lors de l’interaction entre la plante et son environnement biotique, 

ces composés oxygénés vont s’accumuler pour former un ‘‘brust oxydatif’’ (Mitller et al., 

2004). Ceci peut être à l’origine d’autres réactions de défense de la plante (Mellersch et al., 

2002). Ainsi, les FAO sont impliquées dans le renforcement des parois cellulaires (Brisson et 

al., 1994), la mise en place de la réponse phypersensible (Gechev et Hille, 2005) et 

contribuent à l’expression de gènes de défense (Grant et Loake, 2000), tout en étant 

potentiellement cytotoxiques vis-à-vis des microorganismes (Mehdy, 1994). 

  

 Le monoxyde d’azote (NO) est une molécule de signalisation importante chez les 

plantes et jouerait un rôle clef dans les interactions plantes/pathogènes en activant des gènes 

de défenses (Durner et al., 1998 ; Delledonne et al., 2001). Ce gaz originellement décrit chez 

les bactéries et chez l’animal peut également être produit par les plantes (Lamotte et al., 

2005). Il se trouve lors de l’élongation racinaire (Lamattina et al., 2003 ; Stöhr et Stremlau, 

2006), de la fermeture stomatique (Bright et al., 2006), induit une réponse hypersensible (HR) 

tout particulièrement lorsqu’il est associé à la production des FAO (Clarke et al., 2000 ; 

Delledonne et al., 2001 ; Zaninotto et al., 2006). Le NO intervient également lors de 

l’interaction entre un microorganisme pathogène et son hôte végétal (Wendehenne et al., 

2004 ; Mur et al., 2006), ainsi que lors d’une association avec des microorganismes 

bénéfiques. Lors de l’interaction entre plante et un agent pathogène (ou ses PAMPs), le NO 

s’accumule et il est à l’origine d’un ‘‘brust nitrique’’ (Wendehenne et al., 2004 ; Delledonne, 

2005 ; Mur et al., 2006, Zaninotto et al., 2006). Ce gaz peut présenter divers rôles dans les 

interactions plantes/pathogènes. Il peut ainsi être cytotoxique vis-à-vis des microorganismes 

(Stamler et al., 2001), être impliqué dans des cascades de signalisation (Lamotte et al., 2005), 

contribuer aux renforcements pariétaux (Prats et al., 2005) voire même induire l’expression 

de gènes de défense (Parani et al., 2004). 
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 3.3. Signalisation intercellulaire 

 

 Quatre types de molécules principalement semblent agir dans la transduction 

intercellulaire du signal pour induire une résistance au voisinage et à distance du site 

d’infection. Une signalisation via ces molécules ‘‘signales’’ se met en place dans toute la 

plante. Ceci permet aux différentes parties de la plante d’être informées de l’agression 

extérieure. Cette signalisation fait intervenir l’acide jasmonique (JA), l’acide salicylique (SA) 

et l’éthylène (ET) (Kachroo et Kachroo, 2007), bien qu’il y a également la systémine et  

l’acide abscissique (Mauch-Mani et Mauch, 2005). Ces molécules ‘‘signales’’ interviennent 

lors de divers mécanismes de défenses et sont même caractéristiques de certains phénomènes 

de résistance.  

 

 3.4. Les composés de défenses  

 

Suite à l’infection de la plante par un agent pathogène, divers composés de défenses 

peuvent être synthétisés (van Loon et al., 2006b). Des protéines PR ou ‘‘Pathogenesis-

related’’ peuvent être produites par la plante lors de l’interaction avec un agent pathogène 

(Tuzun et Somanchi, 2006). Jusqu’à présent, dix-sept familles de protéines PR ont été 

répertoriées (Tableau 1). Celles-ci incluent des isoformes basiques ou acides qui présentent 

des activités différentes (van Loon et al., 2006b). 

 

Les fonctions de ces protéines PR n’ont pas encore été totalement identifiées, 

néanmoins, la majorité d’entre elles présentent des activités antimicrobiennes. Parmi ces 

familles, existent les PR-1 à fonction encore inconnue (Alexander et al., 1993 ; Tahiri-Alaoui  

et al., 1993 ; Niderman et al., 1995), ainsi que les β-1,3-glucanases (PR-2) , les chitinases 

(PR-3, PR-4, PR-8 et PR-11) capables de dégrader les parois fongiques (Tuzun et Somanchi, 

2006). Parmi les protéines PR, on trouve également  les PR-5, des osmotines qui perturbent la 

perméabilité membranaire des agents pathogènes (Vigers et al., 1992 ; Hu et Reddy 1997), les 

PR-6, des inhibiteurs de protéases (Ryan, 1990 ; Larito et al., 1994), ainsi que les PR-7, des 

endoprotéases qui seraient impliquées dans la dissolution des parois cellulaires microbiennes 

(van Loon et al., 2006b). D’autres protéines PR existent également, c’est le cas pour les 

peroxydases ou PR-9 qui sont impliquées aussi bien dans le métabolisme de l’auxine et la 

biosynthèse de l’éthylène que dans la formation de la lignine (Lagrimini et al., 1987).  
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Les PR-10, des N-glycosidases capables d’inhiber la synthèse protéique chez les 

microorganismes pathogènes (Stirpe et al., 1992). A ces protéines PR, s’ajoutent également 

les défensines, les thionines et les LTP ‘‘Lipid Transfer Protein’’, respectivement PR-12, PR-

13 et PR-14 qui possèdent des activités antifongiques, parfois antibactériennes voire même 

insecticides (Wijaya et al., 2000 ; van Loon et al., 2006b). Chez les monocotylédones, des 

protéines PR-15 et PR-16 ont également été caractérisées. Elles sont à l’origine d’H2O2 

cytotoxique pour les agents pathogènes et peuvent induire indirectement les réactions de 

défenses de la plante (Donaldson et al., 2001 ; Hu et al., 2003). Enfin, les PR-17 ont été 

récemment détectées chez le tabac, le blé et l’orge infectés par les agents pathogènes. Elles 

contiennent des séquences ressemblant aux sites actifs des métalloprotéinases (Christensen et 

al., 2002) mais leurs fonctions n’ont pas encore été complètement caractérisées (van Loon et 

al., 2006b). 

 

En plus de ces protéines PR, d’autres molécules de défenses sont synthétisées lors de 

l’infection de la plante par un agent pathogène, ainsi des inhibiteurs de polygalacturonases 

(PGIP : polygalacturonase inhibitor protein) sont capables d’inactiver certaines enzymes 

microbiennes dégradant la parois des cellules végétales (De Lorenzo et al., 2001), les 

lipoxygénases (LOX) (Feussner et Wasternack, 2002), les phénylalaine ammonia-lyases 

(PAL) (Fukasawa-Akada et al., 1999), les glycoprotéines riches en hydroxyproline (HRGP) 

(Esquerré-Tugayé et al., 1999), les protéines également  riches en glycine (Sachetto-Martins 

et al., 2000). Des produits d’autres gènes sont sécrétés en réponse à l’infection de la plante par 

un agent pathogène (van Loon et al., 2006b). La plupart de ces enzymes interviennent dans 

différents métabolismes secondaires et vont conduire à la production de différents composés 

qui, à leur tour, vont être impliqués dans les défenses de la plante. Des composés phénoliques 

issus du métabolisme secondaire tels que des terpénoïdes, des phénylpropanoïdes, des 

flavonoïdes, isoflavonoïdes et des tanins vont être ainsi sécrétés (Bennett et Wallsgrove, 

1994 ; van Etten et al., 1994 ; Hammershmidt, 1999 ; Paiva, 2000). Ces molécules de faibles 

poids moléculaires peuvent former des barrières structurales ou sont toxiques sur les agents 

pathogènes, ce qui permet de restreindre leur progression (Seppänen et al., 2004 ; 

Serazetdinova et al., 2005 ; Jeandet et al., 2007).  
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Tableau 1 : Les différents types de protéines PR d’après van Loon et al. (2006b). 
 
 

Protéines PR Membre type Activité enzymatique Cible 

PR-1 
 

Tabac PR-1a  Inconnue Inconnue 

PR-2 
 

Tabac PR-2 
 

β-1,3- glucanase 
 

β-1,3-glucanes de 
la paroi 

PR-3 
 

Tabac P, Q 

 

Chitinase de type I, II, III, 
IV, V, VI et VII 

 

 
Chitine de la paroi 

PR-4 
 

Tabac R 
 

Chitinase de type I, II 
 

Chitine de la paroi 

PR-5 
 

Tabac S 
 

Osmotine 

 

Membrane 
cytoplasmique 

 

PR-6 
 

Tabac Inhibiteur I 
 

Inhibiteur de protéinase 
 

 

Protéinase 

PR-7 
 

Tomate P69 
 

Endoprotéinase 
 

Inconnue 

PR-8 
 

Concombre, chitinase 
 

Chitinase de type VIII 
 

Chitine de la paroi 

PR-9 

 

Tabac « lignin-
forming peroxydase » 

 

 
Peroxydase 

 
Inconnue 

PR-10 
 

PR1 de persil 
 

RNase 
 

Inconnue 

PR-11 

 

Tabac chitinase de 
classe V 

 

 
 

Chitinase de type I 

 
 

Chitine de la paroi 

PR-12 
 

Radis Rs-AFP3 
 

Défensine 
 

Inconnue 

PR-13 
 

Arabidopsis THI2.1 
 

Thionine 
 

Inconnue 

PR-14 

 

Orge LTP4 

 

Protéine de transfert de 

lipides 

 

Inconnue 

PR-15 
 

Orge OxOa (germine) 
 

Oxalate oxydase 

 

Membrane 
cytoplasmique 

 

PR-16 
 

Orge OxOLP 
 

Oxalate oxydase-like 
 

 

Membrane 
cytoplasmique 

 

PR-17 
 

Tabac PRp27 
 

Inconnue 
 

Inconnue 
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3.5. Les mécanismes de défenses 

 

Différents mécanismes se mettent en place lors de l’infection de la plante par un agent 

agresseur (Jones et Dangl, 2006).  

 

 3.5.1.  La réponse hypersensible ou HR 

 

La réaction hypersensible (HR) est l’un des mécanismes de défense les plus 

fréquemment observés lors des interactions plante/pathogène (Watanabe et Lam, 2006). Il 

s’agit d’une mort cellulaire des tissus infectés par un agent avirulent. Cette mort cellulaire est 

communément considérée comme une forme de mort cellulaire programmée (PCD pour 

Programmed Cell Death) (Lam et al., 2001, 2004). 

  

En effet, la HR  nécessite un métabolisme actif de la cellule végétale et dans certains 

cas, elle implique un synthèse protéique active (Nozue et al., 1977 ; Heath, 2000 ; Xing et al., 

2001 ; Ren et al., 2002), le renforcement des parois cellulaires ainsi que la production de 

composés antimicrobiens comme les phytoalexines (Hammond-Kosack et Jones, 1996 ; Ryals 

et al., 1996). De plus, des tests pharmacologiques ont montré que la modification des flux 

ioniques (Atkinson et al., 1996 ; Heath, 2000 ; Wendehenne et al., 2004), la production des 

FAO, le NO et le SA sont essentiels pour l’activation et la mise en place de HR (Delledonne 

et al., 2001 ; Torres et al., 2002 ; Nawrath et al., 2006).   

 

  3.5.2. La résistance locale acquise ou LAR 

 

 La résistance locale acquise ou LAR ‘‘Local Acquired Resistance’’ est un phénomène 

d’induction qui se met en place. La  LAR est induite par  les cellules  en état de mort 

cellulaire via la transmission des molécules signals SA, JA et ET  et se met en place autour de 

la zone où la HR s’est produite (Dorey et al., 1998). C’est une zone typique où est accumulé 

et synthétisé un grand nombre de molécules antimicrobiennes tels que des composés 

phénoliques et des protéines PR. La résistance est très forte au niveau de cette zone, ce qui 

contribue à restreindre la progression des agents pathogènes (Cordelier et al., 2003). 
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  3.5.3. La résistance systémiques acquise SAR 

   

 La résistance systémique est un mécanisme de défense activé chez la plante par une 

première interaction avec un agent pathogène et qui lui confère une résistance durable (de 

l’ordre de quelques semaines) contre les infections provoquées par un large spectre de 

microorganismes pathogènes. Deux mécanismes de résistance systémique ont été mis en 

évidence à ce jour. Le premier et le plus décrit est la résistance systémique acquise (SAR pour 

Systemic Acquired Resistance) qui est induite suite à l’interaction de la plante avec des 

microorganismes avirulents (Dong, 2001). Le second est la résistance systémique induite (ISR 

pour Induced Systemic Resistance). Elle est activée suite à l’interaction entre la plante et des 

bactéries bénéfiques (Pieterse et al., 1996 ; van Loon et al., 1998 ; 2006b). 

 

 La SAR consiste en l’activation d’un certain nombre de gènes qui permettent 

l’induction et le maintien d’un état de résistance de la plante entière contre un large spectre 

d’agents pathogènes. Cette résistance dépend majoritairement de l’accumulation du SA aussi 

bien au niveau local qu’au niveau systémique (Métraux et al., 2002 ; Nawrath et al., 2003). A 

l’heure actuelle, il existe même une hypothèse selon laquelle un autre signal est transporté et 

induirait, à distance, une production de SA (Durrant et Dong, 2004). 

 

      3.6. Les  défenses chez la vigne 

 

Chez la vigne, comme chez les autres plantes, il n’existe aucun gène conférant une 

résistance complète contre Botrytis ce qui signifie qu’il n’existe pas de relation gène-pour-

gène (Elad & Evensen, 1995). En revanche, des résistances partielles sont connues. Elles sont 

liées notamment à la structure de la cuticule, des barrières constitutives sont ainsi trouvées au 

niveau des feuilles, des baies et des racines (Hill et al., 1981 ; Marois et al., 1986 ; Percival et 

al., 1993 ; Commenil et al., 1997). Le nombre de couches cellulaires qui joue un rôle de 

protection (Sarig et al., 1998), ainsi que la cire épidermique (Gagler et al., 2003) et la densité 

des baies dans une grappe (Vail et Marois, 1991 ; Percival et al., 1993) permettent ainsi de 

restreindre la progression des agents pathogènes.   
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La capacité de la vigne à induire un certain nombre de réponses de défense dépend de 

la virulence du pathogène (Staples & Mayer, 1995, Derckel et al., 1999), de facteurs 

environnementaux qui influencent cette virulence mais aussi de l’âge de la plante (Reuveni, 

1998) et de l’état de mûrissement des baies ( Prudet et al., 1992). 

 

Différentes protéines PR ont également été identifiées chez la vigne et leurs gènes ont 

été séquencés. Depuis 1996, la littérature mentionne des glucanases (PR-2), des chitinases 

(PR-3), des osmotines (PR-5), des inhibiteurs de polygalacturonases (PR-6), des RNases (PR-

10), des protéines de transfert des lipides (PR-14), et une PR-17 (Salzman et al., 1998 ; 

Jacobs  et al., 1999 ; Bézier, 2003 ; Goes da Silva et al., 2005). Des analyses sérologiques ont 

également permis de mettre en évidence une peroxydase (PR-9) et une PR-1 (Repka et al., 

2000 ; 2001 ; 2006). Parmi ces protéines ou leurs gènes associés, certains ont bien été étudiés, 

c’est le cas de VvGluC (codant pour une PR-2 basique) et VvChi4C (codant une PR-3 acide) 

ou de leurs protéines qui présentent de fortes activités antimicrobiennes (Derckel et al., 1996 ; 

1998 ; 1999 ; Bézier et al., 2002 ; 2003 ; 2007). Une autre approche moléculaire par 

‘‘Differential Display’’ a également permis d’identifier d’autres gènes codant des protéines 

PR ou des gènes régulés lors de l’infection de la vigne par B. cinerea (Bézier, 2003 ; Bézier et 

al., 2007). Parmi ces gènes, on peut distinguer ceux nommés Big  ‘‘ Botrytis-induced 

grapevine gene’’ et Brg ‘‘ Botrytis-repressed grapvine gene’’. Certains d’entre eux ont permis 

d’identifier ou de ré- identifier VvPR6, VvPR10 et VvPR27 codent respectivement pour une 

PR-6, une PR-10 et une PR-17 (Bézier, 2003 ; Bézier et al., 2007). 

 

Chez la vigne, d’autres molécules de défenses ou leurs gènes ont été également 

identifiés comme par exemple PGIP ‘‘Polygalacturonase Inhibiting Proteins’’ ou des 

protéines inhibant la polygalacturonase, les Lipoxygénases, et les HRGP ‘‘Hydroxyproline 

Rich Glycoprotein’’ ou les glycoprotéines riches en hydroxyproline (Bézier, 2003 ; Bézier et 

al., 2007). L’accumulation des composés phénoliques tels que des flavonoïdes, des tanins et 

des phytoalexines (les stilbènes trans- et cis-resvératol et ses produits d’oxydation α-, β-, γ-, δ- 

et ε-viniférine) est également retrouvée fréquemment chez la vigne, notamment suite à 

l’infection par un agent pathogène (Jeandet et al., 1999 ; 2007).     
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Ainsi, différents mécanismes de défenses ont été caractérisés chez la vigne. 

Cependant, la caractérisation et la compréhension de ces mécanismes ne sont pas suffisants 

pour contrôler le développement de certains agents pathogènes comme c’est le cas pour B. 

cinerea (Pezet et al., 2004), d’où la nécessité de trouver d’autres méthodes de lutte.   

 

4. Les alternatives à la résistance naturelle des plantes 

 

 4.1. Les pratiques culturales 

 
Les mesures prophylactiques visent à améliorer la vigueur de la vigne par un 

raisonnement, dès la mise en place de la vigne, par le choix d’un porte-greffe adapté et 

éventuellement celui du cépage et du clone. Sur une vigne en production, la vigueur peut se 

maîtriser par la diminution des apports (notamment azotés) et par l’enherbement permanent 

(spontané ou maîtrisé) : en fonction des possibilités techniques et de la diminution de vigueur 

recherchée, la largeur de la bande enherbée pourra être modulée. Bien aérer les grappes par 

une taille et un mode de palissage qui assurent une répartition homogène des grappes. 

L’ébourgeonnage, le rognage, l’effeuillage, et éventuellement l’éclaircissage permettent 

d’éviter l’entassement de la végétation. Ainsi, il faut limiter les blessures engendrées lors des 

opérations d’effeuillage en effectuant les réglages adéquats du matériel utilisé.  

   
 4.2. La lutte chimique  
 

La lutte chimique contre les champignons phytopathogènes est largement utilisée et 

s’est révélée depuis toujours une méthode de lutte efficace et indispensable (Leroux, 2003 ; 

Pezet et al., 2004). Les sites cibles des antifongiques dirigés contre Botrytis sont divers 

(Leroux et al., 1999 ; Leroux, 2000). 

  

La lutte est préventive et principalement assurée par l’application de fongicides au 

vignoble. Pour cette dernière, jusqu’à 78 300 tonnes de produits phytosanitaires ont été 

utilisés en France en 2005 (données UIPP, Union des Industries pour la Protection des 

Plantes). Ceci correspond à environ 50% des produits phytosanitaires utilisés. Cependant, 

l’apparition des effets secondaires de ces produits a remis en cause leur utilisation. En effet, 

des études ont montré que certains produits présentent une toxicité aigue ou chronique pour 

l’homme et les organismes non cibles (Leroux, 2004). De plus, les agents pathogènes peuvent 

devenir résistants à ces produits chimiques. Ceci a entraîné l’arrêt de certains fongicides 



  

 26 

(Panon et al., 2006). Depuis 2005, certains pays développés (USA, Union européenne, 

Canada) interdisent l’utilisation du bromure de méthyle comme fongicide chimique dans 

l’agriculture. 

 

 

4.3. Les plantes transgéniques 

 

Ce moyen de lutte alternatif envisage l'utilisation de plantes génétiquement modifiées 

permettant d'introduire une résistance à une ou plusieurs maladies en exprimant des gènes de 

défense issus d’autres organismes ou en sur-exprimant les gènes de défenses déjà existants 

(Cornelissen et Melchers, 1993 ; Shah, 1997 ; Punja, 2001 ; Gilbert et al., 2006). La culture de 

certaines variétés de pommes de terre ou de courges résistantes aux virus, commercialisées 

par la société MONSANTO, est déjà autorisée aux Etats-Unis. Au niveau de la vigne, 

l’utilisation de la transgénèse a permis de conférer une protection contre différentes maladies 

(Kikkert, 1997 ; Yamamoto et al., 2000 ; Coutos-Thévenot et al., 2001 ; Legrand et al., 2003 ; 

Ferreira et al., 2004 ; Agüero et al., 2005 ; Vidal et al., 2006). Cependant, l'opinion publique 

européenne est globalement opposée à l'idée de " manger transgénique ", en absence de 

certitudes sur l'innocuité de la consommation de ces plantes pour l'homme. De plus, les effets  

délétères des produits chimiques et le manque d’efficacité des pratiques culturales ont 

nécessité la recherche d’une alternative durable par l’utilisation de la lutte biologique, non 

néfaste pour l’environnement. 

 

4.4. La lutte biologique 

  
La lutte biologique a pour principe d’utiliser des agents biologiques capables d’entrer 

en compétition (antagonisme) avec les agents pathogènes et les ravageurs sans avoir d’activité 

néfaste pour la plante. Ces agents naturels sont réunis sous le concept de biopesticides. La 

faune auxiliaire du vignoble (typhlodromes, coccinelles, chrysopes…) renferme des 

prédateurs naturels des parasites de la vigne d’où l’importance de la conserver en évitant 

l’emploi de substances chimiques trop agressives. Sa disparition pourrait, en effet engendrer 

un déséquilibre qui favoriserait l’apparition ou la réapparition de certains pathogènes. 
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Plusieurs microorganismes du sol ont été utilisés pour lutter contre les maladies des 

plantes (Mao et al., 1998 ; Emmert et Handelsman, 1999 ; Whipps, 2001 ; Singh et al., 2003 ; 

Reyes et al., 2004 ; Haas et Defago 2005 ; Valdebenito et al., 2006 ; Rahman et al., 2007).                                       

Ces microorganismes utilisent différents mécanismes pour lutter contre les agents 

phytopathogènes du sol, à savoir : L’antibiose, la compétition, le parasitisme et/ou l’induction 

des mécanismes de la résistance de la plante (Dunne et al., 1996 ; Paulitz et Bélanger, 2001 ; 

Lugtenberg et al., 2002 ; Spadaro et Gallino, 2004 ; Bouizgarne et al., 2006 ; Prévost et al., 

2006 ; Lehr et al., 2008). 

 

 Une meilleure application d’un agent efficace de la lutte biologique nécessite une 

bonne compréhension du ou / des mécanismes qu’il utilise et  la ou / les molécules qu’il 

sécrète pour inhiber les agents phytopathogènes (Alabouvette et al., 1993).  

     

 

4.4.1. L’antibiose et la production d’antibiotique 

 

L’antibiose par définition est l’inhibition de l’agent  phytopathogène par la production 

des métabolites secondaires par un autre micro-organisme (Cook et Baker, 1983). En général 

ces métabolites sont des métabolites secondaires à faible poids moléculaire ayant une fonction 

antifongique et/ou antibactérienne. Ceux-ci offrent aux agents antagonistes un pouvoir 

d’inhibition des agents phytopathogènes et de colonisation de l’espace rhizosphérique des 

plantes (Peter et al., 2003). 

 

La production de ces métabolites présente un rôle important dans la lutte contre les 

maladies phytopathogènes (Cook et Baker, 1983 ; Fravel, 1988 ; Thomashow, 1996 ; 

Thomashow et al., 1997 ; Schottel et al., 2001 ; Raaijmakers et al., 2002 ; Spadaro et Gallino, 

2004 ; El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006). Cette production est influencée par des 

facteurs abiotiques qui correspondent à la composition du sol en matière organique (Lemrisse 

et al., 2003), l’humidité du sol (Geotgakopoulous et al., 1994) et le pH (Ownley et al., 1992 ; 

Schoeman et al., 1999). Les facteurs biotiques qui sont surtout liés à l’interaction de l’agent 

antagoniste avec la plante et la microflore du sol, peuvent aussi influencer la production 

d’antibiotique (Duffy et Defago, 1999 ; Lugtemberg et al., 2002).   
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4.4.2. Compétition pour le fer et la production de sidérophores 

 

Le manque de nutriments peut engendrer automatiquement la mort du pathogène. Ceci 

fait de la compétition nutritive un moyen important de la lutte biologique (Benitez et al., 

2004). Le fer est un élément essentiel pour la croissance et la survie de la plupart des 

champignons phytopathogènes (Eisemdle et al., 2004). Certains agents antagonistes ont la 

capacité de produire des composés de faibles poids moléculaires appelés sidérophores. Ces 

molécules permettent à ces microorganismes de chélater le fer du milieu et ainsi d’inhiber la 

croissance des agents phytopathogènes (Chet et Inbar, 1994 ; Thomashow, 1996 ; Bouitez et 

al., 2004). 

 

Outre la compétition nutritionnelle, la compétition spatiale contribue aussi à la 

réduction des infections racinaires par les agents phytopathogènes (Bouitez et al., 2004). En 

effet, les microorganismes ayant la capacité de coloniser les racines comme certaines 

bactéries promotrices de la croissance des plantes (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, 

PGPR) protègent les racines et occupent les sites d’infection aux agents phytopathogènes 

(Bouitez et al., 2004 ; Compant et al., 2005). 

 

4.4.3. Parasitisme et production des enzymes 

 

Le parasitisme consiste en l’interaction directe entre deux microorganismes où les 

tissus vivants de l’un constituent une base nutritive pour l’autre (Helluy et Holmes, 2005). 

L’agent antagoniste sécrète des enzymes dégradant les parois cellulaires des agents 

pathogènes comme les protéases, les chitinases et les glucanases. Les agents de biocontrôle 

qui utilisent ce mode sont nombreux. Bacillus subtilus réduit les populations de Pythium 

ultimum et Rhizoctania solani par sécrétion de glucanases et de protéases (Paulitz et Bélanger, 

2001). Trichoderma produit des β-glucanases dégradant les parois de Sclérotium rolfsii, 

Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea et Pythium ultimum (Tsahouridou and 

Tsahanassoulopoulos 2001, 2002 ; Viterbo et al., 2002 ; Mukherjee et al., 2003). Certains 

actinomycètes produisent aussi des chitinases et glucanases pour dégrader la paroi de 

Fusarium oxysporum (El-Tarabily et al., 1997 ; Sabaou et al., 1998 ; Schottel et al., 2001). 
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4.4.4. Promotion de la croissance de la plante et production des 

phytohormones 

 

Les auxines, comme l’AIA pour (Acide Indole Acétique), qui peuvent être produites 

par des microorganismes, jouent un rôle important dans les interactions hôte-parasite et en 

particulier la régulation de la croissance des plantes (Hamill, 1993 ; Vassilev et al., 2006a). Le 

mécanisme d’action de l’AIA a été expliqué par deux hypothèses: Selon Brown et Hamilton 

(1993), l’AIA peut agir en inhibant la germination des spores et la croissance mycéliale de 

différents champignons phytopathogènes où l’AIA avec les glutathion S-trasférases jouent   

un rôle dans les réactions de défenses de la plante (Hahn et Strittmatter, 1994 ; Droog, 1997). 

Morandi (1996) a rapporté que les mycorhizes peuvent entraîner une accumulation de 

phytoalexines, des flavonoïdes et des isoflavonïdes dans les racines des plantes ce qui 

provoque une lignification des endodermes, entraînant ainsi la résistance des plantes 

mycorhizées aux attaques des phytopathogènes.  

 

D’autres études ont montré, la production de l’AIA et/ou les sedirophores par d’autres 

bactéries. Steizl et al., (1999) ont montré que le traitement des racines des œillets par 

Pseudomonas fluorescens WERA17 induit la résistance de ces racines au flétrissement causé 

par Fusarium oxysporum f. sp. dialhi. Trichoderma harizanum T-203 induit des changements 

structuraux et chimiques des parois cellulaires des plantes ce qui augmente leur résistance aux 

infections par les agents phytopathogènes (Brimer et Bolound, 2004). De plus, Pandey et al., 

(2006) ont montré l’activité multifonctionnelle additive ou synergique de Pseudomonas 

putida basée sur sa capacité à solubiliser le phosphate, à produire des antibiotiques 

antifongiques, des chitinases, de β-1,3-glucanase, des acides salicyliques et cyanhydriques 

(HCN), des sidérophores, …Une autre étude récente, a montré que Acinetobacter sp. PSGB03 

et Serratia sp. PRGB11 sont capables de solubiliser le phosphate, de produire à la fois 

d’antifongiques, de sidérophores, d’AIA, de chitinases et de glucanases (Indiragandhi et al., 

2008). Actuellement,  plusieurs microorganismes bénéfiques sont commercialisés pour leurs 

activités à la fois de bio-engrais et de biocotrôle tels que   Pseudomonas sp. , Acinetobacter, 

Bacillus megatrium,… (Bano et Musarrat, 2004 ; Vassilev et al., 2006b ; Wani et al., 2007). 
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   4.4.5. Renforcement de la capacité défensive de la plante  
  

 

D´autre part, certaines souches de PGPR peuvent protéger les plantes d´une façon 

indirecte par la stimulation de mécanismes de défense inductibles dans la plante, ce qui peut 

rendre l´hôte beaucoup plus résistant à l´agression future par des agents pathogènes. Ce 

phénomène a été nommé «résistance systémique induite» (ISR, Induced Systemic Resistance) 

(van Loon et al., 1998; Pieterse et al., 2002). L´induction d´une telle capacité de défense est 

systémique : le traitement des racines par des PGPR produit des effets protecteurs sur d´autres 

parties de la plante sans migration des bactéries induit l´ISR au travers du système vasculaire 

de la plante ou à travers les tissus (Ramamoorthy et al., 2001; Bent, 2006). Les mécanismes 

développés par les plantes permettent de se protéger contre un large spectre de pathogènes pas 

seulement fongiques, bactériens et viraux, mais aussi vis-à-vis de maladies causées par 

certains insectes et nématodes (Sticher et al., 1997; van Loon et al., 1998; Ramamoorthy et 

al., 2001; Durrant et Dong, 2004). 

 

 

5. Les microorganismes bénéfiques 

 

Dans le sol, l´activité microbienne est intense en particulier dans la zone sous 

l´influence des racines, la rhizosphère, qui contient plus d´un million de microorganismes par 

gramme de sol. Les microorganismes trouvent en effet dans ce milieu des substrats 

énergétiques libérés par les racines et nécessaires à leur métabolisme : sucres, acides aminés, 

acides organiques, hormones…. Certains de ces microorganismes, principalement des 

bactéries, sont capables de coloniser efficacement les systèmes racinaires et influencent de 

manière bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des 

infections par des agents phytopathogènes (Hinsinger et Marschner, 2006). Certains de ces 

microorganismes sont épiphytiques, c'est-à-dire qu’ils colonisent les surfaces racinaires, 

tandis que d’autres peuvent également enter à l’intérieur des plantes et devenir ainsi des 

endophytes. Certains d’entres eux peuvent également former des symbioses remarquables 

avec leur hôte végétal (Gay et Smith, 2005). Parmi les microorganismes bénéfiques, qu’ils 

soient épiphytiques ou endophytiques voire même à l’origine de symbioses remarquables 

(type mutualisme), existent des champignons et des bactéries (Welbaum et al., 2004 ; Fravel, 

2005) (Tableau 2).  
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Tableau 2: Les microorganismes inscrits en tant que biopesticides à l'agence de protection de 

l'environnement des Etats-Unis (EPA) (Fravel, 2005). 

Agent de                             Année                       organisme ou                  Cultures concernées 
biocontrôle                d´enregistrement             maladie ciblée                                           
 
Agrobacterium                             1979                         Agrobacterium                        Plantes ornementales, 
radiobacter strain K84                                                     tumefaciens                                 fruits, noix 
 
Agrobacterium                             1999                           Agrobacterium                        Plantes ornementales, 
radiobacter Strain                                                         tumefaciens and A.                         fruits, noix 
K1026                                                                          rhizogenes 
 
Ampelomyces                              1994                           Powdery mildew                     Fruits, légumes et 
quisqualis isolate M-10                                                                                                    plantes ornementales 
 
Aspergillus flavus                         2003                          Aspergillus flavus                           Coton 
strain AF36 
 
Aspergillus flavus                          2004                          Aspergillus flavus                        Cacahuète 
NRRL 21,882 
 
Bacillus licheniformis                    2003                        Les pathogènes et                  plantes ornementales 
Strain SB3086                                                                   rouilles foliaires                  et gazon ornemental 
 
Bacillus pumilus                             2002                      Rhizocotonia, Fusarium                      Soja 
Strain GB 34 
 
Basillus subtilis GBO3                    1992                      Rhizocotonia, Fusarium         Coton, arachides, soja, 
                                                                                        Aspergillus et d´autres          blé, orge, pois et haricots 
 
Basillus subtilis                               1994                      Rhizocotonia, Fusarium,       Coton, haricot, orge, blé, 
MBI 600                                                                        Alternaria et Aspergillus      corn, pois, arachides et soja 
 
Bacillus subtilis                               2000                      Pathogènes, pourriture et          Cerises, courges, raisins, 
Strain QST 713                                                               rouilles foliaires                      légumes foliaires, poivres, 
                                                                                                                                       pommes de terre, tomates 
                                                                                                                                                     et noix                    
Bacillus subtilis var.                        2000                       Rhizoctonia et Fusarium             arbres d´ombre et des 
amylolique-faciens                                                                                                        forêts, plantes ornementales 
strain FZB24                                                                                                                               et arbustes 
 
Candida oleophila                                                           Maladies après la récolte         Divers fruits, légumes, 
isolate                                                                                                                            fleurs, plantes ornementales 
I-182                                                                                                                                           et d´autres 
 
Coniothyrium minitants                    2001                       Sclerotinia sclerotiorum                 Sol agricole 
CON/M/91-08                                                                      et Sclerotinia minor 
 
Gliocadium                                       1998                           Pathogènes du sol            Légumes, herbes, épices, 
catenulaum strains                                                                                                          gazon, arbres et arbustes 
JI446 
 
Gliocadium virens GL-                     1990                         Pathogènes du sol                    Plantes ornementales, 
 21                                                                                                                                              légumes, coton 
 
Myrothecium                                      1996                      Nématodes parasite de            Plantes alimentaires, 
verrucaria :                                                                                la plante                         plantes à fibres et plantes 
fermantation solids and                                                                                                             ornementales 
Solubles 
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Agent de                             Année                       organisme ou                  Cultures concernées 
biocontrôle                d´enregistrement             maladie ciblée                                           
Pseudomonas                                 2001                   Pythium, Rhizoctonia                  Légumes et plantes 
chlororaphis strain 63-                                             solani, Fusarium oxysporum        ornementales en serre 
28 
 
Pseudomonas                                 1999                     Sclerotinia homeocarpa,            Gazon de cours de golf 
aureofaciens strain                                                            Colletotrichum 
TX-1                                                                              graminicola, Pythium 
                                                                                         aphanadermatum, 
                                                                                       Michrosochium nivale 
 
Pseudomonas                                  1992                        Frost damage, fire               Fruits, amande, pomme de 
fluorescens A506                                                                  blight, bunch rot                       terre et tomate 
 
Pseudomonas syringae                   1995                       Maladies après la récolte           Pommes, poire, citron, 
strain ESC - 10                                                                                                             orange ou pamplemousse 
 
Pseudomonas                                  2002                        Powdery mildew                  Roses et concombres en 
flocculosa strain PFA22                                                                                                               serre 
UL 
 
Streptomyces                                   1993                       Pathogènes du sol                plantes alimentaires, petits 
griseoviridis strain K61                                                                                                    arbustes ornementaux 
 
Trichoderma                                    1989                      Tree wound pathogens        Blessures chez les plantes 
harzianum ATCC                                                                                                          ornementales, et les arbres  
20,476                                                                                                                                          de forêt 
 
Trichoderma                                     1990                     Pathogènes du sol                  Le sol des serres, pépinières, 
harzianum strain T-22                                                                                                     gazon, jardins d´amateur 
 
Trichoderma                                     1996                      Botrytis cinerea                    La plupart des récoltes 
harzianum strain T-39                                                                                                               alimentaires 
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 5.1. Les champignons bénéfiques ou les PGPF  

  

 Des champignons appelés PGPF ‘‘ Plant Growth-Promoting Fungi’’  peuvent stimuler 

les défenses de la plante et présenter une activité antagoniste envers différents phytopathogènes, 

tout en stimulant directement la croissance de la plante (Whipps, 2001 ; Bent, 2006). Ils peuvent 

être des champignons filamenteux (Harman et al., 2004) voire même des levures également 

appelées PGPY ‘‘ Plant Growth-Promoting Yeasts’’ (El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006). 

Chez diverses plantes, y compris les plantes herbacées, les PGPF peuvent être présents 

naturellement (Sinclair et Cerkauskas, 1996 ; Saikkonen et al., 1998) aussi bien chez des 

plantes ligneuses (Arnold et al., 2003), notamment la vigne (Nappi et al., 1985 ; Cheng et 

Baumgartner, 2004 ; 2006). Chez ces plantes, les PGPF peuvent être épiphytiques et/ou 

endophytiques (Caroll, 1988 ; Clay, 1990 ; Faeth, 2002 ; Hahn et al., 2003 ; Schardl et al., 

2004) et sont même à l’origine de symbioses comme le cas avec les mycorrhizes (Selosse et al., 

2004). 

 

 Lors d’une association bénéfique entre une plante et les PGPF, divers mécanismes sont 

impliqués dans la protection et la stimulation de la croissance de la plante. Ces micro-

organismes peuvent agir directement sur l’agent pathogène pour protéger la plante 

indirectement, ceci par le biais d’un mycoparasitisme et une sécrétion d’allélochimiques 

inhibiteurs et/ou par un phénomène de compétition pour l’espace et les nutriments (Whipps, 

2001 ; Mauchline et al., 2002 ; Howell, 2003), tout en fournissant des composés bénéfiques 

pour le développement de la plante (Harman et al., 2004 ; El-Tarabily et Sivasithamparam, 

2006). 

 

Ces microorganismes peuvent également stimuler les défenses des plantes, ce qui  

provoque une résistance de la plante contre les agents pathogènes (Bent, 2006). Des barrières 

structurales avec des appositions pariétales peuvent notamment se mettre en place et des 

phytoalexines ainsi que des protéines PR peuvent être ou non sécrétées suite à l’inoculation de 

la plante avec un PGPF. Cependant, la plupart des PGPF induisent une ISR à la place d’une 

SAR (Harman et al., 2006). 
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Plusieurs recherches ayant porté sur l’interaction plante-PGPF mentionnent un 

phénomène de potentialisation des défenses. Lors de l’interaction entre la tomate et un 

champignon mycorrhizien, Glomus mosseae, permettant une protection de la plante contre 

Phytophthora parasitica (Cordier et al., 1998 ; Pozo et al., 1999 ; 2002). Shoresh et al, 2005 

ont monté que les défenses sont potentialisées chez des plantes de concombres, pré-inoculés 

avec Trichoderma asperellum souche T203, suite à l’infection par une bactérie pathogène 

Pseudomonas syringae pv. Lachrymans, ce qui a permis une protection de la plante contre 

l’agent agresseur.                            

 
 
5.2. Les bactéries bénéfiques PGPB (‘‘Plant Growth-Promoting Bacteria’’ ) ou les 

PGPR (‘’Plant Growth-Promoting Rhizobacteria’’) 
 

Plusieurs travaux ont montré l’utilité des bactéries bénéfiques pour protéger les plantes 

contre les infections par les agents pathogènes (Raaijmakers et al., 2002 ; van Loon et Bakker, 

2004 ; 2005 ; Cavaglieri et al., 2005; Haas et Defago, 2005). Certains peuvent de plus 

stimuler la croissance de leur hôte végétal et sont ainsi d’un grand intérêt pour l’agriculture 

(Glick, 1995 ; Welbaum et al., 2004). Ces micro-organismes bénéfiques ou PGPB ‘‘Plant 

Growth-Promoting Bacteria’’ peuvent provenir de différentes niches écologiques telles que la 

rhizosphère, la spermosphère, la phyllosphère, voire même de l’anthosphère ou de la 

carposphère. Néanmoins, Hitlner a décrit dès 1904 (Hartmann, 2005) que la plupart des PGPB 

est originaire de la rhizosphère. Elles sont de ce fait des rhizobactéries et sont ainsi appelées 

PGPR ‘‘Plant Growth-Promoting Rhizobacteria’’ (Klopper et Schroth, 1978). Dans la 

littérature, on peut rencontrer d’autres appellations des PGPR tels que EPR ‘‘Emergence-

Promoting Rhizobacteria’’ (Kloepper et al., 1986), PGPB (Bashan et Holguin, 1998), 

‘‘biocontrol-PGPB’’ voir même YIB ‘‘Yield-Increased Bacteria’’ ; Chen et al., 1996). 

 

 Les Actinomycètes PGPR peuvent présenter des activités antagonistes, induire une 

résistance systémique chez la plante, produire des composés stimulant la croissance des 

plantes, accélérer l’émergence des graines, induire une floraison précoce et voire même 

conférer au sol des propriétés minimisant les dégâts des plantes (Vessey, 2003 ; Welbaum et 

al., 2004).    
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Cependant, à part quelques travaux préliminaires (Vercesi et al., 1990, 1992 ; Petrolini 

et al., 1991 ; Sardi et al., 1992), aucune étude antérieure approfondie n’a été réalisée sur les 

Actinomycètes, comme nouveau groupe bactérien potentiellement utile, à la fois, à la 

croissance, la stimulation des mécanismes de défenses et la protection des plantes en 

particulier la vigne.  

         

 

    

6. Les Bactéries Actinomycétales 

 
 6.1 Généralités 
 

Les actinomycètes ont été à l’origine de la découverte de l’actinomycine par 

Wacksman en 1940 à partir d’une culture de Streptomyces antibioticus (Wacksman 

&Woodruff, 1940) et de la streptomycine chez Streptomyces griseus (Shartz et al., 1944). A 

ce jour, ces bactéries tiennent une très grande importance dans le domaine de la 

biotechnologie des antibiotiques malgré les progrès de synthèse chimique. En effet, 75% des 

antibiotiques connus sont naturellement issus des actinomycètes et plus particulièrement du 

genre Streptomyces. 

 

De point de vue taxonomique, les actinomycètes appartiennent au règne des 

procaryotes, division des fimicutes (bactéries Gram positif), classe des thallobacteria 

(bactéries filamenteuses) et à l’ordre des actinomycétales (Murray et al., 1989). 

  

Les  actinomycètes sont des bactéries filamenteuses dont la croissance donne lieu à des 

colonies constituées d’hyphes, c’est à dire des filaments  qui irradient, par croissance 

centrifuge, tout autour du germe qui leur a donné naissance. Cela explique leur dénomination 

le mot «Actinomycètes» provient de deux substantifs grecs « Actino » et « Mycete » et 

signifie «champignons à rayon» ou «champignons rayonnants», expression utilisée pour 

désigner en anglais (Ray fungi) et aussi en allemand et en russe. Ils présentent un cycle 

biologique semblable à celui de certains champignons, mais leur structure procaryotique,  

sans noyau distinct, les a classés parmi les Bactéries (Figure 7). 
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Physiologiquement et écologiquement, les actinomycètes sont aérobies mais certaines 

sont aérobies facultatives. Ces bactéries sont hétérotrophes ou chimiotrophes mais la plupart 

sont des chimio-hétérotrophes capables d’utiliser une grande variété de sources d’énergie y 

compris les polymères complexes (Lechevalier , 1988 ; Zimmerman, 1990). 
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Figure 7: Cycle de développement des Actinomycètes sur milieu solide (Breton et al., 1989) . 
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6.2.  Les actinomycètes dans le sol 

 

Les actinomycètes sont adaptés à divers milieux écologiques, ainsi, ils peuvent être 

dans les sols, les eaux douces ou salines et dans l’air. Toutefois, ils se trouvent abondamment 

dans le sol que les autres milieux, spécialement dans les sols alcalins et les sols riches en 

matière organique où ils constituent une part importante de la population microbienne. 

 

Les actinomycètes se trouvent aussi bien à la surface du sol qu’à plus deux mètres de 

profondeur (Breton et al., 1989). Waksman (1950) a décrit qu’à un mètre de profondeur d’un 

sol cultivé et à deux mètres de profondeur d’un sol sableux, leur nombre dépasse celui des 

autres microorganismes. 

 

Le nombre d’actinomycètes est variable selon les biotopes et les conditions 

climatiques. Le plus souvent, leur densité est de l’ordre de 106-109 cellules par gramme de sol  

(Goodfellow et al., 1983) et le genre Streptomyces représente plus de 95% des souches 

actinomycétales isolées dans la plupart des sols (Williams & Vickers, 1988). 

 

 La première étude menée par Hiltner & Strömer (1903), sur l’effet des conditions 

climatiques sur la distribution des actinomycètes, a montré qu’au printemps, ils constituent 

20% de la flore microbienne du sol. En automne, ils dépassent 30% et cette augmentation est 

due aux quantités importantes de résidus de plantes disponibles à cette période de l’année. En 

hiver, il y a une diminution de ce pourcentage (13%) à cause du gel. 

 

  D’autres facteurs tels que la température, le pH et l’humidité du sol influencent 

également la croissance des actinomycètes. Comme les autres bactéries du sol, la plupart des 

actinomycètes se comportent comme des bactéries mésophiles avec croissance optimale située 

entre 25° et 30°C. Toutefois, il existe des souches thermophiles isolées à une température 

située entre 50° et 60°C (Edwards, 1993). 

 

  Pour ce qui est du pH, la plupart des actinomycètes se comportent comme des 

bactéries neutrophiles. Leur croissance est meilleure à pH compris entre 6 et 9, avec un 

maximum autour de la neutralité. Cependant, certaines souches de Streptomycètes ont été 

isolées à partir des échantillons de sol acide (pH 3,5) (Nioh et al., 1995). 
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La croissance du mycélium végétatif des actinomycètes dans le sol est favorisée par un 

faible taux d’humidité, particulièrement quand les spores sont remplies d’eau. Dans les sols 

secs où la tension d’humidité est plus grande, la croissance devient très limitée voir même 

arrêtée. 

 

  Les actinomycètes peuvent se conserver durant de longues périodes grâce aux spores, 

ces dernières germent au contact d’éléments nutritifs exogènes dont la nature est déterminante 

(Goodfellow & Williams, 1983).   

 

6.3 Relations plantes-Actinomycètes 

 

  Les actinomycètes sont des microorganismes capables de coloniser la rhizosphère 

grâce à leurs caractères antagonistes et compétitifs vis-à-vis des autres microorganismes du 

sol. Certains sont connus pour leur production de sidérophores qui permettent de chélater le 

fer ainsi privant le fer des autres microorganismes (Cao et al., 2005 ; Getha et al., 2005). La 

production de sidérophores par S. griseorubiginouse est efficace dans la lutte contre la 

fusariose du bananier causée par Fusarium oxysporum f. sp. Cubenese (Getha et al., 2005). 

D’autres sont parasites de champignons en produisant des enzymes qui leur permettent de 

dégrader la paroi des cellules fongiques ; le parasitisme des mycélia de champignons par les 

actinomycètes a été décrit dans plusieurs travaux (Yuan et Crawford, 1995 ; Kham et al., 

1997 ; Tréjo-Estrada et al., 1998 ; El-Tarabily et al., 2000 ; Xiao et al., 2002 ; El-Tarabily et 

Sivasithampar, 2006 ; Errakhi et al., 2007 ; Jain et Jain, 2007). Plusieurs enzymes 

chitinolytiques ont été identifiés chez certaines espèces d’actinomycètes dont S. antibioticus 

(1966), S. lividens (Miyashita et al., 1991), S. lydicus WYEC108 (Mahadevan et Crawford, 

1997), S. plicatus (Abd-Allah, 2001) et S. halsteii AJ-7 (Joo, 2005).  

 

  Les actinomycètes peuvent agir également par compétition nutritionnelle et spatiale 

contre les microorganismes phytopathogènes. Leur faculté d’adaptation à différents milieux 

rhizosphériques leur permet d’être un bon compétiteur. Certaines espèces sont symbiotiques 

des plantes supérieures, ces bactéries endophytiques forment des associations appelées 

actinorhizes permettant la fixation d’azote (Davidson, 1988). Le genre Frankia établit une 

association symbiotique avec plusieurs phanérogames. L’exemple le plus connu est l’aulne 
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(Alnus) où ces actinomycètes forment au niveau des racines, des nodules où l’azote gazeux est 

fixé grâce à une nitrogénase (Baker, 1988). 

 

   Les actinomycètes sont de plus, connues par leur capacité de produire des 

antibiotiques qui leur permettent d’inhiber les agents phytopathogènes (Emmert et 

Handelsman, 1999 ; Barakate et al., 2002 ; El-Tarabily et Sivasithampar, 2006). Tréjo-Estrada 

et al., (1998) ont montré une corrélation entre la production d’antibiotiques dans le sol et 

l’efficacité des actinomycètes dans la lutte contre les agents phytopathogènes. Par exemple, 

Streptomyces violaceusniger YCED9 produit trois composés antifongiques dont la nigrecine, 

la geltanamycine et la guanidylfingine impliquées dans la lutte contre les agents 

phytopathogènes (Tréjo-Estrada et al., 1998). De même, plusieurs antibiotiques produits par 

les actinomycètes sont actuellement utilisés dans la lutte biologique (Tableau 3).  

 

6.4. Les antibiotiques produits par les actinomycètes 

 

  Les actinomycètes constituent une source importante d’antibiotiques et d’autres 

métabolites secondaires à utilité industrielle (Takahashi et Omura, 2003 ; Hayakawa et al., 

2004). Plus de 70% des antibiotiques d’origine microbienne sont produits par ce vaste groupe 

bactérien (Gundliffe, 2006) (Tableau 3). Les actinomycètes produisent un grand nombre 

d’antibiotiques de structure chimique très variées (aminoglycosides, anthracyclines, 

glycopepetides, beta-lactamines, tetracyclines, macrolides, nucliosides ....) qui ont de 

nombreuses applications thérapeutiques (Okami et Hotta, 1988). 

 

  Les Streptomycètes à eux seuls sont à l’origine de plus de 80% des antibiotiques 

secrétés par les actinomycètes (Sanglier et al., 1996). Certaines espèces ne produisent qu’un 

seul antibiotique, d’autres peuvent produire plusieurs antibiotiques. Streptomyces 

hygroscopicus à  elle seule peut produire 58 antibiotiques différents (Breton et al., 1989).     

 

  Cependant, depuis ces dernières années, les chercheurs se sont intéressés à la 

recherche d’actinomycètes rares (autre que les Streptomyces sp.) dans le but de trouver de 

nouvelles molécules bioactives. Par exemple, les Actinoplanètes (Hayakawa et al., 2003), 

Kitasatospora sp. (Takahashi et Omura, 2003), Sacharotrix sp. (Zitouni et al., 2005). 
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Tableau 3 : Exemple d’antifongiques produits par les actinomycètes utilisés en agriculture. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antifongique                Organisme producteur                    Références 
 

 
Oligomycin A                      Streptomyces diastatochromogenes           Smith et al., 1954 
 
Natamycin                            Streptomyces natalensis                            Struyk et al., 1958 
 
Kasugamycin                        Streptomyces kasugaensis                        Umezawa et al., 1965 
 
Polyoxine B                          Streptomyces cacaoi                                  Isono et al., 1965 
 
Fungichromine                     Streptoverticillium cinnamomeum           Umezawa et al., 1965 
 
Validamycin                         Streptomyces hygroscopicus                      Iwasa et al., 1970 
 
Galbonolides A et B             Streptomyces galbus                                  Fauth et al., 1986 
 
Blasticidine S                       Streptomyces griseochromogenes              Agrios, 1988 
 
Nikkomycin                         Streptomyces tendae                                    Decker et al., 1990 
 
Guanidylfungin A (AFA)    S. violaceusniger YCED-9                         Trejo-Estrada et al., 1998 
 
Kitamycin                             Streptomyces sp.                                          Hayashi et Nozaki, 1999 
 
Fungichromin                       Streptomyces padanus                                 Shih et al., 2003 
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 6.5. Taxonomie des actinomycètes 

 

  Depuis plusieurs années, la taxonomie des actinomycètes a connu une évolution 

importante en fonction du développement des connaissances. Ce groupe de microorganismes 

procaryotes appartient à l’ordre des Actinomycétales crée par Buchaman en 1917 (in Bergy’s 

1989). Selon Lechevalier et Lechevalier (1965), la classification des espèces dans cet ordre 

devait être faite selon des critères morphologiques et chimiques. Malgré l’efficacité de ce type 

de classification, l’adoption des critères génétiques est devenue essentielle vu le nombre 

d’espèces découvertes ces dernières années.  

 

  6.5.1. Classification des actinomycètes 

 

 6.5.1.1. Classification  morphologique  

    

   L’étude morphologique des actinomycètes se base essentiellement sur la présence ou 

l’absence du mycélium du substrat et le mycélium aérien, la couleur du mycélium, la 

production et la couleur de pigments diffusibles, la production de pigments mélanoïdes et la 

structure et la forme des spores (Figure 8). 

 

  La plupart des actinomycètes présentent un mycélium de substrat et un mycélium 

aérien. Souvent la ramification du mycélium de substrat est monopodiale, de rares 

actinomycètes tels que Thermoactinomyces, présentent une ramification dichotomique 

(Kalakoutski & Agre, 1976). Certains actinomycètes  sont dépourvus de mycélium aérien et 

ne présentent que le mycélium de substrat (micromonosporacées). Tous les actinomycètes 

forment un mycélium de substrat, sauf le genre Sporichtya qui présente un mycélium aérien 

qui se fixe au milieu de culture par des crampons. Certaines Rodococci forment des filaments 

allongés sur le substratum et ne produisent pas de vrai mycélium (Locci & Shaal, 1980). Les 

Nocardiformes ont la particularité d’avoir un mycélium de substrat qui se fragmente (Prauser, 

1981). 
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  D’autre part, les spores représentent un critère fondamental dans la taxonomie des 

actinomycètes (Locci & Sharples, 1984). Chez les genres Micropolyspora et Micromonospora 

et les Thermoactinomycètes, la formation des spores se fait directement sur le mycélium de 

substrat (Cross & Goodfellow, 1973). Chez les Streptomycètes, les spores surmontent le 

mycélium aérien. Les spores mobiles caractérisent le groupe des Actinoplanes et 

Actinosynnema, alors que Thermoactinomyces présente des endospores uniques 

thermorésistants (Cross & Goodfellow, 1973). Les spores flagellées caractérisent les 

Oerskovia sp.. 
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Formes générales de spores 
 

 
      

            
    

                
Position des flagelles sur les spores mobiles 

 
 
      

   
 
 

Ornementation des spores 
 
     
 

       
 
 
 
Figure 8 : Morphologie des spores des actinomycètes (Breton et al., 1989). 
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  Le nombre de spores est un caractère de classification important, ainsi 

Micromonospora, Thermomonospora, Saccharomonospora et Promicromonospora ne 

produisent que des spores isolées, Microbispora produit des spores en paires longitudinales. 

Actinomadura, Sporicthya,  et certaines Nocardia présentent des chaînes de spores très 

courtes (inférieures à 20) alors que Streptomyces, Nocardoïdes, Kitasatosporia, 

Streptoverticillium et certaines Nocardia sont caractérisés par la présence de longues chaînes 

de spores. Les chaînes de spores du genre Streptomyces sont soit droites (type Rectis), sinuées 

(type Rectiflexibilis) ou spirales (types Spirales) alors  que le genre Streptoverticillium 

présente des chaînes de spores en verticilles. Certains actinomycètes présentent des sclérotes 

(genre Chainia) ou des synnemas (Actinosynnema) ou des vésicules qui contiennent des 

spores (Frankia) ou dépourvues de spores (Intrasporangium). Les sporanges caractérisent les 

genres Actinoplanes, Ampulariella, Planomonospora, Planobispora, Dactylosporangium et 

Streptosporangium. 

 

  La figure 9 présente les différents types de spores et sporanges rencontrés chez les 

actinomycètes.  
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A 

                                                
Spirilospora                     Actinoplanes           Pilimela                 Streptosporangium 
 

                                                           
 
Ampulariella                            Dactyiosporangium                       Planomonospora 
 
 

B 

                                                   
 
Micromonospora           Thermomonospora          Sacharomonospora   Thermoactinomyces 

                 
Microbispora         Microtetraspora        Catellatospora                          Streptomyces 
 
 
Figure 9 : Différents chaînes de spores chez les Actinomycètes ; spores endogènes (A) et 
spores exogènes (B) (Breton et al., 1989). 
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6.5.1.2. Classification chimiotaxonomique  

 

  Selon Goodfellow & Minnikin, 1985, la chimiotaxonomie consiste en l’utilisation des 

caractères chimiques dans la classification des organismes. Ces caractères ont été surtout 

étudiés au niveau des parois cellulaires. En effet, les caractères morphologiques adoptés par la 

classification classique dépendent de la nature des composés chimiques des microorganismes 

(O’Donnell, 1988). Les composés majeurs adoptés par cette classification sont les acides 

aminés pariétaux, les lipides des enveloppes cellulaires et les sucres cellulaires (Lechevalier & 

Lechevalier, 1980). 

 

  L’acide diaminopimélique (DAP) présent au niveau des parois de la plupart des 

actinomycètes sous deux formes isomériques ; la forme LL et la forme DL ou meso. Les 

parois sont classées en huit groupes chimiques ou chémotypes pariétaux en fonction de leur 

composition en DAP mais aussi en d’autres acides aminés (Tableau 4) :  

   

 Chémotype I: Ce groupe est représenté par les micro-organismes ayant la forme L-DAP et la 

glycine, il s'agit de Streptomyces et Nocardoïdes.  

 

  Plusieurs genres d'actinomycètes possèdent le DAP sous sa forme meso-DAP, la 

distinction entre eux peut se faire sur la base de leur composition en sucre: 

  

 Chémotype II: ce groupe est représenté par les micro-organismes ayant la forme meso-DAP et 

glycine, en plus de l'arabinose et du xylose, il s'agit d' Actinosynnema et Actinomyces. 

 

 Chémotype III: ce groupe est représenté par les micro-organismes possédant uniquement le 

DAP sous forme meso en plus du madurose (3-0-methyl-D-galactose), il s'agit des 

maduromycètes, Dermatophilus, Thermomonospora, Thermoactinomyces et certaines 

Frankia.  

 

 Chémotype IV: ce groupe est caractérisé par la présence de meso DAP, d'arabinose et de 

galactose, il s'agit des Nocardiformes, Saccharomonospora et de  Micrpolyspora. 
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  Certaines actinomycètes ne présentent pas de DAP au niveau de leur paroi, il s'agit de 

Oerskovia et Promicromonospora. Certains actinomycètes possèdent d'autres acides aminés 

comme constituants majeurs de leur paroi. 

 Chémotype V: ce groupe est caractérisé par la présence de la lysine et de l'ornithine, il est 

représenté par le genre Actinomyces. 

 

 Chémotype VI: ce groupe est caractérisé par la présence d'acide aspartique et de galactose: 

Microbacterium, Oerskovia et certains Actinomyces. 

 

 Chémotype VI: ce groupe est caractérisé par la présence d'acide diaminobutyrique et de 

glycine, il s'agit d' Agromyces et de Clavibacter. 

 

 Chémotype VI: présence d'ornithine, il s'agit de Cellulomonas et d'Aureobacterium. 

 

  Il convient de noter que la combinaison des caractères morphologiques et des 

caractères chimiques peut permettre de distinguer les bactéries d'un même groupe et entre les 

diverses familles actinomycétales. En effet, Lechevalier & Lechevalier (1965) ont proposé un 

système de classification des actinomycètes basé sur des caractères morphologiques et 

chimiques. Ainsi les genres Streptomyces, Streptoverticillium, Arachnia et Nocardoides ont le 

même chémotype (chémotype I) bien qu'ils appartiennent à des familles différentes de part 

leur morphologie. En effet, il est aisément possible de les distinguer les unes des autres par le 

fait que Streptomyces présentent de longues chaînes de spores et Streptoverticillium montre 

des chaînes de spores en verticilles. Les mycelia de ces deux genres ne se fragmente pas 

tandis que Nocardoïdes présente un mycélium aérien et de substrat qui se fragmentent. 

Arachnia ne possède pas de mycélium aérien. 

 

  Par ailleurs, certains actinomycètes ne possèdent pas de DAP pariétal, il s'agit de 

Promicromonospora et Oerskovia. 
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  D'autres éléments de la composition chimique sont aussi pris en considération pour 

une complète distinction entre les différents genres. Ces caractères sont représentés par la 

nature du peptidoglycane, des lipides (les acides gras, les ménaquinones et les 

phospholipides). Ainsi, cinq profils ont été définis sur la base de la nature des phospholipides 

(Lechevalier & Lechevalier, 1981), et quatre profils sur la base de la nature des acides gras 

estérifiés au sein des phospholipides. 
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Tableau 4 : Différents types de parois et leurs constituants majeurs chez les actinomycètes 

(Murray et al., 1989). 

 

Type de paroi 
Constituants 

pariétaux majeurs 
Groupe/Genre 

I L-DAP + Glycine 
Arachnia, Pimelobacter, 

Nocardioides, Streptomycetes 

II 
Méso-DAP+ 

Glycine 
Actinoplanes, Actinomyces 

III Méso-DAP 

Dermatophilus, Maduromycetes, 

Frankia, Geodermatophilus, 

Thermonospora, Kitasatospira, 

Spirillosporia, 

Thermoactinomyces 

IV 
Méso-DAP+ 

Arabinose 

Micropolyspora, 

Nocardioformes 

V Lysine + Ornithine Actinomyces 

VI 

Présence variable de 

l’acide Aspartique et 

de galactose 

Microbacterium, Oerskovia, 

Promicromonospora, 

Actinomyces, 

Arcanobacterium 

VII 

Acide 

diaminobutyrique 

+ Glycine 

Agromyces, Calvibacter 

VIII Ornithine 

Aureobacterium, 

Curtobacterium, 

Cellulomonas 
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6.5.1.3. Classification moléculaires  

 

  Ces dernières décennies, la biologie moléculaire s’est imposée comme un outil 

puissant et incontournable en taxonomie. Actuellement, il n’est plus possible de proposer une 

nouvelle espèce sans effectuer des analyses génétiques. 

 

  Les principales analyses moléculaires utilisées pour la détermination des espèces sont  

le séquençage de l’ADN ribosomal 16S (Figure 10) et l’hybridation ADN-ADN. Le 

pourcentage G+C n’est obligatoirement demandé que lors d’une proposition de nouveaux 

genres. 

 

  Le séquençage de L’ADNr 16S commence par l’extraction de l’ADN génomique puis 

l’amplification de l’ADNr par l’utilisation des amorces spécifiques et cela par l’outil de la 

PCR (réaction de polymerase en chaîne). Par la suite, le produit de la PCR est utilisé pour 

séquencer la partie du 16S ADNr. Les séquences obtenues après amplification sont soumises 

à des études de comparaison (ou encore phylogénie) entre elles ou bien avec des espèces de 

référence répertoriées dans des banques de données génomiques. 

 

  Tout comme l’analyse de l’ADNr, la réassociation ADN-ADN est utilisée pour 

l’identification des espèces et la comparaison avec celles déjà décrites. Deux espèces sont 

considérées différentes si elles ont un taux de ressemblance (taux de réassociation de leurs 

brins d’ADN) inférieur à 70% (Wayne et al., 1987).  
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Figure 10: Classification du phylum des Actinobactéria basée sur des données de séquençage 
de l’ARNr. 16S. La barre représente 5 substitutions de nucléotides par 100 nucléotides 
(Stackebrandt et al., 1997).  
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Les actinomycètes sont des bactéries filamenteuses à Gram-positif. Elles constituent 

l’un des groupes bactériens les plus versatiles et les plus importants de point de vue 

écologique et biotechnologique. En effet, ces microorganismes ont une grande capacité à 

produire de nombreux métabolites secondaires ayant des structures chimiques et des activités 

biologiques très diverses tels que des antibiotiques, des antifongiques, des enzymes, des 

stimulateurs et/ou des inhibiteurs de la croissance etc…De fait de ces aptitudes, les 

actinomycètes peuvent représenter un moyen de lutte efficace, persistant et sans effets 

négatifs vis à vis de l’environnement en comparaison avec les traitements chimiques et 

remplacer ainsi l'utilisation des antifongiques systémiques.  

 

 Le travail présenté dans ce premier article consiste en la recherche d’actinomycètes 

capables de produire des antifongiques efficaces contre Botrytis cinerea, agent causal de la 

pourriture grise de la vigne (Vitis vinifera L.). L'isolement des actinomycètes a été réalisé à 

partir de quatre sols rhizosphériques de la vigne saine sauvage du Maroc (Errachidia, Sahara, 

Skoura, Tinjdad).  

 

 Le criblage de cents quarante deux souches a été effectué sur un milieu sélectif des 

actinomycètes (extrait du sol rhizosphérique additionné d’un antifongique : l’actidione et d’un 

antibiotique antibactérien (anti-Gram négatif) : l’acide nalidixique). Nos résultats montrent que 

les isolats actinomycétales sélectionnés à partir du sol rhizosphérique de la vigne saine du 

Maroc présentent un pourcentage important (17%) d’isolats actifs vis-à-vis de moins 4 

champignons tests mais seulement 9 isolats sélectionnés actifs sur les cinq champignons tests. 

 

 L'ensemble de ces 9 isolats peut constituer de ce fait un stock de microorganismes 

antagonistes de Botrytis cinerea dans le cadre de la lutte biologique contre la pourriture grise de 

la vigne. Les résultats des investigations sur feuilles isolées ou sur les vitroplants de vigne ont 

montré que ce pathogène ne se développe pas en présence des actinomycètes sélectionnés et/ou 

leurs produits actifs. 

 

Dans ce chapitre, nous détaillerons aussi les techniques utilisées pour le screening des 

actinomycètes à partir d’échantillons de sols rhizosphériques de la vigne saine sauvage du 

Maroc ainsi que la mise en évidence de leur activité in vitro vis-à-vis de Botrytis cinerea et 

l’aptitude de ces isolats  à protéger la vigne in vitro.  



  

 85 

 



  

 86  



  

 87 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  

 88 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 89 

 
 
 
 

 



  

 90 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 91 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



  

 92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



  

 94 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



  

 95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

CHAPITRE II 

 

Actinomycètes promoteurs de la croissance 

des plantes (PGPR) en tant qu’agents de 

lutte biologique 
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Dans le sol, l´activité microbienne est intense en particulier dans la zone sous 

l´influence des racines, la rhizosphère, qui contient plus d´un million de microorganismes par 

gramme de sol. Les microorganismes trouvent en effet dans ce milieu des substrats 

énergétiques libérés par les racines et nécessaires à leur métabolisme : sucres, acides aminés, 

acides organiques, hormones… Certains de ces microorganismes, principalement des 

bactéries, sont capables de coloniser efficacement les systèmes racinaires et influencent de 

manière bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des 

infections par des agents phytopathogènes. Ces bactéries de la rhizosphère sont alors reprises 

sous le terme PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria).  

 

Les actinomycètes sont des micro-organismes PGPR capables de coloniser la 

rhizosphère grâce à leurs caractères antagonistes et compétitifs vis-à-vis des autres 

microorganismes du sol. Certains sont connus pour leur production de sidérophores qui 

permettent de chélater le fer ainsi privant le fer des autres microorganismes (Cao et al., 2005 ; 

Getha et al., 2005). La production de sidérophores par S. griseorubiginouse est efficace dans 

la lutte contre la fusariose du bananier causée par Fusarium oxysporum f. sp. Cubenese 

(Getha et al., 2005). D’autres sont parasites de champignons en produisant des enzymes qui 

leur permettent de dégrader la paroi des cellules fongiques ; le parasitisme des mycélia de 

champignons par les actinomycètes a été décrit dans plusieurs travaux (Yuan et Crawford, 

1995 ; Kham et al., 1997 ; Tréjo-Estrada et al., 1998 ; El-Tarabily et al., 2000 ; Xiao et al., 

2002 ; El-Tarabily et Sivasithampar, 2006 ; Errakhi et al., 2007 ; Jain et Jain, 2007). Plusieurs 

enzymes chitinolytiques ont été identifiés chez certaines espèces d’actinomycètes dont S. 

antibioticus (1966), S. lividens (Miyashita et al., 1991), S. lydicus WYEC108 (Mahadevan et 

Crawford, 1997), S. plicatus (Abd-Allah, 2001) et S. halsteii AJ-7 (Joo, 2005).  

 

Les PGPR stimulent la croissance des plantes de différentes manières. Elles sont 

capables de coloniser la rhizosphère, volume du sol situé au voisinage immédiat des racines 

des plantes, en utilisant les exsudats racinaires comme substrats nutritifs, et ont, en retour, un 

effet bénéfique sur la plante. Cet effet bénéfique peut être direct, lorsque la bactérie stimule la 

croissance racinaire via la production de phytohormones, la solubilisation du phosphate 

inorganique, la fixation symbiotique ou non de l’azote etc…, ou indirect, lorsqu’elle inhibe la 

croissance des organismes phytoparasitaires (antagonisme via production d’antibiotiques, 

d’antibactériens et/ou d’antifongiques, de chitinases, de sidérophores etc…). Par ailleurs, la 

symbiose associative (aptitude endophytique) entre la bactérie PGPB et sa plante hôte 
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améliore grandement l’efficacité du transfert de nutriments ou autres substances bénéfiques de 

la bactérie à la plante. 

 

Une des particularités intéressantes des PGPR réside dans leur compétence 

rhizosphèrique. Ceci correspond à leur capacité à coloniser la rhizosphère, les surfaces 

racinaires, à y survivre et y proliférer pendant une période considérable en présence ou non 

d’une microflore existante (Whipps, 1997 ; Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; Compant et al., 

2005a). Cette compétence est un pré-requis pour que les PGPR puissent présenter des effets 

sur leur plante hôte. En effet, une absence d’effet des PGPR, que ce soit dans un cas de bio- 

contrôle ou de stimulation directe de croissance de la plante, a souvent été associée à une 

faible compétence des PGPR à coloniser la rhizosphère et les surfaces racinaires 

(Thomashow, 1996). Ceci a conduit à la recherche des PGPR présentant une forte compétence 

rhizosphèrique mais également de PGPR pouvant entrer à l’intérieur de leur hôte végétal, lieu 

où elles peuvent être relativement protégées des conditions extérieures (Nowak et Shulaev, 

2003).  

 

Les effets des PGPR endophytiques sur la plante sont souvent plus prononcées que 

ceux des bactéries restreintes au niveau des surfaces racinaires (Conn et al., 1997 ; Chanway 

et al., 2000). En effet, lors de la colonisation endophytique, les PGPR internes ont une 

interaction plus proche avec les cellules végétales que les PGPR non endophytiques. Elles 

stimulent, de ce fait, d’avantage les défenses et la croissance de la plante (Nowak et Shulaev, 

2003). Enfin, elles sont mieux protégées face aux stress biotique et abiotique que les 

épiphytes bactériens et interagissent ainsi plus longtemps avec leurs hôtes (Hallmann et al., 

1997). Ces bactéries PGPR présentent un grand intérêt scientifique et agronomique majeur car 

elles jouent un rôle important dans le fonctionnement biologique de la rhizosphère, et ont 

donc un effet important sur la croissance des plantes. L’effet PGPR offre donc des possibilités 

intéressantes pour une agronomie respectueuse de l’environnement. En effet, une meilleure 

connaissance et utilisation de ces populations bactériennes pourrait permettre une diminution 

des intrants phosphatés et des pesticides polluants dans les sols agricoles.  
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De nombreuses recherches ont été réalisées sur l’isolement des actinomycètes et leur 

utilisation comme agent de lutte biologique contre les phytopathogènes du sol. Cependant, les 

études portant sur la colonisation endophytique de la plante par les actinomycètes PGPR, le 

devenir des PGPR endophytiques au sein de la plante, ainsi que les mécanismes associés à 

leur colonisation méritent d’être étudiés. Tout d’abord d’un point de vue fondamental, afin 

d’analyser et de comprendre où se situent les bactéries, pourquoi elles se retrouvent dans 

certaines parties de la plante et quels sont les mécanismes de défense de la plante associés à 

leur colonisation. Ensuite  de point de vue appliqué, car le consommateur, peut demander si 

ces microorganismes sont présents dans les parties de la plante destinées à sa consommation. 

Ainsi, l’étude de la colonisation de la plante par les PGPR endophytiques apparaît comme un 

pré-requis avant leur utilisation sur les plantes cultivées (Nowak et Shulaev, 2003).   

   

D’après la littérature, la colonisation endophytique des PGPR au niveau racinaire peut 

se réaliser de différentes façons. Tout d’abord, la zone d’émergence des racines secondaires 

de la plante constitue une ouverture naturelle permettant l’entrée des PGPR à l’intérieur de la 

plante (Reinhold-Hurek et Hurek, 1998). Ensuite, les blessures provoquées par des facteurs 

biotiques, comme par exemple les agents pathogènes, peuvent également permettre l’entrée 

des PGPR (Lodewyckx et al., 2002). Une autre possibilité consiste en la sécrétion, par ces 

microorganismes, d’enzymes dégradant les parois cellulaires de la plante telles que des 

cellulases, des endoglucanases, des polygalacturonases et des xylanases (Hallmann, 2001 ; 

Lodewyckx et al., 2002 ; Gyaneshwar et al., 2001). Cette sécrétion enzymatique est 

cependant de faible intensité et n’est pas  une sécrétion continue qui détruirait les tissus de la 

plante. Elle permet ainsi juste à certains PGPR endophytiques d’entrer à l’intérieur de leur 

hôte végétal (Rosenblueth et Martinez-Romero, 2006). Suite à leur pénétration dans les 

racines, certaines PGPR endophytiques vont se propager dans différents tissus de leurs hôte 

(Whipps, 2001 ; Rosenblueth et Martinez-Romero, 2006 ; Sørensen et Sessitsch, 2006). La 

colonisation affecte tout d’abord le cortex racinaire par la voie intercellulaire et  atteint 

ensuite la barrière de l’endoderme (Sprent et James, 1995 ; Reinhold-Hurek, 1998 ; Hallmann, 

2001). Néanmoins, des cellules de l’endoderme sont détruites lors du développement des 

racines secondaires (Hallmann, 2001), ce qui facilite la propagation des PGPR endophytiques 

jusqu’au cylindre central. Les endophytes bactériens peuvent alors atteindre les vaissaux 

conducteurs du xylème et les utiliser pour se propager jusqu’aux parties aériennes de la plante 

(Sprent et James, 1995 ; James et al., 2002 ; Cocking, 2003). Cependant, il est important de 

considérer que cette migration des bactéries endophytes via les vaisseaux du xylème a fait 
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l’objet de beaucoup de discussions. Il a ainsi été rapporté par certains botanistes que les 

endophytes ne se propagent pas par le xylème, mais plutôt par l’apoplaste de ces vaisseaux, la 

lumière du xylème a bien été prouvée et diverses publications citent, ainsi, une propagation 

des endophytes par cette voie de colonisation (Hallmann, 2001 ; Compant et al., 2005b).   

 

Afin d’étudier la colonisation des PGPR endophytiques, il faut pouvoir visualiser ces 

microorganismes et les différencier de la microflore existante. De plus, des composés de la 

plante peuvent souvent être confondus avec des bactéries. Il apparaît de ce fait, primordial de 

les identifier sous conditions gnotobiotiques (environnement contrôlés où le seul micro-

organisme présent est celui inoculé) (Hallmann, 2001), également sous conditions non 

stériles. Ceci est possible, notamment, grâce à des marqueurs moléculaires comme par 

exemple le gène gfp (pour ‘‘Green Fluorescent Protein’’) codant pour la protéine verte 

fluorescente ou ses dérivés egfp, cgfp et ygfp (Larrainzar et al., 2005) ou à des marqueurs 

chromogéniques comme le gène gusA codant la protéine GUS ou β-glucuronidase conférant 

une coloration bleue à la bactérie après ajout d’un substrat (Gamalero et al., 2003 ; Jansson, 

2003). Cependant, certaines particularités morphologiques remarquables des actinomycètes 

(mycélium aérien, mycélium de substrat, la production de pigments diffusibles…) offrent la 

possibilité d’étudier leur colonisation sous conditions gnotobiotiques sans avoir appel aux 

marqueurs.     

    

Ainsi, dans ce deuxième article, nous avons évalué les compétences rhizosphèriques et 

le pouvoir de colonisation épi- et endophytique de 9 souches d’actinomycètes isolées à partir 

du sol rhizosphérique de la vigne saine sauvage de 4 régions du Maroc (Loqman et al., 2009). 

Ces souches sont sélectionnées pour leur meilleur effet antagoniste in vitro vis-à-vis de 5 

champignons phytopathogènes y compris Botrytis cinerea, l’agent de la pourriture grise de la 

vigne. De plus, les résultats préliminaires obtenus par ces souches en matière de protection de 

vitroplantules de vigne vis-à-vis B. cinerea, suggèrent que ces souches peuvent être des PGPR 

présentant des compétences rhizosphèriques mais également peuvent entrer à l’intérieur de 

leur hôte végétal en stimulant sa croissance ou ses défenses naturelles.  

 

Pour ce faire, nous avons vérifié tout d’abord la capacité de ces souches de pousser sur 

un milieu à base d’extrait de plante de vigne comme seule source nutritionnelle  et de garder 

sur le même milieu leurs pouvoirs antagonistes vis-à-vis B. cinerea. Les résultats obtenus 

montrent que 9 souches peuvent pousser sur ce milieu mais seule 5 présentent un pouvoir 
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antagoniste important vis-à-vis B. cinerea. Des observations microscopiques des hyphes de ce 

dernier prélevés au niveau de la zone de confrontation avec les actinomycètes antagonistes 

montrent des changements remarquables par rapport au témoin (dégradation partielle ou 

totale). Ceci a été confirmé par des observations réalisées en microscope à fluorescence en 

utilisant les colorant vitaux tels que le Red Nile et le Calcofluor white. Pour évaluer les 

compétences rhizosphèriques, endophytiques et/ou de protection de ces 5 souches, on a 

inoculé par des suspensions cellulaires stérilement et sous conditions gnotobiotiques la 

rhizosphère de vitoplantules de vigne. Nous avons observé que ces 5 souches colonisent les 

surfaces racinaires, puis pénètrent dans les racines jusqu’aux feuilles. De plus, en présence de 

ces souches, les plantes ne présentent pas les symptômes de la pourriture grise. La pénétration 

intra-racinaire des actinomycètes et les défenses associées peuvent être corrélées à la sécrétion 

d’enzymes dégradant les parois cellulaires par les actinomycètes. Ainsi, nous avons démontré 

que 4 de ces 5 souches synthétisent des endoglucanases.  

 

Les résultats importants obtenus par ces 5 souches ; compétences rhizosphèriques, 

colonisations endophytiques, croissance et protection de la vigne, offrent donc des possibilités 

intéressantes pour une agronomie respectueuse de l’environnement avec moins ou sans 

produits phytosanitaires. En effet, une meilleure utilisation de ces populations bactériennes 

nécessite une meilleure compréhension des mécanismes qui interviennent pour stimuler la 

croissance et/ou les défenses de la plante.  

 

Egalement, dans le troisième article, nous avons évalué d’autres caractéristiques PGPR 

des souches sélectionnées ; à savoir  la capacité antagonistique de ces souches vis-à-vis 

d’autres phytopathogènes de la vigne, la production des molécules stimulant la croissance ou 

les défenses naturelles des plantes en condition de laboratoire. Par ailleurs, nous avons 

démontré que 4 des 5 souches pouvaient stimuler la croissance et de protéger des plantules de 

vigne (Vitis vinifera L), en modèle rhizosphèrique contrôlé. Ainsi, les souches les plus 

performantes, Streptomyces anulatus (SS38 et SSh10) et Micromonospora flavogrisea 

(SS40), augmentaient respectivement la croissance de la plante de 80%, 76% et 73%.  

 

Ces souches se sont avéreés capables de produire des molécules de type acide indole 

acétique (AIA hormones capables de stimuler la croissance et les mécanismes de défense 

naturels des plantes). De plus, Ces souches peuvent aussi solubiliser le phosphate en milieu 

synthétique minimum (SMM) liquide et de  produire  des sidérophores  et des chitinases.  



  

 101 

Correlation between endophytic potential and anti-Botrytis activity of 

Actinomycetes isolated from rhizospherical Moroccan grapevine  

 
Souad Loqman1,2, Essaid Ait Barka1 , Christophe Clément1, Yedir Ouhdouch2 

 (1) Laboratoire de Stress, Défenses et Reproduction des Plantes, Unité de Recherche Vignes 

et Vins de Champagne, UFR Sciences – UPRES EA 2069, Université de Reims Champagne-

Ardenne, 51687 Reims Cedex 2, France 1 

 (2) Faculté de Sciences Semlalia, Université Cadi Ayyad (UCAM), Laboratoire de Biologie 

et de Biotechnologie des Microorganismes, Marrakech Maroc 

 

 

Essaid Ait Barka 

E-mail: ea.barka@univ-reims.fr 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 
 

 

 
 
 

 



  

 102 

ABSTRACT 

  

 Biological control is an alternative to pesticides for protection against crop diseases. A 

key to progress in the field of biological control to protect grapevine against Botrytis cinerea 

is to select in vitro the best agent to be applied in the field. Patterns of colonization of Vitis 

vinifera L. cv. Chardonnay plantlets by anagonistic actinomycete isolated from Moroccan 

Rhizosphere soil of healthy vineyard fields were studied under gnotobiotic conditions. 

Endophytic colonisation patterns were monitored by the presence of actinomycete in the 

tissues of the fifth leaf. Analysis of the actinomycete colonization patterns showed that this 

strain colonizes grapevine root. Furthermore, cell wall-degrading endoglucanase secreted by 

actinomycete explained how the bacterium gains entry into root internal tissues. The 

simultaneous in vitro co-culture of B. cinerea and actinomycete stop the spread of fungus, 

stimulate the growth and enhancement of the resistance of grapevine transplants. Microscopic 

observation of B. cinerea mycelium from the zone of contact between the fungus and with 

actinomycete on grapevine tissue extract agar shows a growth disruption of fungal mycelium. 

Evidence for physiological changes in these fungi was obtained by vital fluorescent staining 

with Calcofluor white and Nile red.     

 

 

Keywords: Actinomycetes, endophytic potential, antifungal activity, Botrytis cinerea, Vitis 

vinifera L. 
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INTRODUCTION  

 The causal agent of grey mould, Botrytis cinerea, is a ubiquitous necrotrophic 

pathogen and can infect almost every plant part on a wide range of plants worldwide 

(Rosslenbroich and Stuebler, 2000). The control of this and other fungal diseases of grapevine 

is mainly by use of chemical fungicides. Widespread use of chemical fungicides has certainly 

decreased the incidence of fungal diseases, but at the same time has contributed to the 

appearance of fungicide-resistant strains of the pathogens. Due to consumer resistance to 

chemical residues in food and public concern for environmental safety, there is an increasing 

demand to develop alternative methods for disease control (Elad et al., 1991; Gerhardson et 

al., 2002). 

 In recent years, microbe-based biological control of plant-pathogenic fungi has 

increased in agricultural importance as replacements or supplements for agrochemicals, which 

may pollute the environment. Public concern about chemical pesticides has fostered an 

interest in application of bacteria for biological control to protect agricultural crops against 

pathogenic fungi. Microbe-based biological control of plant diseases has increased in 

agricultural importance as replacements or supplements for agrochemicals, which may pollute 

the environment and affect non-target organisms (Gerhardson et al., 2002; Welbaum et al., 

2004). 

 One of the potential non-hazardous alternatives to the chemical fungicides is 

biological control, which consists of the use of biological processes to lower inoculum density 

of the pathogen in order to reduce crop loss (Beever et al., 1989; Thomashow et al., 1996; 

Larkin et al., 1998; Masih et al., 2000; Errakhi et al., 2007; Hamdali et al., 2008). To date, 

many promising microbes have been reported as candidate biocontrol agents against soilborne 

and airborne plant pathogenic fungi (Hallman et al., 1997; Sivasithamparam, 1998; Sturz et 

al., 2000; Bacon and Hilton, 2002; Mucciarelli et al., 2003; Narisawa et al., 2004; Jain and 

Jain, 2007).  
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 Beneficial bacteria, known as plant growth-promoting rhizobacteria (PGBR) 

(Kloepper et al., 1991), colonize roots, enhance shoot emergence, and stimulate plant growth 

either directly, by producing plant hormones and improving nutrient uptake, or indirectly, by 

changing the microbial balance in the rhizosphere in the favor of the beneficial micro-

organisms (Nowak et al., 1989; Lazarovits and Nowk, 1997; Ait Barka et al., 2000, 2002; 

Compant et al., 2005a, 2005b). Plant growth-promoting bacteria are associated with many, if 

not all, plant species are commonly present in many environments and positive effects of 

plant-associated, beneficial bacteria have been demonstrated with annual crops such as wheat, 

soybean, lettuce, bean, maize, barley (kloepper et al., 1991), potato (Nowak et al., 1998), and 

some woody plant species (Hallman et al., 1997; Sturz et al., 2000). The ability to colonize 

roots has been considered the major factor that determines inoculum efficacy both the crop 

yield enhancement and for disease control (Schroth et al., 1981; Weller, 1988). This has led to 

an emphasis on selection of plant-beneficial bacteria that are rhizosphere competent 

(Raaijmakers et al., 2001). In addition, there is ample evidence that bacteria can also colonize 

internal tissues and thrive as endophytes in roots and/or shoots and leaves (Dong et al., 2003; 

Garbeva et al., 2001; Hallman et al., 1997; Whipps, 2001).      

 Actinomycetes, especially Streptomyces spp., are among the most fascinating 

microorganisms. Actinomycetes are well-known isolated from the rhizosphere have been the 

focus for excellent biocontrol agents to soilborne plant diseases (Fabre et al., 1988; Tokala et 

al., 2002; Ikeda, 2003; El-Tarabily et al., 2000; Errakhi et al., 2007; Jain and Jain, 2007). 

Some actinobacteria are also known to inhabit the tissues of healthy plants. By cultivation-

independent techniques based on 16S rDNA genes, the actinomyctes were found to colonize 

inside the roots of barley (Thirup et al., 2001) and stems of potato (Sessitsch et al., 2002). The 

actinomycetes resided in healthy plant tissues without causing symptoms of disease were 

defined as endophytic actinomycetes. The first endophytic actinomycetes studied from non-
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leguminous plants (Benson et al., 1993). Other endophytic actinomycetes such as 

Streptomyces, Streptoverticillium, Nocardia, Micromonospora, Microbispora, and 

Streptosporangium strains were isolated surface-sterilized roots of different plant species in 

Italy (Sardi et al., 1992) and of maize in Brazil (Araujo et al., 2000). The use of endophytic 

actinomycetes as bicontrol agents of soil-borne roots disease is of interest through their ability 

to colonize healthy plant tissue and produce antibiotics in situ (Kunoh et al., 2002; Cao et al., 

2004; Conn et al., 2008). 

 Nine antagonistic actinobacteria isolates from four Moroccan Rhizosphere soil of 

healthy vineyard fields (Tinjdad, Skoura, Sahara, and Errachidia), previously selected for their 

ability to control the grapevine gray mould (Loqman et al., 2009) in vitro and in vivo. This 

study was also designed to survey endophytic actinomycetes in grapevine for use as a 

biocontrol agent during the cultivation of tissue-cultured plantlets because of recent studies on 

the potential of endophytic actinomycetes as biocontrol agents. 

The effect of the suppressive strains on the growth of the pathogen was determined by an in 

vitro plate assay. Protection from gray mould caused by B. cinerea was tested under 

controlled environmental. 
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MATERIAL AND METHODS 

Actinomycete strains 

 Nine actinomycete strains used in this study were isolated from rhizospheric soil of 

healthy vineyard from four different Moroccan fields (Tinjdad, Skoura, Sahara, and 

Errachidia). Among these, two (SSh10, SSh18) isolates originate from Sahara, seven from 

Skoura (SS5, SS6, SS22, SS27, SS38, SS39 and SS40). The sequencing of the 16S RNA of 

these strains confirmed this classification; SSh10 and SS38 isolates exhibited 98% and 99% 

sequence identity to Streptomyces anulatus, respectively. SSh18, SS6, SS22 and SS27 isolates 

exhibited 98% sequence identity to, Streptomyces endosymbiont of philanthus venustus, 

Streptomyces fimicarius, and Canditatus Streptomyces philanthi biovar basilaris respectively. 

SS5, SS39 and SS40 exhibited 98% sequence identity to Micromonospora flavogrisea. 

Previously characterized and selected for their ability to control the grapevine gray mould 

(Loqman et al., 2009). Actinomycete spores from the selected strains were stored in 20% 

sterile glycerol at -20 °C. 

 

Botrytis cinerea culture 

The B. cinerea strain 630 used in this experiment was provided by Dr. Brygoo (INRA, 

Paris, France). Filamentous fungi were maintained on potato dextrose agar medium (PDA). 

Fungal inoculum was prepared by growing the fungus for one week on fresh PDA medium. 

After this period, the B. cinerea isolate had developed abundant hyphal swellings. The 

mycelium was removed aseptically from the PDA plates and was briefly homogenized in a 

disinfected blender in the presence of sterile distilled water. The density of the fungal 

inoculum was determined and the concentration of the fungus was adjusted to 105 spores ml-1. 
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Confrontation tests 

   
The actinomycetes were inoculated on the sides of the Petri dishes containing the 

grapevine tissue extract agar (1 kg sheath chopped into small pieces was submersed in 1000 

ml boiling tap water for 1 h and 15 g agar was added filtrates). After inoculation at 28 °C for 

4 days, Botrytis cinerea was inoculated on the centre of the Petri plates. After 4 days under 

the same culture conditions, the distance between the edge of actinomycete colony and the 

edge of fungal colony was evaluated for evidence of inhibition.    

In order to test the effect of actinomycete on B. cinerea structure, a thin layer of fungal 

mycelium was aseptically removed from the zone of contact between the isolate and B. 

cinerea and placed in a drop of sterile water on a microscope glass slide. A cover slip was 

placed on the film, and observations were made under the microscope (Model BH2, Olympus, 

Japan).  

 

Fluorescent staining of Botrytis cinerea mycelium 

For vital observations, mycelium of B. cinerea was stained with two vital fluorescent 

stains, Calcofluor white (Sigma F-3397) and Nile red (Sigma N-3013). Stock solutions of the 

stains were made at 1 mg ml−1 for Nile red in DMSO whille Calcofluor white (Sigma 

Fluorescent Brightener 28) was made at 1 mg ml−1 in 50 mM phosphate buffer. The working 

concentration in staining solutions (µl stock solution ml−1 MilliQ water) and staining times 

were 15 min for Calcofluor white at 3 µl ml−1, and 20 min for Nile red at 2 µl ml−1. The effect 

of actinomycete on vitality of B. cinerea was tested by adding the fluorescent stains to fungus 

mycelium in eppendorf. Three replicates per treatment were performed. 
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Plant material and in vitro growth conditions  

 Disease-free plantlets of Vitis vinifera L. ‘Chardonnay’ were obtained by growing 

nodal explants on Murashige and Skoog medium (1962). Vitroplantlets were grown under 200 

µmol m² s-1 white fluorescent light for a 16 h photoperiod at 25 °C day and night 

temperatures. Multiplication was done in 25-mm-diameter test tubes containing a 15 mL 

medium. In each of the following experiments 24 nodal explants were used per treatment.   

 

In vitro bacterization with Actinomycetes 

The bacterial inoculum was produced by transferring two loops of actinomycetes to 60 

ml Bennett liquid medium in a 250 ml Erlenmeyer flask and incubated at 28°C at 150 rpm for 

4 days as previously described (Barakate et al., 2002). Bacteria were collected by 

centrifugation (3000xg. 15 min) and washed twice with phosphate saline buffer (PBS) (pH 

6,5). The pellet was resuspended in the same PBS buffer and then used as inoculum. About 1-

cm-long nodal explants, taken from 6-week-old plantlets with removed leaves, were dipped in 

the inoculum for 1 min, blotted with sterile filter paper, and propagated on Murashige and 

Skoog medium as above. Nonbacterized controls were dipped only in PBS. The plants were 

grown in the growth chamber as above.  

 

In vitro growth responses of the first and second and third plantlet generations after 

inoculation   

 Inoculated plantlets (first generation) were subcultured in vitro obtain the second 

generation. Inoculation was carried out only on the initial explants, not on the second and the 

third generation explants. 
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Endophytic colonization 

To determine endophytic colonization, plantlets were removed from the agar and the 

roots were gently rinsed in sterile distilled water.  The samples were surface sterilized with 

70% ethanol for 5 min, followed by 1% commercial bleach and a 0,01% Tween 20 solution 

for 1 min, and then washed three times in distilled water (1 min each time).  

 

Analysis of the cell wall-degrading enzymes activities 

 Enzyme activities were determined by the method of the Reinhold-Hurek et al (1993), 

with some modification. Briefly, plates containing Bennett solid medium, with either 0,2% 

carboxymethyl cellulose (CMC) or 0,5% polygalacturonic acid, were spot inoculated with 

actinomycetes and incubated at 30°C for 4 days. Then the cells were removed from the plates, 

and the CMC-containing plates were stained Congo red (0,1%) for 30 min; this was followed 

by several washes with 1M NaCl to improve the contrast (Reinhold-Hurek et al., 1993). 

Similarly, the polygalacturonic acid-containing plates were stained with ruthenium red (0,1%) 

and washed with 1M NaCl (McKay, 1988). Endoglucanase (CMC-degrading cellulase) 

activity was determined by the appearance on a red background of clear yellowish halos 

around the points where the actinomycete was inoculated (Reinhold-Hurek et al., 1993). 

Endopolygalacturonase activity was determined by the appearance of intence purple-red halos 

on a colorless background at the point where the bacterium was inoculated (McKay, 1988). 

 

Statistical analyses 

 The experiment unit in all experiment was an individual plant, contained in test tubes. 

Plants (24) were evaluated per treatment. An antagonistic test was done using six plates for 

each treatment. All experiments were repeated three times. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

Microorganisms living within plant tissues for all or part of their life cycle without 

causing any visible symptoms of their presence are defined as endophytes (Wilson, 1993; 

Saikkonen et al., 2004). They inhabit majority of healthy and symptom less plants, in various 

tissues, seeds, roots, stems and leaves (Johri, 2006). Plants benefit extensively by harbouring 

these endophytic microbes; they promote plant growth (Compant et al., 2005) and confer 

enhanced resistance to various pathogens (Clay and Schardl, 2002; Höflich, 2000; Arnold et 

al., 2003) by producing antibiotics (Ezra et al., 2004). Endophytes also produce unusual 

secondary metabolites of plant importance (Taechowisan et al., 2005). In the present study,                          

the nine selected actinomycetes can grow on the grapevine tissue extract agar as sole nutrient 

sources and only five (SS38, SS40, SS39, SS22 and SSh10) showed high antagonistic activity 

against B. cinerea in the same medium (Fig. 1). These strains can also grow in grapevine plant 

tissues and produce antifungal metabolites in situ, suggesting that antibiosis may be one of the 

mechanisms controlling this pathogen. Recently, examination under the light microscope 

showed litter decomposer fungal colony margins adjacent to the actinomycetes colonies 

showed the lysing of hyphae and aborted hyphae of germinating spores (Jayasinghe and 

Parkinson, 2008). There are many reports related to antibiotic substances which induced 

malfunctions such as stunting, distortion, swelling, hyphal protuberances or highly branched 

appearance of fungal germ tubes (Gunji et al., 1983; Getha and Vikineswary, 2002).  
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Figure 1: Effect of Actinomycetes on hyphal mycelium growth when inoculated together on 

grapevine tissue extract agar medium.   
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The microscopic observations of B. cinerea mycelium derived from 7-day-old co-

culture of actinomycete/fungus showed a marked morphological changes and severe structural 

alterations of the fungal mycelium in the presence of actinomycetes. The mycelium appeared 

degraded, with large vesicles inside the cell walls (Fig. 2). In many cases, the mycelium cells 

had either no cytoplasm or the cytoplasm was depleted of organelles (Fig. 2d-e). These results 

are in line with earlier observation of several sections of the invading hyphae, which 

displayed various levels of cellular disorganization that ranged from wall loosening to 

cytoplasm disintegration, as a result of biological control agent treatment (Masih et al., 2000). 

Several studies reported that B. cinerea mycelium presents severe morphological changes 

characterized by excessive branching and swelling of the cell wall when fungus was co-

cultured with antagonists (Larkin and Fravel, 1998; Ait Barka et al., 2002). The staining of 

walls and membranes with Calcofluor white and Nile red could easily see structural changes 

in mycelia. Calcofluor white is commonly used to stain chitin and glucan-containing cell 

walls in fungi (Reed et al., 1997) and growth patterns as hyphal branching may thus be easily 

observed in the treated hyphae (Fig. 3B). The stain showed excellent wall staining in all the 

fungi and septation and the hyphal from could easily be studied at a higher magnification. 

Nile red stains hydrophobic components of cell walls and intracellular membranes including 

lipid bodies (Yuan et al., 1991). Wall and membranes structures were invisible in the treated 

hyphae (Fig 3D) compared to those untreated (Fig. 3C). 

Our past studies clearly demonstrated the potential of nine selected actinomycetes to 

inhibit mycelia growth in vitro and in planta as shown by the healthy plantlets despite the 

presence of B. cinerea (Loqman et al., 2009). Also, when plant inoculated only with 

actinomycetes isolates were sampled several weeks later. In the present study, five of the nine 

selected isolates presented the same potential and pattern to suppress the attack of plantlets by 

B. cinerea. To avoid redundancy, only results obtained with SS38 isolates will be presented 
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Figure 2: Hyphal mycelium from the zone of interaction between B. cinerea an 

actinomycetes isolates. a: Normal hypha of B. cinerea. b-d: Mycelium taken in the zone of 

interaction between B. cinerea and Streptomyces anulatus-related strain (SS38). b: 

Partially emptied mycelium. c: Big vesicles in the mycelium. d: Emptied mycelium 

(arrow). Bar = 40 µm (a), 100 µ (b-d). 
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 Figure 3: Botrytis cinerea hyphae stained with Calcofluor white (A-B) and Nile red (C-D). 

(B-D) effect of actinomycete on fungal hyphae. (A-C) Untreated fungi. Bar=40 µm. 
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here. Selected isolates capable of establishing endophytic and epiphytic populations, allowing 

clonal multiplication of plantlets by nodal explants in perpetuum without the need for re-

inoculation (Fig. 4A). The response of plant toward bacterization was maintained and 

amplified after the second and the third generation. Several studies reported an identical 

behavior with potato (Frommel et al., 1991a), tomato (Pillay and Nowak, 1997) or grapevine 

(Ait Barka et al., 2002). Furthermore, as endophyte, the actinomycete has the advantages of 

escaping microbial competition and influencing the host’s response to pathogens attack. To 

prove the presence of endophyte actinomycete inside the leaf tissues, disk of fifth leaves from 

bacterized plantlets were deposited on Bennett medium. After 4 days of incubation, colonies 

of bacteria were observed around bacterized leaf and tissues (Fig. 4B-b). 

Vitroplants of Chardonnay are susceptible to fungal attack. When inoculated with B. 

cinerea, they produced characteristic gray mold symptoms within 7 days (Fig. 5e). In contrast, 

under the same inoculation and growth conditions, endophyte actinomycete bacterized 

vitroplants appeared healthy (Fig. 5c). Similar responses were reported cotton (Chen et al., 

1995), peas (Benhamou et al., 1996), potatoes (Sturz et al., 1999), and wheat (Coombs et al., 

2004). They can also increase nitrogen fixation they can also increase nitrogen fixation in 

wild rice (Elbeltagy et al., 2001) and accelerate seed emergence, and endophytes isolated 

from oilseed rape and tomato have the ability to improve seed germination seedling length, 

and plant growth (Nejad et al., 2000). Actinomycetes were chronologically detected first on 

root surfaces, then in root internal tissues, and finally in the fifth leaf.  Moreover, the presence 

of actinomycete in the root tips (Fig. 4B-a) after inoculation also supports the possibility of 

entry via root tips.  
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Figure 4: (A) In vitro responses of grapevine plantlets co-cultured with Streptomyces 

anulatus-related strain (SS38); (B-a) Microscopic observation showing emergence of SS38 

mycelia from disinfected root cuttings (B-b) test of the presence of Actinomycete colonies in 

leaf tissues sampled from bacterized plantlets after four days of incubation on solid Bennett 

medium; (1) First generation, (2) Second generation, (3) Third generation, (T) control 

plantlets. 
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 Figure 5: Grapevine plantlets: (a) nonbacterized plantlets; (b) nonbacterized plantlets + B. 

cinerea; (c) Bacterized plantlets with Streptomyces anulatus-related strain (SS38); (d) 

bacterized plantlets + B. cinerea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Figure 6: Photographs of endoglucanase activities of (a) Micromonospora flavogrisea-related 

strain (SS40); (b) Streptomyces fimicarius-related strain (SS22); (c-d) Streptomyces anulatus-

related strain (SSh10) and (SS38) respectively; (e) Micromonospora flavogrisea-related strain 

(SS39). 
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   This conclusion is supported by the production of the cell wall-degrading enzymes 

endoglucanase by four of the five selected endophytes actinomycetes (Fig. 6), Streptomyces 

anulatus-related strain (SS38 and SSh10), Streptomyces fimicarius-related strain (SS22) and 

Micromonospora flavogrisea-related strain (SS40) with hay production of the cell wall-

degrading enzymes endoglucanase by Streptomyces anulatus-related strain (SS38) (Fig. 6d). 

It has been reported that the production of cell wall-degrading enzymes by endophytic 

bacteria is usually linked to localized host plant defense (Hallman et al., 1997; Compant et al., 

2005). 

 Our data demonstrate that in vitro bacterization of grapevine plantlets can be used as a 

new strategy for preventing the spread of gray mold disease; however, the mechanism of this 

preventative and growth stimulation needs to be clarified. Our model presents the advantage 

to increase our understanding on the contribution of endophytically resident actinomycete to 

plant-pathogen interaction. Furthermore, it makes biological control by means of endophytes 

an attractive possibility, especially as an alternative to the control of plant pathogens by 

fungicidal compounds, whose efficacy has proven to be unsatisfactory. 
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Abstract 
 

In order to select Actinobacteria that could improve plant growth and thus agricultural 

yield, we assessed different plant growth promoting (PGP) abilities of five Actinomycete 

isolates originating from four rhizospheric soil of healthy vineyard from 4 different Moroccan 

fields (Tinjdad, Skoura, Sahara, and Errachidia) that had been selected for their ability to 

control the grapevine gray mould, for their rhizospherical competence and endophytic 

potential. We first demonstrated that all of these strains were able to grow on synthetic 

minimum medium (SMM) containing insoluble phosphate as unique source. Four isolates 

showed the most active growth and solubilization capability; these isolates were shown to be 

able to solubilize RP in liquid medium. The study of mechanisms involved in these 

weathering processes indicated that the isolates produce siderophores. These strains were also 

shown to possess other PGP properties, these strains were shown to be able to produce the 

phytohormone, indole acetic acid (IAA) and chitinase. The simultaneous in vitro co-culture of 

B. cinerea and actinomycete stop the spread of fungus, stimulate the growth and enhancement 

of the resistance of grapevine transplants.  

This study demonstrated that our selected Actinomycete strains could be used for the 

development of novel, non-polluting; farming practices by entering in the formulation of 

novel bio-fertilizer and bio-control products constituted by spores and/or mycelium of the ad 

hoc Actinobacteria. 

 

 
Keywords: Endophytics Actinomycetes; gray mould; PGPR activities; grapevine plantlets. 
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INTRODUCTION 
  
 

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are bacteria capable of promoting plant 

growth by colonizing the plant root (Kloepper and Schroth, 1978). PGPR can be divided into 

tow groupes acoording to their relationship with the plants: symbiotic bacteria and free-living 

rhizobacteria (Khan, 2005). As reviewed by Hallman et al., (1997), Glick (1995, 2001), Sturz 

et al., (2000), Hall (2002), Lucy et al., (2004), Welbaum et al., (2004) and Compant et al., 

(2005). These bacteria significantly affect plant growth directly or indirectly, the directly 

stimulate growth by nitrogen fixation (Han et al., 2005; Meunchang et al., 2006), 

solubilization of nutrients (Rodriguez and Fraga, 1999), production of growth hormones, 1-

amino-cyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase (Correa et al., 2004); and indirectly by 

antagonizing pathogenic fungi by production of siderophores, chitinase, β-1,3-glucanase, 

antibiotics, fluorescent pigments, and cyanide (Renwick et al., 1999; Pal et al., 2001).  

One of the growth-promoting, biotic and a-biotic stress resistance bacteria,  

actinomycetes are of special interest since they possess many proprieties that could benefit to 

plant growth or fitness (Noel et al., 2001; Xiao et al., 2002; Hamdali et al., 2008; Leher et al., 

2008). Actinomycetes are well-known saprophytic bacteria that decompose organic matter, 

especially polymers such as lignocellulose, starch, and chitin, in soil. Evidence indicates that 

actinomycetes are quantitatively and qualitatively important in the rhizosphere (Miller et al., 

1990; Sardi et al., 1992), and consequently may influence plant growth and protect plant roots 

against invasion by pathogenic fungi (Fabre et al., 1988; Whipps, 2001; Tokala et al., 2002; 

Errakhi et al., 2007). The widely recognized mechanisms of biocontrol mediated by these 

bacteria are competition for an ecological niche or a substrate by production of siderophores 

which allow to chelate iron thus depriving iron of other micro-organisms (Cao et al., 2005; 

Getha et al., 2005), others are fungal parasitic by producing various hydrolytic enzymes 

(amylase, cellulase, lipase, chitinases etc.) (Yuan and Crawford, 1995; Kham et al., 1997; 
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Tréjo-Estrada et al., 1998; El-Tarabily et al., 2000; Xiao et al., 2002; El-Tarabily and 

Sivasithampar, 2006; Jain and Jain, 2007). Certain species are symbiotic higher plants, these 

endophytic bacteria form associations called actinorhizes allowing the nitrogen fixing 

(Davidson, 1988). The Frankia genus established a symbiotic association with several 

phanerogammes. The most known example is the alder (Alnus) (Baker, 1988). The 

actinomycetes, indeed, are known by their capacity to produce antibiotics which enable them 

to inhibit phytopathogens (Emits and Handelsman, 1999; El-Tarabily and Sivasithampar, 

2006, Loqman et al. 2009a).   

These different abilities were described as scattered in various Actinomycete species 

but we thought that it might be possible to encounter them in a unique strain. In order to find 

such strain, we tested the abilities of five antagonistic actinomycetes isolates from the 

rhizospherical Moroccan soil of Vitis vinifera, previously selected for their ability to control 

the grapevine gray mould (Loqman et al., 2009a) also for their rhizospherical competence and 

endophytic potential (Loqman et al., 2009b), for their aptitude to excrete substances able to 

stimulate plant growth (phytohormone, indole acetic acid, IAA). The beneficial effects of 

these strains on grape vine plantlets growth were assessed in test tubes as well as in soil 

experiments.     
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Materials and methods 

Plant material and in vitro growth conditions  

Plantlets of Vitis vinifera L. cv. 'Chardonnay' clone 7535 were micropropagated by 

nodal explants grown on 15 ml semi-solid medium (Martin et al. 1987), in 25-mm culture 

tubes under 200 µmol m2 s-1 white fluorescent light, 16 h photoperiod at 26°C (Ait Barka et al. 

2000). Uniform plantlets (n=24) were selected for each treatment in each experiment. 

 

Actinomycetes strains 

Five antagonistic selected actinomycetes strains used in this study were isolated from 

four Rhizospheric soil of healthy vineyard from 4 different Moroccan fields (Tinjdad, Skoura, 

Sahara, and Errachidia). Among these, one isolate originate from Sahara (SSh10: 

Streptomyces anulatus) and four from Skoura (SS22: Streptomyces sp. FXJ23; SS38: 

Streptomyces anulatus; SS39, SS40: Micromonospora flavogrisea). Previously characterized 

and selected for their ability to control the grapevine gray mould (Loqman et al., 2009a) and 

for their rhizospherical competence and endophytic potential (Loqman et al., 2009b). 

Actinomycete spores from the selected strains were stored in 20% sterile glycerol at -20 °C. 

 

In vitro bacterization with Actinomycetes 

The bacterial inoculum was produced by transferring tow loops of actinomycetes to 60 

mL Bennett liquid medium in a 250 mL Erlenmeyer flask and incubated at 28°C at 150 rpm 

for 4 days as previously described (Barakate et al., 2002). Bacteria were collected by 

centrifugation (3 000g; 15 min) and washed twice with phosphate saline buffer (PBS) (pH 

6,5). The pellet was resuspended in the same PBS buffer, and then used as inoculum (106 

CFU/mL). About 1-cm-long nodal explants, taken from 6-week-old plantlets with removed 

leaves, were dipped in the inoculum for 1 min, blotted with sterile filter paper, and propagated 
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on Murashige and Skoog medium as above. Nonbacterized controls were dipped only in PBS. 

The plants were grown in the growth chamber as above.  

 

Botrytis cinerea culture 

The B. cinerea strain 630 used in this experiment was provided by Dr. Brygoo (INRA, 

Paris, France). Filamentous fungi were maintained on potato dextrose agar medium (PDA). 

Fungal inoculum was prepared by growing the fungus for one week on fresh PDA medium. 

After this period, the B. cinerea isolate had developed abundant hyphal swellings. The 

mycelium was removed aseptically from the PDA plates and was briefly homogenized in a 

disinfected blender in the presence of sterile distilled water. The density of the fungal 

inoculum was determined and the concentration of the fungus was adjusted to 105 spores/mL. 

 

Artificial inoculation of B. cinerea 

 Six-week-old bacterized and non bacterized plantlets were inoculated with B. cinerea. 

Inoculation with the pathogen was performed with droplets (20µL) of spores suspension (105 

spores/mL suspended in sterile distilled water) deposited on the second leaf from the top. The 

development of the disease symptoms was evaluated 5 days after inoculation. 

 

Phosphate solubilization by the selected actinomycetes 

Selection of actinomycetes able to use RP as sole phosphate source was carried out on 

the synthetic minimum medium (SMM) containing 10 g L-1glucose, 2 g L-1 NaNO3, 0.5 g L-1 

MgSO4.7H2O, 0.5 g L-1 KCl, 0.01 g L-1 FeSO4.7H2O and RPK (0.5 g L-1, containing 

approximately 2.2 mM phosphorus) as sole phosphate source or on the SMM containing 

soluble K2HPO4 (0.5 g L-1, 4.38 mM) or no phosphate source (according to Hamdali et al., 

2008).  
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In order to estimate the ability of the selected actinomycetes to release soluble 

phosphate in liquid medium, three culture replicates were inoculated with 106 spores/mL of 

each actinomycetes and grown for 5 days at 28°C on a rotary shaker (180 g min-1) in 250 mL 

Erlenmeyer flasks containing 50 mL of liquid SMM medium with 0.5 g L-1 RPk. Cultures 

were centrifuged at 10,000xg for 10 min and the pH of the supernatant was measured every 

day. The supernatant was analyzed for P2O5 content by chlorostannous reduced molybdo-

phosphoric acid blue colour method (Olson and Sommers, 1982). Similar measures were 

carried out in non-inoculated flasks incubated under the same conditions. 

 

Detection of siderophore 

In order to determine whether siderophore were present in the culture supernatants of 

the five selected actinomycete isolates, they were grown for 5 days under the conditions 

described above. The supernatants were centrifuged at 10, 000 xgmin-1, filtered and 

concentrated filtrates were deposited on sterile cellulose disks (5 mm diameter) placed 

aseptically on blue CAS-agar plates as described by Schwyn and Neilands (1987) and 

incubated at 30 °C for 3 days. Disks impregnated with 2, 4, 6, 8 or 10 µg/mL Desferrioxamine 

B (Sigma-Aldrich, Germany), a well known siderophore (Tunca et al., 2007), placed 

aseptically on blue CAS-agar plates and incubated under the same conditions, were used as 

positive controls. The disks impregnated with solutions containing siderophore were 

surrounded by a zone of colour change (blue to yellow-orange) of the CAS that was due to 

iron chelation (Schwyn and Neilands, 1987). The size of the zones and the intensity of the 

colour change were estimated and compared to the controls.          
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Assay for chitinase 

In order to assay chitinase production by the selected strains, a colloidal chitin 

suspension was, prepared from crab shell chitin as follows: 40 g of chitin were dissolved, 

under stirring for 30 to 50 min, in 400 mL of HCl 6M (Hsu and Lockwood, 1975). The chitin 

was precipitated as a colloidal suspension by diluting it slowly with 2 l of deionized water at 5 

-10 °C. The colloidal suspension was filtered and washed until the pH of the suspension was 

about 3.5 and then was dried. Dry chitin (4 g) was added as sole carbon source, in 

replacement of glucose to 1 L of SMM; containing 0.5 g L-1 RPK. After autoclaving, the 

melted agar medium was adjusted to pH 7.8. The positive growth control experiment was 

made with SMM containing glucose as sole carbon source. Only chitinase excreting isolates 

could grow on the chitin SMM medium.  

 

Determination of Indol Acetic Acid (IAA) produced 

Indoleacetic acid (IAA) production was analysed using a modification of the 

qualitative method developed by Bric et al. (1991). The growth medium used contained 10 g 

tryptone, 5 g yeast exctract, 5 g NaCl, 1,02 g L-tryptophane and 20 g agar for 1 litter of 

deionized water. This medium was sterilized at 121°C for 20 min. Actinomycetes strains were 

plated on the surface of the medium overlaid with a nitrocellulose membrane (Amersham 

Pharmacia) and incubated at 28°C for 7 days. After Actinomycetes growth had occurred, the 

membrane was removed from the plate and treated with Salkowski reagent (2% (w/v) 0.5 M 

FeCl3 in 35% perchloric acid) for 15 min at room temperature. Actinomycetes strains 

producing IAA are identified by a red halo surrounding the colony.  

 

Test for antagonistic activity 

The plate diffusion method was used to assess the global anti-microbial activity of the 

strains (Barakate et al., 2002) against other grapevine Phytopathogenic fungi, Fomitiporia 
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mediterranea, Phaeoacremonium aleophilum and Phaeomoniella chlamydospora, the Gram 

negative bacteria Escherichia coli K12 (W1130) and Pseudomonas aureus CCMM/B11, the 

Gram positive bacteria Micrococcus luteus ATCC 381, Bacillus subtilis ATCC 9524 and 

Staphylococcus aureus DSM 20231 (ATCC 12600), the yeast Candidas albicans ATCC 2091 

and Rhodotorula rubra Tü 8093 (strains collection of Microbiology Laboratory, Marrakech). 

Actinomycete isolates were grown grapevine tissue extract agar medium (Loqman  et al., 

2009b) for 14 days then three disks (diameter 10 mm) were cut out and placed on 48 h grown 

lawns of the different microorganisms tested grown on nutrient agar (Difco, USA) for bacteria 

and yeasts and Sabouraud agar medium (Biorad, France) for fungi. Plates were first stored at 

4 °C for at least 2 h to allow the diffusion of any substances produced, then incubated at 28 

°C. Sizes of the inhibition zones were determined after 24 h of incubation for bacteria and 

yeasts and 48 h for fungi. Controls involved the use of sterile agar plugs. Three replicates 

were performed for each isolate by each microorganism test.  

 

Statistical analyses 

The experiment unit in all experiments was an individual plant, contained in test tubes. 

Plants (24) were evaluated per treatment. An antagonistic test was done using six plates for 

each treatment. For all experiments, data were analyzed by a t test (least squares means). All 

experiments were repeated three times.     
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Results and discussion  

Plant rhizosphere is known to be referred ecological niche for various types of soil 

microorganisms due to riche nutrient availability. It has been assumed that inoculation with 

Actinomycetes have been shown to promote growth of many plant species. Mashra et al. 

(1987) tested the culture filtrates of Micromonospora, Nocardia, Rhodococcus, 

Streptosporangium and Oreskovia from rhizosphere for plant growth regulatory properties 

and found these isolates caused dry-weight increases in corn, soybeans, cucumbers, tomatoes 

and sorghum. In the present investigation five antagonistic selected actinomycetes strains 

were isolated from four Rhizospheric soil of healthy vineyard from 4 different Moroccan 

fields (Tinjdad, Skoura, Sahara, and Errachidia). Among these, one isolate originate from 

Sahara (SSh10: Streptomyces anulatus) and four from Skoura (SS22: Streptomyces sp. 

FXJ23; SS38: Streptomyces anulatus; SS39, SS40: Micromonospora flavogrisea). Previously 

characterized and selected for their ability to control the grapevine gray mould (Loqman et al., 

2009a) and for their rhizospherical competence and endophytic potential (Loqman et al., 

2009b). Among the five selected Actinomycetes, we indeed demonstrated that grapevine 

plantlets co-cultured with SS38, SS39, SS40 and SSh10 strains grow faster and have 

significantly more secondary roots, roots and leaf hairs (Fig. 1). Shoot and root dry weight 

was the best indicator of the response of grapevine to inoculation with the five selected 

Actionmycets. Plant growth was measured and the effect of bacterial inoculation on the plant 

was assessed (Fig. 1A). The strains that promoted greater plant growth were SS38, SS39, 

SS40 and SSh10. the shoot and root fresh weights were increased by the treatment with the 

selected isolates, but the best performing strains were SS38, SSh10 and SS40 that stimulated 

growth up to 80%, 76% and up to 73%  respectively (Table 1). The length of the principal 

root was boosted when the plantlets were inoculated with SS38 and SSh10, confirming the 

results obtained by Ait Barka et al. (2000) with grapevine and these obtained by Frommel et 

al.(1991) with potato plantlets.   
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 Figure 1: (A) In vitro responses of grapevine plantlets co-cultured with Streptomyces 

anulatus-related strain (SS38); (B-a) nonbacterized plantlets; (B-b) nonbacterized plantlets + 

B. cinerea; (B-c) Bacterized plantlets; (B-d) bacterized plantlets + B. cinerea. 
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Table 1: influence of the five Actinomycete isolates on in vitro growth parameters of V. 
Vinifera L. 
 
Treatements                 NN                         SFW(g)                       RFW(g)                  TB(g)           
Control                      13±0.54                  0.69±0.03                    0.38±0.05               1.07±0.07 
SS22                          14±0.32                  0.72±0.02                    0.44±0.02               1.14±0.05 
SS38                          19±0.22                  1.28±0.02                    0.69±0.03               1.87±0.03 
SS39                          16±0.47                  1.02±0.02                    0.58±0.04               1.60±0.04 
SS40                          18±0.86                  1.17±0.03                    0.65±0.03               1.80±0.07 
SSh10                        17±0.28                  1.18±0.05                    0.68±0.02               1.83±0.05 
 
NN, node number; SFW, shoot fresh weight; RFW, root fresh weight; TB, total biomass. 
Values per plantlets are means of 24 replicates based on 12-week-old-plantlets. 
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 Enhancement of plant growth following inoculation with plant growth promoters can 

result from wide varieties of direct and indirect activities (Glick, 1995). It could be the direct 

action of the introduced isolates in making available soil nutrients for plant growth or by the 

production of plant growth regulators in planta or in the rhizosphere by the introduced 

microorganisms. Indirect effects are those related to the production of metabolites, such as 

antibiotics which increase plant growth by decreasing the activities of pathogens or 

deleterious microorganisms (Glick, 1995). Plant growth enhancement resulting from 

increased availability of nutriments was evident in our present work where a rock phosphate-

solubilizing. The five selected actinomycete strains showed different abilities to release 

soluble phosphate from RP (Fig. 2). Phosphate release ranged from 9,93 to 25,12 µg mL-1. 

The phosphate solubilization was most frequently encountered by SS38, SS40, SSh10 and 

SS39 respectively in comparaison to control whereas the weak phosphate concentration was 

observed in the presence of S22 with 9, 93 µg mL-1 (Fig. 2). The different aptitudes for the 

solubilization of RP might reflect different modes of solubilization. Reports in the literature 

suggest that microbial solubilization of mineral phosphate might be either due to excretion of 

organic acids causing acidification of the external medium (Whitelaw, 2000) or to the 

excretion of chelating substances (such as siderophores) that from stable complexes with 

phosphorus absorbents (aluminium, iron and calcium) (Watteau and Brethelin, 1994; Welch et 

al., 2002, Hamdali et al., 2008) and thus increase phosphate solubilization. No acidification of 

the growth medium was observed for any of strains; suggesting that our most effective RP 

solubilizing strains do not excrete organic acids but excrete chelator substances as revealed by 

the blue CAS-agar test (Schwyn and Neilands, 1987). Siderophore production was detected 

among the five selected Actinomycetes with the SS38, SS40, SS39 and the SSh10 strains 

were the most efficient producers of the siderophores as judged by the size of the zone and the 
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Figure 2: Concentration of soluble phosphate released from rock phosphate in the supernatant 

of cultures of the 5 selected isolates grown for five days in SMM containing 0.5 g l-1 RPK and 

in the medium of the non-inoculated flasks incubated in the same conditions (control). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: Cellulose disks impregnated with 20 µl of solution of Desferrioxamine B at 

different concentration or with 20 µl of eight fold concentrated culture supernatants of 

cultures of the 5 selected isolates and of the control grown for 5 days in liquid SMM 

containing 0.5 g l-1 RPK and deposited on the surface of a CAS-blue agar plate. 
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 intensity of the colour change of the CAS-agar (Fig. 3) whereas the strain SS22 excreted very 

little, if any, of these substance with S. lividans TK24 (negative control). 

Another important element of plant fitness is its ability to resist of various plant 

pathogens such as phytopatogenic fungi (Whipps, 2001). The plant possesses its own 

mechanisms of resistance (Franceschi et al., 2005) but the micro-organisms of the soil could 

contribute to this fight by excreting substances limiting growth of the phyotopathogenic fungi 

(Vassilev et al., 2006; Jain and Jain, 2007) or stimulating natural defences of the plant 

(Prévost et al., 2006; Lehr et al., 2008). In the present study, four out of the five antagonistic 

selected Actinomycete isolates, Streptomyces anulatus-related strain (SS38 and SSh10), 

Micromonospora flavogrisea-related strain (SS40) and Streptomyces sp. FXJ23-related strain 

(SS22), were shown to be efficiency to limit growth, at least on Petri dishes, of three 

grapevine phytopatogenic fungi. The confirmation of this protective effect in soil was 

evaluated with B. cinerea (Fig. 1B). As reported by other studies, this protective effect might 

be increased by the ability of the selected actinomycete strains to excrete chitinase 

(Taechowisan et al., 2004), IAA (Noel et al., 2001), siderophores (Matthijs et al., 2007; 

Hamdali et al., 2008) or to other anti-fungal substances (Table 2) that remain to be 

characterized. 

This study demonstrated that the selected Actinomycete strains have multifunctional 

PGP properties  as do other soil born micro-organisms such as Pseudomonas sp. strain PsJN 

(Ait Barka et al. 2002; Compant et al., 2005), Pseudomonas putida (Pandy et al., 2006), 

Acinetobacter sp. PSGB03 and Serratia sp. PRGB11 (Indiragandhi et al., 2008) that were able 

to solubilise insoluble phosphate as well to produce IAA, chitinase, β-1,3-glucanse, 

siderophores and antifungal substances to improve plant growth. However, to our knowledge, 

it is the first report mentioned the ability of the Actinomycete strains to promote growth and 

to limit phytopatogenics attack on grapevine plantlet.      
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Table 2: Antimicrobial activities of five Actinomycete isolates on selected media at 28 °C 
(n=3). 
 

Isolates SS38 SS22 SS39 SS40 SSh10 

Origin Skoura Sahara 

Fomitiporia 
mediterranea 

+ + + + - 
 

+ ++ 
 

+++ 

 
Phaeoacremonium 

aleophilum 
+ + + + - 

 
+ ++ 

 
+++  

Fungi 

 
Phaeomoniella 
chlamydospora 

+++ +  + + + 
 

+ ++ 
 

+++ 

 
Micrococcus 

luteus 
+++ +++ +++ 

 
+ + 

 
++ 

Bacillus subtilis +++ +++ +++ + + 

 
Gram+ 
bacteria 

Staphylococcus 
aureus 

+ + + + + + + + ++ 

Escherichia coli + + + + + + ++  
Gram- 
bacteria 

Pseudomonas 
aureus 

+ + + + + + + + ++ 

Candidas albicans + + - + + ++ 

 
Activity 
against * 

 
Yeast 

Rhodotorula rubra + + + + + ++ 

Siderophores 1 1 1 1 1 

Chitinases 1 1 1 1 1 

 
 

Other activities *** 

IAA 1 1 1 0 1 
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CHAPITRE III 

 

Identification des isolats actinomycétales 

antagonistes sélectionnés 
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La taxonomie des actinomycètes a connu une évolution importante en fonction du 

développement des connaissances. Ce groupe de microorganisme procaryotes appartient à 

l’ordre des Actinomycétales crée par Buchaman en 1917. La classification des espèces dans 

cet ordre est faite selon des critères morphologiques et chimiques. Cependant avec la 

prolifération des espèces, il s’est avéré que ces méthodes sont insuffisantes et non concluantes 

pour la distinction d’organismes proches ou pour la détermination d’un groupement rationnel 

des genres au sein du groupe. En effet, malgré l’efficacité de ce type de classification, 

l’adoption des caractéristiques génétiques est devenue essentielle pour l’étude de la 

biodiversité bactérienne et la caractérisation définitive des microorganismes. 

 

L’objectif de ce chapitre est l’identification par les moyens chimiques, physiologiques 

et moléculaires des actinomycètes les plus efficaces sélectionnés pour leur capacité 

endophyitque, PGPR et  antagonistes vis-à-vis des champignions phytopatogènes de la vigne. 

 

La classification des souches a été effectuée selon deux étapes, une étape numérique 

portant sur les caractéristiques morphologiques et l’analyse chimique des parois cellulaires 

des actinomycètes. La deuxième est basée sur les caractéristiques moléculaires des souches 

antagonistes. 

 

Les caractéristiques morphologiques et culturales des antagonistes ont été étudiées par 

l’utilisation des milieux ISP (International Streptomyces Project) (Pridham et Gottlieb, 1948 ; 

Shirling et Gottlieb, 1966). L’analyse chimique des parois cellulaires a porté sur le dosage des 

acides aminés selon la méthode décrite par Becker et al. (1964) et des sucres selon la méthode 

décrite par Lechevalier et Lechevalier, 1980. Les résultats ont montré que les souches 

contiennent L-DAP et la glycine. D’autre part, l’observation sous microscope électronique à 

balayage a montré que les souches forment des chaînes de spores en spirale ou dégradées. 

L’ensemble de ces données indique que les souches antagonistes étudiées appartiennent au 

genre Streptomyces. 

 

Par la suite, nous avons procédé à l’identification moléculaire des souches 

antagonistes. L’extraction de l’ADN de chaque souche a été effectuée séparément selon la 

méthode de Hopwood (1985). L’ADN est obtenu en cultivant, à 30°C pendant 5 jours, les 

isolats d’actinomycètes dans 100 ml de milieu ISP2 agité (en Erlenmeyer). La culture est 

centrifugée et le mycélium, lavé deux fois à l’eau bidistillée puis récupéré. Dans un tube 
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Eppendorf stérile de 1,5 ml contenant 500 ml de tampon de lyse (400 mM de Tris-HCl [pH 

8.0], 60 mM d’EDTA [pH 8,0], 150 mM de NaCl, 1% de sodium dodecyl sulfate), une petite 

quantité de mycélium est ajoutée et dispersée à l’aide d’une spatule stérile. Le tube est laissé 

pendant 10 min à température ambiante. Après addition de 150 ml d’acétate de potassium (pH 

4,8 ; qui est composé de 60 ml d’acétate de potassium 5 M, 11,5 ml d’acide acétique glacial, 

et 28,5 ml d’eau distillée), le tube est vortexé brièvement et centrifugé à 10 000 g pendant 1 

min. le surnageant est transvasé dans un autre tube Eppendorf et centrifugé comme 

précédemment. Après transfert du surnageant dans un nouveau tube Eppendorf, un volume 

égal d’isopropanol est ajouté. Le tube est brièvement mixé par inversion puis, centrifugé à 

10 000 g pendant 2 min, puis le surnageant éliminé. L’ADN obtenu sous forme de pellettes 

est lavé avec 300 ml d’éthanol à 70%, centrifugé à 10 000 rpm pendant 1 min. le surnageant 

est éliminé et l’ADN séché à l’air puis dissout dans 50 µl d’eau bidistillée stérile. 

 

L’amplification de la partie ADNr 16s a été effectuée en utilisant deux amorces 

universels 27f (5’–AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) et 1492r (5’-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3’). L’ADN est amplifié par PCR (Polymerase Chain 

Reaction) avec kit Invitrogen. L’amplification est réalisée dans un ‘‘Touchgene (Techne) 

thermal cycler’’ selon le profil suivant : 

- Une étape initiale de dénaturation à 98°C pendant 3 min, suivie de l’addition de Taq 

ploymerase. 

- 35 cycle d’amplification à 94°C pendant 1min, 52°C pendant 1 min, 72°C pendant 2 

min et, 

- Une étape finale d’extension à 72°C pendant 10 min. 

 

Le produit PCR est détecté par électrophorèse sur gel d’agarose contenant du Bromure 

d’éthydium et visualisé par fluorescence UV. 

 

Le séquençage est effectué par GenomExpress. Les amorces sont les mêmes que celles 

utilisées lors de la PCR. Une fois la séquence déterminée, elles est comparée à celles des 

espèces référence disponibles dans des banques génomiques de données et utilisant le ‘‘NCBI 

Blast’’ disponible sur internet au niveau du site Web : ncbi-nlm-nih.gov 

 

. 
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Les résultats du séquençage ont montré que :  

� La souche SS10 présente un pourcentage de similarité de 99% avec 

Streptomyces  marokkonensis nouvelle espèce identifiée récemment  par notre 

laboratoire. 

 

Figure 1 : Arbe phylogénétique montre le % d’identité de la souche SS10 avec la séquence de 

l’ADN 16S des espèces les plus proches. 
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� la souche SS38 présente un pourcentage de similarité de 99% avec 

Streptomyces purpurasoens :  

  

Figure 2 : Arbre phylogénétique montre le % d’identité de la souche SS38 avec la séquence 

de l’ADN 16S des espèces les plus proches. 
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� la souche SS40 présente un pourcentage de similarité de 99% avec 

Streptomyces sp. B22 :  

 

Figure 3 : Arbre phylogénétique montre le % d’identité de la souche SS40 avec la séquence 

de l’ADN 16S des espèces les plus proches. 
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En se basant sur l’analyse des trois arbres phylogénétiques, on a constaté que ces trois 

souches forme chacune une branche séparée. Ainsi, la comparaison des caractères 

morphologiques et biochimiques de ces trois souches avec ceux de leur souches similaires 

nous a permi de relever des différences remarquables, d’où l’idée qu’il s’agit de nouvelles 

espèces. 

  

Des études plus poussées par la technique d’Hybridation ADN-ADN, ont montré que 

trois souches antagonistes SS38, SS40 et SS10 correspondent bien à de nouvelles espèces du 

genre Streptomyces. 

 

Pour des raisons de confidentialités (voir annexe), on va présenter les résultats de la 

souche SS10 comme modèle pour  ce chapitre d’identification.      
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Streptomyces thinghirensis sp. nov., a novel bacterium isolated from 

rhizosphere soil of Vitis vinifera. 
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A novel actinomycete, strain S10T, was isolated from wild Vitis vinifera rhizosphere soil in 

Thinghir, Ouarzazate Province, Southern Morocco. The taxonomic status of this strain was 

established using a polyphasic approach. Strain S10T has white-grey aerial mycelium with 

long, spiral spore chains bearing smooth surfaced spores and produces a yellow diffusible 

pigment. Chemotaxonomy shows that the cell wall of strain S10T contains LL-diaminopimelic 

acid and glycine. Phylogenetic analysis based on the almost complete 16S rRNA gene 

sequence indicated that strain S10T belongs to the Group I streptomycetes, branching off next 

to S. marokkonensis DSM 41918T from the Streptomyces violaceoruber group. DNA-DNA 

relatedness and phenotypic data distinguished strain S10T from the phylogenetically closest 

related type strains. It is therefore proposed that strain S10T (CCMM b35 T = DSM 41919T) 

represents the type strain of a novel Streptomyces species, for which the species name 

Streptomyces thinghirensis is proposed. 
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Over the past decades, interest in discovering new sources of secondary metabolites with 

applications, such as medicine (Newman et al., 2003) or agriculture (Copping & Menn, 2000), 

has significantly increased. Microorganisms are an almost unlimited source of novel 

compounds. Among them, actinomycetes hold a prominent position due to their ability to 

produce various secondary metabolites including antibiotics (Lazzarini et al., 2000; Watve et 

al., 2001; Donadio et al., 2002), antitumor agents (Maskey et al., 2003) and enzymes (Breccia 

et al., 1995; Ko et al., 2005). Actinomycetes are Gram positive, aerobic bacteria. They form 

branching substrate and aerial mycelia that bear spores and possess DNA with a usually high 

G+C content. Many species of the genus Streptomyces are known to produce antibiotics 

(Chun et al., 1997; Labeda et al., 1997). Actinomycetes represent a high proportion of soil 

microbial biomass, and appear to be of importance among the microbial flora of the 

rhizosphere (Sardi et al. 1992). Associations between actinomycetes and plant organs can be 

deleterious or beneficial for the host. While some actinomycetes secrete herbicidal 

compounds (Tanaka & Omura 1993) or cause plant diseases (Locci, 1994), others can 

symbiotically fix atmospheric nitrogen (Oakley et al. 2004) or protect plants against fungal 

infections (Cao et al. 2005). Several descriptive reports have shown that actinomycetes are a 

promising group of fungus-antagonistic and root-colonizing microbes. They protect to various 

degrees several different plants from soil-borne fungal pathogens (El-Tarabily & 

Sivasithamparam 2006).  

In the course of our screening program for actinomycetes active against many phytopathogens 

from  Moroccan habitats (Loqman et al., 2009), one actinomycete strain, strain S10T, was 

isolated from wild healthy Vitis vinifera rhizosphere soil, collected from Thinghir, in 

Ouarzazate Province, Southern Morocco, identified using a polyphasic approach. Results 

show that strain S10T can be classified as a new species within the genus Streptomyces. Strain 

S10T was isolated on soil extracts agar as described in Ouhdouch et al. (2001). The strain was 
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maintained on the International Streptomyces Project N°2 ( ISP2) agar slants (glucose -yeast 

extract -malt extract agar) at 4°C as 20% glycerol stocks at -20°C but also deposited in public 

strain collections. Biomass for chemical and molecular studies was obtained by growing S10T 

in shake flasks in ISP 2 broth (28°C, one week, 150 rpm). 

Physiological characteristics were determined after 2 weeks growth at 28°C as per the 

methods prescribed in the (ISP) (Shirling & Gottlieb, 1966). Morphological properties were 

examined by light microscopy (Olympus microscope) and Scanning Electronic Microscope 

(Type JEOL). The colour of the aerial mycelium was determined from mature sporulating 

aerial mycelia according to the scale adopted by Prauser (1964) and the colour series was 

determined according to the system proposed by Nonomura (1974). Production of melanoid 

pigments was determined on ISP6 and ISP7 media. Analysis of cell wall diaminopimelic acid 

isomers and whole cell sugars was performed according to the protocol described by 

Lechevalier & Lechevalier (1980). Fatty acid methyl-esters and mycolic acid trimethyl-

silylesters were prepared and analyzed as previously described (Klatte et al., 1994) using the 

standard Microbial Identification System (MIDI Inc. Delaware) for automated gas 

chromatographic analyses (Sasser, 1990). 

 Carbon source utilization was determined on ISP9 medium supplemented with sterile carbon 

sources. Standard techniques were used for the determination of catalase, oxidase and nitrate 

reduction activity. Sensitivity to NaCl was established by the method of Tresner et al. (1968). 

Growth temperature range was determined on ISP2 and Bennett medium (Jones, 1949). 

Antibiotic resistance was examined by the disc diffusion method on Olson's medium (Olson, 

1968) incubated at 28 °C for 21 hours. The antimicrobial activity of the strain S10T was 

determined by the plate diffusion method (Bauer et al., 1966). Bacterial test strains were 

incubated on nutrient agar at 37°C for 24 hours and fungal strains were incubated on 

Sabouraud agar medium at 28°C for 24 hours for yeasts and 48 hours for moulds.  
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For the 16S rRNA gene sequence analysis, strain S10T was cultivated for two days at 28°C 

with agitation in 500 ml flasks containing 100 ml of Hickey-Tresner medium, 1 g l-1 yeast 

extract, 1 g l-1 beef extract, 2 g l-1 NZamine A, 10 g l-1 Dextrin, 20 mg l-1 CoCl2.6H2O 

(Hopwood et al., 1985). Biomass was harvested by centrifugation (8000 g for 10 min) and 

washed twice with double-distilled water. Mycelia (200 mg) were used for DNA extraction as 

described in Liu et al. (2000). The 16S rDNA was amplified by PCR using the universal 

primers PA and PH. Amplification was carried out in 50 µl reaction volumes containing 1.5U 

of AmpliTaq Gold Taq polymerase (Applied Biosystems), dNTP’s ( 0.25 mM each), 1 µM of 

each primer and 100 ng of genomic DNA. Reaction conditions were: 97°C for 4 min, (97°C 

for 45s, 52°C for 45s and 72°C for 45s) x 35 cycles followed by an incubation at 72°C for 10 

min. The amplified products were visualized on a 0.8% (w/v) agarose gel stained with 

ethidium bromide. Sequencing reactions were performed by Macrogen (Seoul, Korea). 

Primers used for sequencing are listed in Coenye et al. (1999).The obtained sequences were 

compared for similarity with sequences present in the public sequence databases as well as 

with EzTaxon, a web-based tool for the identification of prokaryotes based on 16S rRNA 

gene sequences from type strains (Chun et al. 2007). BLAST analysis was performed at the 

www.ncbi.nlm.nih.gov . 

DNA-DNA hybridization analysis was performed between strain S10T and its closest relatives 

based on the degree of 16S rRNA gene similarity and the inferred phylogeny. DNA-DNA 

hybridization with the high scoring (in EzTaxon) but ambiguous sequences for S. almquistii 

(AY999782), S. althioticus (AY999791) and S. matensis (AB184221) deemed not necessary 

because of their distant location in the phylogenetic tree (Fig. 2). DNA was isolated using a 

French pressure cell (Thermo Spectronic) and was purified by chromatography on 

hydroxyapatite as described by Cashion et al. (1977). DNA-DNA hybridization was carried 

out as described by De Ley et al. (1970) incorporating the modifications described by Huss et 



  

 162 

al. (1983), using a model Cray 100 Bio UV/VIS-spectrophotometer equipped with a Peltier-

thermostatted 6 x 6 multicell changer and a temperature controller with in situ temperature 

probe (Varian), as described in Wayne et al. (1987). All DNA-DNA hybridizations were done 

in duplicate and the reported results give the average of the two experiments. 

For the phylogenetic analysis, 16S rDNA reference sequences for the type strains of closely 

related Streptomyces species were retrieved from GenBank, aligned with Clustal W2 (Higgins 

et al., 1994), and phylogentically analyzed with the parsimony DNAPARS, distance matrix 

DNADIST according to Kimura (1980), NEIGHBOR maximum likelihood, DNAML and 

bootstrapping, SEQBOOT CONSENSE tools from the PHYLIP package version 3.6 

(Felsenstein, J. 2005). Phylogenetic trees were visualized using Dendroscope (Huson et al., 

2007). 
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Strain S10T had morphological characteristics consistent with members of the genus 

Streptomyces. From light and electron microscopy, it was observed that strain S10T had 

Spirale-type spore chains (Figure 1a) with Smooth spore surface ornamentation (Figure 1b). 

The chemotaxonomic characteristics of strain S10T supported its classification as a member of 

the genus Streptomyces (Table 1). LL–diaminopimelic acid (DAP) and glycine were detected 

in its peptidoglycan. As usual for streptomycetes, the fatty acid profile comprised mainly of  

fatty acids of carbon chain with a length of 14-18 atoms (Lechevalier, 1977), in particular 

saturated iso- and anteiso-branched chain fatty acids: ai-C15 : 0 (23·7 %), i-C16 :0 (19·5 %), ai-

C17 : 0 (13·7 %), i-C15 : 0 (11·0 %), i-C17 : 0 (6·5 %), i-C14 : 0 (2·5 %) with only few unbranched 

fatty acids, C16 : 0 (5·6 %), C15 : 0 (2·3 %), C17 : 0 (0·7 %) and C14 : 0 (0·2 %). For comparison 

with the fatty acids profiles of closely related species see Table 1. 

A BLAST search with 1462 bp 16S-rRNA gene sequence of strain S10T, showed that it was 

more than 99% identical to 16S rRNA sequences of many members of to the genus 

Streptomyces, with the highest degree of similarity to S. marokkonensis LMG 23016T 

(99.65%), S. almquistii NRRL B-1685T (99.58%), S. althioticus NRRL B-3981T (99.51%), S. 

matensis NBRC 12889T (99.51%), S. aurantiogriseus NRRL B-5416T (99.32%), 

Streptomyces lienomicini NBRC 15425T (99.24%), S. coelescens DSM 40421T (99.20%), and. 

S. violaceolatus DSM 40438T (99.18%). Five of these strains were selected for DNA-DNA 

hybridizations, which in all cases yielded only low degrees of DNA-DNA similarity: S. 

coelescens DSM 40421T 4.5%, S. aurantiogriseus DSM 40138T  6.7%, S. lienomicini DSM 

41475 T  8.7 %, S. violaveolatus DSM 40438T  10.1%, S. marokkonensis DSM 41918T  

33.4%. When applying the recommended threshold of 70% DNA-DNA similarity as proposed 

by Wayne et al.(1987), strain S10T can be differentiate from its five closest neighbours.  
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Figure 1: Micrographs showing spore chains (a) and spores shape (b) of     Streptomyces 

thinghirensis sp. nov. grown on ISP2 for 14 days at 28 °C.                                                                                                                    

                                                                                                                          

b a 
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Table 1.  Fatty acid pattern of strain 10T, S. marokkonensis (DSM 41918T), S. lienomycini (DSM 41475T), 
S. aurantiogriseus (DSM 40138T), S. coelescens (DSM 40421T), and S. violaceolatus (DSM 40438T). 
        
Fatty acid S10T DSM 41918T DSM 41475T DSM 40138T DSM 40421T DSM 40438T  

 (%)            
 13:0 ISO 0.14  0.11   0.12  0.31  0.17   0.18   
 13:0 
ANTEISO 0.19  0.45   0.38  0.48  0.60   0.56   
 14:0 ISO  2.54   2.05   3.97   1.46   4.58   4.63   
 14:0 0.19  0.49   0.43  0.24  0.37   0.45   
 15:1 
ANTEISO A  -  0.50   -  -  -  -  
 15:0 ISO  10.95   5.00   6.89  14.70  7.83   8.22   
 15:0 
ANTEISO  23.73  25.70  35.60  25.62 32.02  32.69  
 15:0 B  0.22   0.16  0.26   -  -  -  
 15:0  -  -  4.05   2.21   2.53   3.38   
 15:0 ISO H  1.59   1.40   -  -  -  -  
 16:1 ISO H  -  -  2.06  1.94   1.52   1.47   
 16:0 ISO  19.49  16.53  15.11  12.40   21.09  19.88  
cis-9-16:1  2.64   3.36  0.60   2.80   1.79   2.34   
 16:0  5.57   10.91   9.19   3.56  7.09   7.27   
 16:0 9? 
METHYL  4.15   1.13  0.65   4.89   1.07   1.06   
 16:1 
ANTEISO C  2.97   3.01  1.74   -  -  -  
 17:1 
ANTEISO C  -  -  -   5.76    1.97   1.78   
 17:0 ISO  6.48   2.60   2.61    5.18    2.76   2.63   
 17:0 
ANTEISO  13.66  17.84  13.32   16.17   11.92   10.93   
cis-9-17:1  0.66  1.29   0.20   0.94   0.38   0.90   
 17:0 CYCLO  1.17   0.60   1.38   0.35   1.00   0.74   
 17:0  0.69   1.70   0.90   0.57   0.56   0.52   
Unknown 
17.595 SM 0.40  -  0.36   -  -  -  
 17:0 ISO 2-
OH  0.15  -  0.16   -  0.10   -  
        
Abbreviations: cis-9-16:1, cis-9-hexadecenoic acid (palmit oleic acid)    
1unknown lipid eluting at an equivalent chain 
length of 17.595      
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Phylogenetic analysis showed that strain S10T is most closely related to Streptomyces 

marokkonensis LMG 23016T and that both strains branch off separately below from the S. 

violaceoruber species group (Figure 2). 

 A comparison of the phenotypic characteristics of strain S10T and the strains with the top 

BLAST results is shown in Table 2. It is clear from these comparisons that strain S10T is 

phenotypically different from the closest related Streptomyces species. Additional phenotypic 

properties of the isolate are given in the species description section. 

From the phenotypic and genotypic data obtained, it is proposed that strain S10T represents a 

novel species within the genus Streptomyces. The name Streptomyces thinghirensis  sp. nov. 

is proposed with strain S10T as the type strain.     

  

Description of Streptomyces thinghirensis sp. nov.  Streptomyces thinghirensis 

(thin.ghir.en.sis: N.L. gen. masc. n. thinghirensis of Thinghir, named after town in Southern 

Morocco where the strain was isolated.                                                                                                                                                                              

 

 

Hyphae were abundant and well-developed. A yellow diffusible pigment is produced on all 

test media and yellow substrate mycelium and white-gray aerial mycelium is visible. No 

melanin production is observed on peptone-yeast extract-iron agar (ISP 6) and tyrosine agar 

(ISP 7). Good growth is observed on ISP2 agar. Gelatin is not liquefied. Milk is coagulated 

and peptonized. H2S is not produced. Nitrate is reduced.   

D-fructose, D-galactose, D-glucose, D-mannitol, D-mannose, Myo-inositol, L-rhamnose, D-

sorbitol, are utilized as sole carbon sources. D- saccharose, Maltose,  D- lactose, D-cellobiose, 

while D- arabinose, D-xylose and D-raffinose are not utilized as sole carbon source. Growth 

occurs from 28 to 42°C, pH 5-10, and in presence of sodium chloride 7%. Resistance t 
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Figure 2: Unrooted Maximum Likelihood phylogeny based on 1436 aligned positions of 16S 

rRNA gene showing the phylogenetic relationships between strain  S10T (DSM41919T, 

‘Streptomyces thinghirensis’) and the most closely related Streptomyces type species. 

Bootstrap values (%) above the branches were derived from 1000 replications of maximum 

likelihood inferences, those below the branches give the maximum support by 1000 

replications, each, of maximum parsimony, neighbour-joining, and least square (FITCH) 

inferences. The scale bar corresponds to 0.001 substitutions per nucleotide position. 
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Table 2.  Physiological characteristics of strain S10T and its phylogenetic neighbours 

1 S10T; 2, S.marokkonensis LMG23016T; 3, S. coelescens DSM40421T; 4, S. violaceolatus 

DSM 40438T ; 5, S. lienomycini  DSM41475T; 6, S. aurantiogriseus DSM 40138 T 

 

Characteristics 1 2 3 4 5 6 

Aerial mass colour  WG G G Br G RG 

Substrate mycelium Y G G-Br Gr Cs B 

Reverse side pigment Y - + + - RA-Sp 

Diffusible pigment  + - + + - + 

Melanin pigments - - - - + - 

Utilization of  

Arabinose  

 

- 

 

± 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

Lactose ± + - - + + 

Myo-inositol + - + - + + 

Raffinose - - ± - + + 

 Rhamnose + + + - + + 

Sucrose ± + + - + + 

 Xylose ± + + + + + 

Degradation of esculin + - + + + + 

Growth in presence of  

7% NaCl 

 

+ 

 

+ 

 

- 

 

- 

 

+ 

 

- 

 

+: well utilized, ±: poorly utilized, -: not utilized,  

B, blue; Br, Brownish; Cs, colourless; G, grey; G-Br, grey-Brown; RG, red-grey; W, white; 

WG, White-grey; Y, yellow.  
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ampicillin (10 µg/ml), amoxicillin (10 µg/ml), nalidixic acid (30 µg/ml), penicillin G (10 

µg/ml), sulfamide (25 µg/ml) and rifampicin (5 µg/ml) but sensitive to novobiocin (30 

µg/ml), gentamycin (10 µg/ml) and streptomycin (10 µg/ml). Active against moulds; 

Aspergillus niger, Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, , Pythium ultimum, Sclerotium rolfsii, 

and Verticillium dahliae, yeasts, Candida albicans, Candida tropicalis, and Saccharomyces 

cerevisiae, bacteria, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli and Streptomyces 

scabies . 

The type strain is Streptomyces thinghirensis S10T (= CCMM b35 T = DSM 41919T). 
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Parmi les souches d’actinomycètes PGPR endophytes à activité antifongique que nous 

avons sélectionnées au cours de notre programme de criblage, la souche SS38 a montré une très 

grande activité vis-à-vis de Botrytis cinerea agent de la pourriture grise. Cette souche a été retenue 

pour des investigations complémentaires concernant la purification et  la détermination de la 

structure moléculaire des principes actifs élaborés.  

 

L'isolat SS38 a été mis en culture sur le milieu liquide de Bennett, favorable à la 

production des antibiotiques. L'antifongique produit a été extrait à partir de ce milieu en utilisant le 

n-butanol. Les tests biologiques réalisés à partir de cet extrait butanolique de la souche 

Streptomyces sp. nov.  ont montré d’excellents résultats concernant l’inhibition in vitro et in vivo 

de la croissance de Botrytis cinerea.   

 

Pour l’extraction  et la  purification  du (des) principe(s) actif(s), un préfractionnement 

(liquide-liquide) bio guidé a été d’abord effectué avant l’opération de purification visant à isoler les 

composés antifongiques. Ce préfractionnement a eu pour but d’obtenir une fraction contenant les 

composés ayant l’activité biologique la plus importante. 

 

Pour cela, les composés actifs de l’extrait ont dû être identifiés par bioautographie. Cette 

dernière technique a consisté en la séparation des différents constituants de l’extrait brut par CCM 

(phase normale Si60 Merck, éluant : CH2Cl2/CH3OH, 1 :9 v/v, révélateur : acide sulfurique ou 

vanilline sulfurisée) puis l’évaluation de leur activité directement sur plaque. Ainsi, une première 

plaque de référence a été développée à l’aide de la phase éluante puis révélée par pulvérisation 

d’acide sulfurique et chauffée. Les rapports frontaux des différents composés ont été notés. Une 

seconde plaque, développée dans le même éluant a été ensemencée par un milieu de culture gélosé 

PDA (Potato Dextrose Agar 7%) contenant une suspension de Botrytis cinerea. Les composés 

actifs ont laissé plusieurs zones sur la plaque (centrées sur certains rapports frontaux Rf) dans 

laquelle l’agent fongique était détruit. 

 

Deux systèmes de solvants différents ont été étudiés en vue du préfractionnement. Il 

s’agit du système triphasique n-Hept/ MtBE/ CH3CN/ Eau (1 :1 :2 :1, v/v) et du système 

biphasique n-Hept/ CH3OH/ Eau (5 :1.5 :3.5, v/v). 

 

A l’aide de 600 ml (3×200 ml)  de système triphasique (ou biphasique), l’extrait 

butanolique primaire a été fractionné en trois phases.  
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Pour la  purification  du (des) principe(s) actif(s), on a utilisé la CPC (la 

Chromatographie de Partage Centrifuge) ; il s’agit d’une technique chromatographique 

liquide -liquide sans support solide, basée sur les différences de partage des solutés entre deux 

phases non miscibles. La phase stationnaire liquide est maintenue dans des cellules orientées 

radialement présentes dans la colonne chromatographique par un champ de forces centrifuges 

appliqué par rotation autour d’un axe unique. La phase mobile est pompée au travers jusqu’à 

atteindre un équilibre stable entre les volumes de phase stationnaire V stat  et de phase mobile 

V mob. 

  

Six  molécules sont purifiées en quantité importante à partir d’un seul extrait dont 5 

ont montré une activité vis-à-vis de Botrytis cinerea in vitro. 
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ABSTRACT 
  

  An actinomycete strain (designated SS38) isolated from rhizospherical soil of 

Maroccan Vitis vinifera soil was previously selected as the most antagonistic Actinomycetes 

against Botrytis cinerea, as a potential produced of antifungal metabolites, as the most 

endophytic and as the most growth promoting PGPR on the grapevines plantlets (unpublished 

data). Phylogenetic analysis based on the almost complete 16S rRNA gene sequence indicated 

that strain SS38 belongs to the genus Streptomyces DNA–DNA relatedness and phenotypic 

data distinguished strain SS38 from these phylogenetically represents a novel species of the 

genus Streptomyces (unpublished data). The antifungal compound produced by this strain was 

purified by centrifugal partition chromatography. 

 Extraction of the antimicrobial agent was performed on culture supernatant by the 

organic solvents. The Bioassay guided liquid-liquid prefractionation had to simplify the initial 

n-butanol extract by while enriching it of the active constituent. The simplified resulting 

extract was again fractional in CPC in order to the isolation and the purification of the actives 

molecules. Two consecutive experiences CPC were necessary to the purification of majority 

molecules of this extract. The solvent system of the range Arizona permitted the isolation of 

the compounds 2, 5, 6 and 10 while the new other system gleamed succeeded to the 

purification of the molecules 3, 4 and 7. The structural determination of the different isolated 

pure substances is currently under assessment.    

 However, the biologic tests achieved on each of the isolated products already 

permitted to conclude as for the importance of their property elicitrice and/or their   inhibitory 

activity in vitro on the growth of Botrytis cinerea. Indeed, he/it proves to be that each of the 

isolated products active a way different of stimulation of the defenses natural of the infected 

plants. Otherwise, the preventive or curative treatments of plantules affected by gray rot from 

formulations containing the isolated products gave excellent results for the majority of these 

(unpublished data).   
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INTRODUCTION 
 
 Fungal pathogens are a major problem in the cultivation of grapevines around the 

world. Fungal attacks reduce yield and quality of fruits, either by a direct infection of berries 

or by a reduction of plant vigor. Gray mould diseases caused by Botrytis cinerea are probably 

the most common and widely distributed diseases of vegetables, ornamental plants, fruits, and 

even field crops throughout the world. Control of Botrytis cinerea through chemical sprays 

has been only partially successful. Furthermore, there is a risk of appearance and 

establishment of resistant Botrytis cinerea sp. strains to these chemicals. As a result, the 

legislation in most countries is becoming more severe. This has led to an increasing need for 

alternative technique that does not leave any residues. The development of resistance to 

multiple drugs is a major problem in the treatment of numerous pathogenic microorganisms. 

This antimicrobial resistance is presently an urgent focus of research and new bioactive 

compounds are necessary to combat these pathogens. Filamentous soil bacteria belonging to 

the genus Strepomyces are rich sources of high number of bioactive natural products with 

biological activity which are extensively used as pharmaceuticals and agrochemicals. These 

bacteria produce about 75% of commercially and medically useful antibiotics [1] and 

approximately 60% of antibiotics which have been developed for agricultural use were 

isolates from Streptomyces species [2]. This fact has made Streptomyces the most used 

bacteria in fermentation manufacturing of active pharmaceutical compounds. 

 Streptomyces are Gram-positive bacteria, characterized by complex morphologic 

differentiation cycle and accompanied by the production of many important bioactive 

substances of high commercial value having great structural and functional diversity [3], 

including antibiotics, antifungal, antiviral, anticancer, immunosuppressant agents, 

insecticides, herbicides, etc. 
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 In the course of our screening programme for new Actinomycete strains, possessing 

antifungal activities, from the unknown Moroccan habitats. We previously selected 

Streptomyces sp. SS38 strain as the most antagonistic Actinomycetes against Botrytis cinerea 

[3], as a potential produced of antifungal metabolites, as the most endophytic and as the most 

growth promoting PGPR on the grapevines plantlets (unpublished data). Phylogenetic 

analysis based on the almost complete 16S rRNA gene sequence indicated that strain SS38 

belongs to the genus Streptomyces, DNA–DNA relatedness and phenotypic data distinguished 

strain SS38 from these phylogenetically represents a novel species of the genus Streptomyces 

(unpublished data). We describe in this paper the successful separation and purification of 

antibiotics from these strains by centrifugal partition chromatography.  
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EXPERIMENTAL 
 
Actinomycete sp. cell culture 
 
 SS38 Streptomyces sp. nov. related strain used in this study was previously isolated 

from rhizospherical soil of Maroccan Vitis vinifera soil strongly inhibit growth of Botrytis 

cinerea [4]. Spores of this strain, stored in 20% sterile glycerol at – 20°C, were used to 

inoculate (at 106 spores ml-1)  cultures of liquid Bennett medium consisting of beef extract 

(Merk) 1 g/l; glucose (Merk) 10 g/l; peptone (Merk) 2 g/l; yeast extract (Merk) 1 g/l, pH 7.3. 

3 liter Cultures were grown for 6 days at 28°C under constant agitation on a rotary shaker 

(180 rpm / minute). 

   
Antibiotics extraction  
 
 As maximum antibiotic production was observed on the 6th day of the incubation, 

cultures was terminated on the 6th day and the broth was centrifuged at 10,000 x g for 20 min 

to separate the mycelial biomass. Different solvents were tested for the extraction of the 

antibiotics from the culture supernatant. The solvent used were n-butanol, ethyl acetate, n-

hexane, dichloromethane, methanol, chloroform. The organic extracts were evaporated to 

dryness using a Rotavapor (Laborota 4000). The resulting dry extracts were recuperated in 

methanol and subjected to biological assay (disk of 6 mm in diameter) against Bacillus 

subtilis (40 µl per disk) and Botrytis cinerea (60 µl per disk). The n-butanol solvent gave the 

highest inhibition diameter were then retained for the detection of antibiotics by 

bioautography [5]. For this, 40 µl (Bacillus subtilis) or 60 µl (Botrytis cinerea) of n-butanol 

extract were spotted onto 20 x 20-cm silica gel plates (Merck Art. 5735, Kiesselgel 60F254), 

and then developed with CH2Cl2/CH3OH (1:9 v/v). The developed TLC plates were air-dried 

overnight at 37 °C to remove all traces of solvent. They were then placed in plastic bioassay 

dish (23 x 23 x 2.2 cm3, Fisher Scientific Labosi) and overlaid with 150 ml of nutrient agar or 

PDA agar media (containing 7 g/l of agar) seeded respectively with Bacillus subtilis or 
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Botrytis cinerea. After the agar had set, the plate was inoculated at 30 °C. the inhibition zones 

of the active fraction were determined after 24 h of incubation for the Botrytis cinerea and 

after 48 h for Bacillus subtilis. Clear areas due to inhibition of microorganism growth 

indicated the location of antibiotic compounds on the TLC plates. The retention factor (Rf) of 

each spot was recorded. 

 

 

Bioassay guided liquid-liquid prefractionation 
  
  Two different systems solvent have been studied in view of the prefractionation. It is 

about the triphasic system n-Hept / MtBE / CH3CN / Water (1 :1 :2 :1, v/v) and of the 

biphasic system n-Hept / CH3OH / Water (5 :1.5 :3.5, v/v).   

 The n-butanol extract was evaporated to dryness, the dry residue (8,8 g) was dissolved 

in a small volume of methanol and was submitted to liquid-liquid fractionation using for each 

extraction, 600mL of the ternary biphasic solvent mixture n-Heptane/ Methanol/ water (5: 1.5: 

3.5, v/v) (or triphasic system).  After 4 time extractions, the collected upper organic phases 

were regrouped and evaporated to dryness. About 1.4 g of the later residue was obtained. It 

was then stored for 24 hours at – 10 ºC prior to use in CPC.  

 
CPC Apparatus  
 
 The separations were performed on a FCPC® Kromaton Technologies apparatus 

(Angers, France) (Fig. 1), using a rotor of 20 circular partition disks (1320 partition cells, 

column capacity: 200 mL). Rotation speed can be adjusted from 200 to 2000 rpm, producing a 

centrifugal force field in the partition cell of about 120 g at 1000 rpm and 470 g at 2000 rpm.  

The solvents were pumped by a Dionex P580HPG 4-ways binary high-pressure gradient 

pump (Sunnyvale, CA, USA). The samples were introduced into the CPC column via a low 

pressure injection valve (Upchurch, CIL Cluzeau, Sainte-Foy-La-Grande, France) equipped  
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Figure 1 : FCPC Kromaton Technologies® 
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with a 21 mL sample loop. The effluent was monitored with a Dionex UVD 170S detector 

equipped with a preparative flow cell (6 µL internal volume, path length of 2 mm). Fractions 

were collected by a Pharmacia Superfrac collector (Uppsala, Sweden). The experiments were 

conducted at room temperature (22±1°C). 

 
 
Preparation of Solvent Systems 
 
 The Arizona quaternary solvent system (R) composed of n-Heptane/ Ethyl acetate/ 

methanol/ water (2: 1: 2: 1, v/v) (experiment A) and the second biphasic sytem n-Heptane / 

acetonitrile/ water (5: 5: 4, v/v) (experiment B) were prepared by mixing the appropriate 

solvent in a separatory funnel, shaking them vigorously and allowing them to settle until the 

phases became limpid.  

 
 
Preparation of Sample Solutions  
 
 1.4 g of the fractionated butanolic extract was dissolved in 10mL of organic phase and 

10mL of aqueous phase. 

 
 
CPC Experimental Conditions 
 
 First, in experiment A, the CPC column was filled with the aqueous stationary phase 

of the biphasic system. The sample solution was injected in the sample loop, the rotation 

speed was adjusted to 1300 rpm and the organic mobile phase was pumped at 6 mL/min. In 

the same way, in experiment B, separation was performed with the organic as the mobile 

phase at 1200 rpm and 3mL/min. The outgoing phase was monitored at 270 nm by the online 

UV detector for experiments A and B. For experiments A and B, respectively, the stationary 

phase retention was 75 and 70%, the back pressure was about 45 and 40 bars.  
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Fraction Analysis  
 
 CPC fraction analysis was performed using normal phase TLC (Merck Si60) with 

CHCl3/ methanol (99: 1, v/v) as eluent. Plate visualization were realised thanks to sulfuric 

vanilline reagent (vanillin / H2SO4 concentrated/ Ethanol, 3/ 3/ 100, w/ v/v). The fractions 

containing pure compounds from the TLC analysis were regrouped. These fractions were 

submitted to 1H and 13C NMR experiments. The spectra were recorded in CDCl3 (1H at 500 

MHz and 13C at 125 MHz) on a Bruker Avance DRX 500. 2D (COSY, HSQC, HMBC…) 

experiments were performed using BRUKER microprograms. ESI-MS and HRESI-MS were 

obtained in a Micromass Q-TOF micro spectrometer apparatus. 

 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 
Bioassay guided liquid-liquid prefractionation 
 
 The Bioassay guided liquid-liquid prefractionation had to simplify the initial n-butanol 

extract by while enriching it of the active constituent. For it, we first used a system of 

triphasic solvent of n-Hept / MtBE / CH3CN / Water (1: 1: 2: 1, v/v) classically employed in 

the industry for the dividing of surrounding culture (communication of the Dr R. Margraff). 

The primary excerpt could be thus fractional in groups of compounds of distinct polarities. 

The exam of each of the liquid phases collected, done by bioautography that wants to say then 

by chromatography on thin layer assessment of the activities of the products adsorbed on plate 

[5], revealed that the compounds least polar contents in the superior heptane phase and the 

intermediate phase rich in MtBE and CH3CN were the most active. Indeed, these inhibit the 

growth of Botrytis cinerea in the middle of culture (Fig. 2). 

 The triphasic system succeeded therefore to separate three phases of which two (the 

superior and intermediate phase) contained the active compounds. 
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 In order to simplify this prefractionation, a second biphasic solvent system has been 

tested with success to separate the active of those inactive substances. It is about the system 

constituted with the mixture of: n-Hept / CH3OH / Water, 5 :1,5 :3,5, v/v. This last system 

presents the advantage to be more selective opposite the active compounds of the extract and 

is less expensive in solvent that the triphasic system previously (Fig. 3). It has been preferred 

therefore at last for the liquid prefractionation. 

  

Isolation of the active molecules by CPC 
 
 To the descended of the prefractionation of the butanolic extract of Streptomyces sp., a 

first system of solvents has been selected from the systems of the Arizona range in order to be 

used in CPC. The R system (n-Hept / AcOEt / CH3OH / Water, 2 :1 :2 :1, v/v) some Arizona 

range has been kept in first intention. Constants of distribution of the order of the unit have 

been gotten with this system for the majority of the active compounds of the prefractionated 

extract. 
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Figure 2: The Thin Layer Chromatography analysis illustration on each of the phases gotten 
after liquid-liquid fractionation dividing of an butanolic extract of Streptomyces sp. containing 
some bioactifs and inactive compounds from the triphasic system n-Hept / MtBE / CH3CN / 
Water (1/1/2/1, v/v); CCM normal phase eluted with CH2Cl2/CH3OH (1 :9, v/v), revealed 
with sulphuric vanillin. 
 
 

 
 
Figure 3 : The Thin Layer Chromatography analysis illustration on each of the phases gotten 
after liquid-liquid fractionation dividing of an butanolic extract of Streptomyces sp. containing 
some bioactifs and inactive compounds from the biphasic system  n-Hept / CH3OH / Water (5 
:1,5 :3,5 and 5 :3,5 :1,5, v/v) ; CCM normal phase eluted with CH2Cl2/CH3OH (1 :9, v/v), 
revealed with sulphuric vanillin. 
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 On the one hand, isolation as pure compounds of 2, 5 and 6 was performed using 

conditions A in elution mode CPC with the biphasic solvent system composed of n-Heptane/ 

Ethyl acetate/ methanol/ water as describe above. Use then of the aqueous mobile phase as 

applying the strategy of the dual mode succeeded to the purification of the compound 10 that 

was until there retained by the stationary aqueous phase. This last compound challenged us. 

Indeed, its chromatographic comportment is inverse in CCM and in CPC ("polair" in CPC but 

"apolair" in CCM). Compounds 3, 4 and 7 could not be separated within these conditions. 

However, the collected fractions containing these molecules were regrouped and then re-

injected in the CPC column so as to submit elution mode using conditions B. This manner, the 

3 compounds were each successfully purificated (Fig. 4).                                                   

  

 The high selectivity (valued by CCM) generated by this mixture of solvent brought us 

therefore to choose it for tests in CPC purification. The mobile organic phase and the 

stationary aqueous phase, the three aimed products have can be separate in this manner (Fig. 

5). 

 The collected fractions containing the same compounds have been regrouped (Table. 

1). A control of the regrouped fractions has been achieved by CCM (Fig. 6). This one 

permitted to value the purity of the isolated compounds before submitting them then to the 

structural analysis and to the antimicrobial assays. 

 
 Structure elucidation  
  
 Among the different isolated compounds, some have sufficient quantities have been 

analyzed already in order to clarify their chemical structure. For it, of the analyses by nuclear 

magnetic résonnance, spectrométrie of mass and X-rays have been done.   
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Figure 4: The Thin Layer Chromatography analysis illustration on each of the phases gotten 
after liquid-liquid fractionation dividing of an butanolic extract of Streptomyces sp. containing  
the compounds 3, 4 and 7 from the biphasic system n-Hept / CH3CN (1 :1, v/v) and n-Hept / 
CH3CN / Water (5 :5 :1; 5 :5 :2; 5 :5 :4 and 5 :5 :6, v/v); PS: superior phase, PI,: lower phase; 
CCM normal phase eluted with CH2Cl2/CH3OH (1 :9, v/v), revealed with sulphuric vanillin. 
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Figure 5: The chromatograms obtained from CPC experiments A and B. 
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Figure 6: The Thin Layer Chromatography analysis illustration regrouped fractions 
containing the compounds 2, 3, 4, 5, 7 and unidentified substances isolated of an butanolic 
extract of Streptomyces sp. CCM normal phase eluted with CH2Cl2/CH3OH (1 :9, v/v), 
revealed with sulphuric vanillin. 
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Table 1: Compounds isolated characteristics of the Streptomyces sp. butanolic extract by 

CPC. 

 

Compounds 
Denomination 

Coloration 
(sulphuric vanillin) 

Isolated 
Quantity 

(mg) 

Molecular Mass 
(g/ mol) 

CPC 
Experience 

CPC 
2 yellow-green 40,2 218 A 
3 Bleu  52,8 415 B 
4  yellow 23,8 399 B 
5 Marron 1,6 437 A 
6 Incolor 1,2 non determined A 
7 Rose  135,7 724 B 
10 Incolor  10,2 410  (Dual Mode ) 
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 The structural determination of the other substances bioactives is currently in progress. 

The figure 7 showed two structures has been determined of tow compounds (2 and 3). The 

structure of the compound 7 is under finalization (cf. below). The first findings show that it is 

probably about the abierixin previously isolated of Steptomyces albus (Fig. 8). 

 The in vitro antimicrobial activities, against Botrytis cinerea of these pure compounds 

were evaluated. Four of the six tested compounds show high activities against Botrytis 

cinerea (Fig. 9). The tow characterized molecules from the new isolated Streptomyces sp. 

SS38 strains have been already described from other microorganisms, we think that our strain 

is very interesting because it produces simultaneously all six important active molecules 

belonging to different families.      
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Figure 7: chemical structure of the compounds 2 and 3 isolated of the Streptomyces sp.   
butanolic extract by CPC. 
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Figure 8: chemical structure ??? of the compound 7 isolated of the Streptomyces sp.   
butanolic extract by CPC. 
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Figure 9: Antimicrobial activities of isolated compounds from the strain SS38 extract against 
Botrytis cinerea in solid media.  
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CONCLUSION  

 A search programm for antibiotics products of actinomycetes from Maroccan 

habitats led us to characterize strain SS38 isolated from rhizospherical soil of healthy 

Vitis vinifera. 

 The taxonomic characterization of the strain was carried out according to the 

recommended method of the International Streptomyces Project (Morphological, cultural 

and physical studies) completed by analysis of cell wall component and genetic 

determination. Phylogenetic analysis based on the almost complete 16S rRNA gene 

sequence indicated that strain SS38 belongs to the genus Streptomyces, DNA–DNA 

relatedness and phenotypic data distinguished strain SS38 from these phylogenetically 

represents a novel species of the genus Streptomyces (unpublished data). 

 Extraction of the antimicrobial agent was performed on culture supernatant by the 

organic solvents (n-butanol, ethyl acetate, n-hexane, dichloromethane, methanol, 

chloroform). The Bioassay guided liquid-liquid prefractionation had to simplify the initial 

n-butanol extract by while enriching it of the active constituent. The simplified resulting 

extract was again fractional in CPC in order to the isolation and the purification of the 

actives molecules. Two consecutive experiences CPC were necessary to the purification 

of majority molecules of this extract. The solvent system of the range Arizona n-Hept / 

AcOEt / CH3OH / Water (2 :1 :2 :1, v/v) permitted the isolation of the compounds 2, 5, 6 

and 10 while the new other system n-Hept / CH3CN / Water (5 :5 :4, v/v) gleamed 

succeeded to the purification of the molecules 3, 4 and 7. The structural determination of 

the different isolated pure substances is currently under assessment.    

 However, the biologic tests achieved on each of the isolated products already 

permitted to conclude as for the importance of their property elicitrice and/or their   

inhibitory activity in vitro on the growth of Botrytis cinerea. Indeed, he/it proves to be 
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that each of the isolated products active a way different of stimulation of the defenses 

natural of the infected plants. Otherwise, the preventive or curative treatments of 

plantules affected by gray rot from formulations containing the isolated products gave 

excellent results for the majority of these (unpublished data).    
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CHAPITRE V 

Induction des mécanismes de défenses de la 

vigne par les produits purifiés élaborés par 

une des souches sélectionnées 
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Les plantes sont constamment soumises au cours de leur développement à l'attaque 

d'agents pathogènes, néanmoins elles sont résistantes à la plupart d'entre eux et la maladie est 

l'exception. Les plantes ont mis en place au cours de l'évolution des stratégies élaborées leur 

permettant de se défendre efficacement contre les agents pathogènes (virus, champignons, 

bactéries).  

  

Lorsqu'un agent pathogène est détecté par la plante, dans la plupart des cas, la 

première caractéristique de la résistance à la maladie est la mort des cellules autour du site 

d'infection, appelée réponse hypersensible (RH) visant à confiner l'agent pathogène dans cette 

zone. Les cellules qui meurent émettent alors des molécules servant de signaux d'alerte, 

perçus par les cellules voisines qui mettent en place des mécanismes de défense qui consistent 

essentiellement en la production de molécules à activité antimicrobienne et en la mise en 

place de barrières physiques (callose, lignification, bourrelets cicatriciels) permettant de 

stopper la progression de l'agresseur (Wittstock et Gershenzon, 2002 ; Jones et Dangl, 2006). 

Dans certains cas, cette résistance localisée est suivie par la mise en place d'une résistance dite 

systémique acquise (RSA) qui protège l'ensemble de la plante contre l'attaque ultérieure par 

une large gamme de parasites (bactérie, virus, champignons). 

 

Parallèlement à la résistance systémique acquise (RSA), certaines souches de PGPR 

peuvent protéger les plantes d´une façon indirecte par la stimulation de mécanismes de 

défense inductibles dans la plante, ce qui peut rendre l´hôte beaucoup plus résistant à 

l´agression future par des agents pathogènes. Ce phénomène a été nommé «résistance 

systémique induite» (ISR, Induced Systemic Resistance) (van Loon et al., 1998; Pieterse, 

CMJ. et al., 2002). L´induction d´une telle capacité de défense est systémique : le traitement 

des racines par des PGPR produit des effets protecteurs sur d´autres parties de la plante sans 

migration des bactéries induisantes l´ISR au travers du système vasculaire de la plante ou à 

travers les tissus (Ramamoorthy et al., 2001; Bent, 2005). La preuve du rôle d´une souche de 

PGPR en tant qu´inducteur de l´ISR dans la réduction d´une maladie est donc obtenue en 

garantissant une séparation spatiale de l´agent pathogène et de l´agent inducteur de la 

résistance, afin d´exclure toute interaction antagoniste directe. C´est le cas si l´on inocule les 

bactéries sur les racines et le pathogène sur la surface foliaire de la plante ou en utilisant des 

systèmes séparant les racines en deux groupes séparés (van Peer et al., 1991; Zhou et Paulitz 

1994; Bakker et al., 2007). L´ISR est donc phénotypiquement similaire à la SAR. Cependant, 

il semble que les voies d´inductions de la SAR et l´ISR soient différentes même si toutes les 
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deux se basent sur la transmission d´un signal conduisant à l´activation d´un ensemble de 

mécanismes de défense. Les mécanismes développés par les plantes permettent de se protéger 

contre un large spectre de pathogènes pas seulement fongiques, bactériens et viraux, mais 

aussi vis-à-vis de maladies causées par certains insectes et nématodes (Sticher et al., 1997; 

van Loon et al., 1998; Ramamoorthy et al., 2001; Durrant et Dong, 2004).  

 

Cette " protection " présente donc un intérêt agronomique tout particulier puisque son 

induction artificielle chez les plantes pourrait être un moyen de limiter les apports de 

pesticides dans les champs. L'induction artificielle de cette protection est au centre des 

recherches menées ces dernières années sur ces mécanismes de défense des plantes qui visent 

à mieux connaître la nature des processus mis en jeux (inducteurs de défense) pour pouvoir à 

terme proposer des stratégies utilisables en agriculture. 

 

Dans ce chapitre, nous avons montré que les produits sécrétés par une souche de 

Streptomyces sp. nov. induisent des réactions de défense dans des vitroplants de vigne ainsi 

qu’une résistance systémique contre l’infection par B. cinerea. 

  

L’effet éliciteur et/ou protecteur de ces produits est évalué tout d’abord en étudiant 

leur effet antagonistes in vitro par les tests de confrontation à distance et locale sur boite de 

pétri  en présence de B. cinerea, puis par vaporisation des vitoplants de vigne botrytisé ou 

non. Ensuite, l’étude de l’expréssion des réponses de défense par RT-PCR quantitative en 

temps réel. Les gènes étudiés sont des gènes connus comme étant impliqués dans les réponses 

de défense chez la vigne et l’orge face à l’attaque de maladies. Les gènes testés ont été choisis 

de façon à pouvoir évaluer quelle voie de signalisation est activée (acide salicylique, acide 

jasmonique, éthylène) en réponse aux éliciteurs potentiels. 

 

Les résultats obtenus ont montré que 5 des 6 produits testés montrent un pouvoir 

antagoniste locale (Figure 1) et à distance (Figure 2) vis-à-vis de B. cinerea. Cet effet est 

maintenu  à l’échelle de la plante ; la vaporisation des vitroplants de vigne par ces produits les 

protège contre la pourriture grise. De plus le produit 10 en présence de la plante montre un 

effet vis-à-vis de B. cinerea (Figure 3). 
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Lors de cette étude, nous avons également mis en évidence, d’après les résultats 

préliminaires, une induction locale et systémique des gènes VvGluc, VvPR6 et VvChi4C 

codant respectivement pour  des protéines P-R2, PR-6 et PR-3 (Figure 4).  
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Figure 1 : Effet des produits sécrétés par Streptomyces sp. nov. sur la croissance de Botrytis 

cinerea par le test de confrontation locale (a : effet des produits 2,3,4,5,7 ; b : effet du produit 

10 ; c : Témoin ; BC :  Botrytis cinerea).  

 

 

 

 

Figure 2 : Effet des produits sécrétés par Streptomyces sp. nov. sur la croissance de Botrytis 

cinerea par le test de confrontation à distance (BC: Botrytis cinerea et 2,3,4,5,7 et 10 : les 

produits).  
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Figure 3 : Effet des produits sécrétés par Streptomyces sp. nov. sur la protection des plantes 

vis-à-vis Botrytis cinerea  (a : plante témoin, b : Botrytis cinerea, c : Botrytis cinera + produit 

2 ; d :10 :  effet du produit 10).  
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Figure 4 : Expresion de quelques gènes codant pour des proteines PR vhez la vigne par des 

produits sécrétés par Streptomyces sp. nov.. 
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L'essor des rendements agricoles a été considérable depuis le début du XXème siècle 

tant dans les quantités récoltées que dans la qualité des productions végétales. Cet essor a été 

de pair avec l'utilisation croissante de substances chimiques de synthèse, regroupées sous le 

terme de pesticides, permettant de lutter contre les maladies et les ravageurs qui représentaient 

au début du siècle et jusqu’à présent un véritable fléau pour les agriculteurs. Cependant, ces 

pesticides présentent des conséquences néfastes sur la santé humaine, l’environnement,…. De 

plus, les crises successives traversées par l'agriculture ces dernières années (la vache folle, le 

poulet à la dioxine etc....) ont rendu l'opinion publique très soucieuse et ont ouvert un large 

débat sur la qualité de l'alimentation et de l'environnement. Il en ressort une réticence quant à 

l'utilisation massive de pesticides sur les cultures. 

 

Une des méthodes alternatives à l’utilisation des pesticides chimiques est la lutte 

biologique. Donc l’utilisation des microorganismes bénéfiques (PGPR) présentent un intérêt 

scientifique et agronomique majeur car ils jouent un rôle important dans le fonctionnement 

biologique de la rhizosphère, puisqu’ils sont capables de coloniser efficacement les systèmes 

racinaires et influencent de manière bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou en la 

protégeant contre des infections par des agents phytopathogènes. Les PGPR offrent donc des 

possibilités intéressantes pour une agronomie respectueuse de l’environnement.   

 

Les actinomycètes sont des microorganismes PGPR capables de coloniser la 

rhizosphère grâce à leurs caractères antagonistes et compétitifs vis-à-vis des autres 

microorganismes du sol. Certains sont connus pour leur production de sidérophores qui 

permettent de chélater le fer privant ainsi le fer des autres microorganismes (Cao et al., 2005 ; 

Getha et al., 2005). La production de sidérophores par S. griseorubiginouse est efficace dans 

la lutte contre la fusariose du bananier causée par Fusarium oxysporum f. sp. Cubenese 

(Getha et al., 2005). D’autres sont parasites de champignons en produisant des enzymes qui 

leur permettent de dégrader la paroi des cellules fongiques ; le parasitisme des mycélia de 

champignons par les actinomycètes a été décrit dans plusieurs travaux (Yuan et Crawford, 

1995 ; Kham et al., 1997 ; Tréjo-Estrada et al., 1998 ; El-Tarabily et al., 2000 ; Xiao et al., 

2002 ; El-Tarabily et Sivasithampar, 2006 ; Errakhi et al., 2007 ; Jain et Jain, 2007). Plusieurs 

enzymes chitinolytiques ont été identifiés chez certaines espèces d’actinomycètes dont S. 

antibioticus (1966), S. lividens (Miyashita et al., 1991), S. lydicus WYEC108 (Mahadevan et 

Crawford, 1997), S. plicatus (Abd-Allah, 2001) et S. halsteii AJ-7 (Joo, 2005).  
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 Les actinomycètes présentent un intérêt scientifique et agronomique majeur comme 

nous avons constaté au cours du travail réalisé. 

 

La première partie de ce travail a été consacrée à l’isolement et au criblage de souches 

d’actinomycètes à partir de la rhizosphère de la vigne saine sauvage du Maroc capables 

d’inhiber la croissance des champignons phytopathogènes. Ainsi, 142 isolats différents 

morphologiquement ont été isolés. 24 d’isolats (17%) sont actifs vis-à-vis au moins de 4 

champignons tests et seulement 9 isolats sélectionnés actifs sur les cinq champignons tests y 

compris Botrytis cinerea l’agent de la pourriture grise de la vigne. Les observations 

microscopiques des filaments de B. cinerea prélevés au niveau de la zone de contact avec les 

actinomycètes ont montré que ces souches sont capables de provoquer des altérations de la 

structure du mycélium de B. cinerea et par la suite sa dégradation. Les résultats préliminaires 

de protection des vitroplants de vigne contre l’attaque de B. cinerea a été confirmée d’abord 

sur des feuilles isolées puis sur des vitroplants. 

  

 L'ensemble de ces 9 isolats peut constituer de ce fait un stock de microorganismes 

antagonistes de B. cinerea dans le cadre de la lutte biologique contre la pourriture grise de la 

vigne.  

 

Une des particularités intéressantes pour le choix d’un agent de lutte biologique PGPR 

réside dans leur compétence de colonisation de la rhizosphère, des surfaces racinaires, y 

survivre et  proliférer à l’intérieur de la plante pendant une période considérable en présence 

ou non d’une microflore existante (Whipps, 1997 ; Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; Compant 

et al., 2005a). Pour cette raison, nous nous sommes intéressés à sélectionner des PGPR 

présentant une forte compétence rhizosphérique mais également des PGPR pouvant entrer à 

l’intérieur de leur hôte végétal. Dans cette optique, nous avons vérifié tout d’abord la capacité 

de ces souches de pousser sur un milieu à base d’extrait de plante de vigne comme seule 

source nutritionnelle  en  gardant  sur le même milieu leurs pouvoirs antagonistes vis-à-vis  de 

l’agent de la pourriture grise de la vigne (B. cinerea).  

 

Les résultats obtenus montrent que les 9 souches cultivent bien ce milieu. Cependant,  

5 seulement présentent un pouvoir antagoniste important vis-à-vis B. cinerea. Des 

observations microscopiques des hyphes de ce dernier prélevés au niveau de la zone de 

confrontation avec les actinomycètes antagonistes montrent des changements remarquables 
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par rapport au témoin (dégradation partielle ou totale). Ceci a été confirmé par des 

observations réalisées au microscope à fluorescence en utilisant les colorants vitaux tels que le 

Red Nile et le Calcofluor. Pour évaluer les compétences rhizosphériques, endophytiques et/ou 

de protection de ces 5 souches, on a inoculé par des suspensions cellulaires stérilement et sous 

conditions gnotobiotiques la rhizosphère de vitoplantules de vigne. Nous avons observé que 

ces 5 souches colonisent les surfaces racinaires, puis pénètrent par les racines et migrent 

jusqu’aux feuilles. De plus, en présence de ces souches, les plantes ne présentent pas les 

symptômes de la pourriture grise. La pénétration intra-racinaire des actinomycètes et la ou les 

protections associées peuvent être corrélées à la sécrétion d’enzymes dégradant les parois 

cellulaires par ces actinomycètes étudiés. Ainsi, nous avons démontré que 4 de ces 5 souches 

synthétisent des endoglucanases.  

 

Les résultats importants obtenus par ces 5 souches notamment ; compétences 

rhizosphériques, colonisation endophytique, croissance et protection de la vigne offrent donc 

des possibilités intéressantes pour une agronomie respectueuse de l’environnement avec 

moins ou sans produits phytosanitaires. En effet, une meilleure utilisation de ces populations 

bactériennes nécessite une meilleure compréhension des mécanismes qui interviennent pour 

protéger, stimuler la croissance et/ou les défenses de la plante. Ainsi, nous avons évalué la 

capacité antagonistes de ces 5 souches sélectionnées vis-à-vis d’autres phytopathogènes de la 

vigne (maladies de bois ESCA) , à produire des molécules stimulant la croissance ou les 

défenses naturelles des plantes en condition de laboratoire. Par ailleurs, nous avons évalué la 

capacité de ces souches à stimuler la croissance des plantules de vigne (Vitis vinifera L.), en 

modèle rhizosphérique contrôlé. Les résultats obtenus ont montré que 4 des 5 souches 

pouvaient stimuler efficacement la croissance des vitro plants de vigne. Ces souches se sont 

avérés capables de produire des molécules de type acide indole acétique, hormones capables 

de stimuler la croissance et les mécanismes de défense naturels des plantes. De solubiliser le 

phosphate minéral en milieu synthétique minimum (SMM) liquide, de  produire  des 

sidérophores et  chitinases. 

 

La troisième partie de ce travail a été consacrée à l’identification et la caractérisation 

morphologique, biochimique et moléculaire des 4 souches sélectionnées. La classification des 

souches a été effectuée selon deux étapes, une étape numérique portant sur les caractéristiques 

morphologiques et l’analyse chimique des parois cellulaires des actinomycètes. La deuxième 

est basée sur les caractéristiques moléculaires de ces souches antagonistes. 
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Les caractéristiques morphologiques et culturales des antagonistes ont été étudiées par 

l’utilisation des milieux ISP (International Streptomyces Project) (Pridham et Gottlieb, 1948 ; 

Shirling et Gottlieb, 1966). L’analyse chimique des parois cellulaires a porté sur le dosage des 

acides aminés selon la méthode décrite par Becker et al. (1964) et des sucres selon la méthode 

décrite par Lechevalier et Lechevalier, 1980. Les résultats ont montré que les souches 

contiennent L-DAP et la glycine. D’autre part, l’observation sous microscope électronique à 

balayage a montré que les souches forment des chaînes de spores en spirale ou dégradées. 

L’ensemble de ces données indique que les souches antagonistes étudiées appartiennent au 

genre Streptomyces. Par la suite, nous avons procédé à l’identification moléculaire par la 

technique 16S RNA. Les résultats du séquençage ont montré que la souche SS10 présente un 

pourcentage de similarité de 99% avec Streptomyces marokkonensis nouvelle espèce 

identifiée récemment  par notre laboratoire, la souche SS38 présente un pourcentage de 

similarité de 99% avec Streptomyces purpurasoens et la souche SS40 présente un pourcentage 

de similarité de 99% avec Streptomyces sp. B22.  

 

L’analyse des arbres phylogénétiques a montré que chacune de ces trois souches forme  

une branche séparée. Ainsi, la comparaison des caractères morphologiques et biochimiques de 

ces trois souches avec ceux des souches similaires nous a permis de relever des différences 

remarquables d’où l’idée qu’il s’agit de nouvelles espèces et la nécessité de faire l’hybridation 

ADN-ADN. Les résultats obtenus en utilisant cette dernière technique ont confirmé que les 

trois souches antagonistes SS38, SS40 et SS10 correspondent bien à des nouvelles espèces 

appartenants au genre Streptomyces. 

 

L’avant dernière partie de ce travail, a été consacrée à des investigations 

complémentaires concernant notamment la détermination de la structure moléculaire de/ou 

des principes actifs élaborés par une des souche retenue (SS38) par Chromatographie de 

Partage Centrifuge. Par le bais de cette technique, nous avons pu caractériser 6 molécules 

différentes.  

 

La dernière partie de ce travail a été consacrée à une étude préliminaire de l’effet 

éliciteur et/ou protecteur de ces produits. Tout d’abord, en étudiant leur effet antagonistes in 

vitro par les tests de confrontation à distance et locale sur boite de pétri  en présence de B. 

cinerea, puis par vaporisation des vitroplants de vigne botrytisé ou non. Ensuite, l’étude de 

l’expression des réponses de défense par RT-PCR quantitative en temps réel. Les résultats 
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obtenus ont montré que 5 des 6 produits testés montrent un pouvoir antagoniste locale et à 

distance vis-à-vis de B. cinerea. Cet effet est maintenu  à l’échelle de la plante. Ainsi, la 

vaporisation des vitroplants de vigne par ces produits les protège contre la pourriture grise. De 

plus le produit 10 en présence de la plante montre un effet vis-à-vis de B. cinerea. Lors de 

cette étude, nous avons également mis en évidence, d’après les résultats préliminaires, une 

induction locale et systémique des gènes VvGluc, VvPR6 et VvChi4C codants respectivement  

pour des protéines P-R2, PR-6 et PR-3.  

 

Cette  induction présente donc un intérêt agronomique tout particulier puisqu’on peut 

la provoquer artificiellement chez les plantes et par la suite pourrait être un moyen de limiter 

les apports de pesticides dans les champs pour une agriculture durable plus respectueuse de 

l’environnement et de la santé humaine. 
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Perspectives 

 

Au terme de ce travail, nous envisageons de continuer nos recherches sur certains axes 

pertinents relatifs aux Actinomycètes PGPR et qui méritent d’être étudiés: 

� Tester l’efficacité des souches sélectionnées sur des boutures fructifières, en 

serre et en plein champ, en utilisant des marqueurs moléculaires comme par 

exemple le gène gfp (pour ‘‘Green Fluorescent Protein’’) codant la protéine 

verte fluorescente ou ses dérivés egfp, cgfp et ygfp ou à des marqueurs 

chromogéniques comme le gène gusA codant la protéine GUS ou β-

glucuronidase conférant une coloration bleue à la bactérie après ajout d’un 

substrat afin de pouvoir les visualiser et les différencier de la microflore 

existante.  

 

� Optimiser les conditions d’extractions et de purifications à grande échelle des 

molécules caractérisées pour une utilisation en plein champ.  

 

� Purification et élucidation structurale des autres substances élaborées par les 

deux autres souches sélectionnées (Collaboration avec le laboratoire de 

pharmacognosie de l’Université de Reims Champagne Ardenne). 

 

�  Etudier, de façon plus approfondie les gènes de défenses induits chez la vigne 

en présence d’actinomycète ou leurs produits. 
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