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Anamor phe: Forme asexuée d’un champignon, appelé aussi « stade imparfait », aboutissant

alaformation de conidies.

Apothécies: Structure en forme de disque ou de trompette sur laquelle se forment des

ascospores chez les ascomycetes.

Ascomycete: Groupe de champignons produisant leur spore sexuée, les ascospores, par

I’intermédiaire d’asque.

Ascospores: Spore issue de la reproduction sexuée chez les Ascomycetes, se formant a

I’intérieur d’un asque.
Biosurfactants : Molécules tensioactives produites par certains micro-organi smes.
Chancre: Lésion nécrotique plus ou moins localisée.

Chlamydospores : spores a paroi épaisse. Cette paroi épaisse leur permet de subsister sur le

sol ou dans les débris végétaux en décomposition.

Chitinases : Enzymes hydrolitiques qui sattaguent aux liaisons glycosidiques des molécules
de chitine.

Chitine : Polysaccharide azoté issu de la polymérisation de N-acétylglucosamine liés entre

eux par une liaison osidique du type 3(1,4).

Conidies: Spore issue de la multiplication asexuée et formée a I’extrémité d’un

conidiophore.
Conidiophore : Hyphe spécialisé sur lequel se forment une ou plusieurs conidies.

Cutinases: Enzymes de la famille des hydrolases, notamment ceux agissant sur les liaisons

ester d'acide carboxylique.



Epidimiologie : Etude de I’apparition, du développement et de la dispersion d’une maladie en

relation avec I’environnement.
Hétérocaryon : Cellule multinucléé qui contient génétiquement différents noyaux.

Lycopéne : Tétraterpene de la famille des caroténoides, plus précisement des carotenes. C'est
un pigment liposoluble rouge que I'on trouve surtout dans la tomate mais également dans

d'autres fruits rouges.

Mycélium: La partie végétative des champignons. Il est composé d'un ensemble de

filaments, plus ou moins ramifiés, appel és hyphes.

Nécrotrophique : Mode de vie en parasite d’une plante vivante causant ainsi sa mort. Par la
suite, il devient plutét saprophyte et décompose les tissus morts.

Polyphage : Un pathogene pouvant avoir plusieurs organismes hétes

Phéromones: Sont des substances chimiques comparables aux hormones, emises par la

plupart des animaux et certains végeétaux.

PGPR : Bactéries rhizosphériques bénéfiques ala croissance et ala santé des plantes.

Sclérotes: Masse compacte de mycélium aggloméré, souvent de couleur brune a noire,
adaptée ala survie en conditions défavorables.

Sclerotinia : ¢’est un genre de champignon de la famille des Sclerotiniaceae.

Tééomorphe: Forme sexuée d’un champignon, appelée aussi « stade parfait », aboutissant

apres fusion nucléaire a la formation d’ascospores.

Ubiquiste : Un organisme qui peut se trouver en plusieurs endroits alafois.
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I ntroduction

Les interactions des champignons avec les plantes sont d’une grande diversité.
Certaines sont bénéfiques mais beaucoup sont nuisibles en raison des maladies qu’elles
engendrent (Esquerré-Tugayé, 2001). Les maadies des plantes, et particulierement celles
provoquéees par les champignons, sont signalées depuis fort longtemps (Rapilly, 2001).
Botrytis cinerea est I’un des champignons phytopathogenes les plus répandu mondialement et
dont les incidences sur les cultures sont les plus graves; il affecte de nombreuses productions
végétales d'importance économigue en culture sous serre ou en plein champ sur lesgquelles il
provoqgue la pourriture grise (Benito et al., 2000; Ten Have et al., 2001; Elad et al., 2007).
Ce champignon est observé sur tomate dans pratiquement toutes les zones de production dans
le monde ou il peut étre a I’origine de dégats ponctuellement importants (Blancard et al.,
2009). En Algérie, Botrytis cinerea est considéree comme I’une des principales pathologies
sur tomate (Aissat et al., 2008; Adjebli et al., 2015).

Le contrdle de la pourriture grise se base principalement sur I’usage des fongicides. La
prescription & grande échelle de ces produits phytosanitaires a entrainé la sélection de souches
résistantes (Leyva et al., 2008 ). Plusieurs auteurs ont affirmé que I'utilisation inconsidérée
des fongicides a d'autres consequences néfastes sur I’environnement et la santé (Tucci et al.,
2011; Glareet al., 2012), notamment la réduction de la biodiversité (Soylu et al., 2010), la
destruction des organismes utiles (Caron et al., 2002; Naika et al., 2005) et la perte de la
gualité et de la sécurité des aiments (Robinson-Boyer et al., 2009). Cela justifie les
recherches actuellement menées dans ce domaine, qui tendent & mettre au point de nouvelles
méthodes de lutte moins nuisibles pour I'environnement (Dal Bello et al., 2011; Ronseaux et
al., 2013).

De nos jours, I’utilisation des agents de lutte biologique en phytopathologie a recu un
grand intérét dans I’agriculture; De nombreux travaux se sont intéresses a I’étude de ces
agents pour surmonter les problémes de résistance et des effets secondaires associés aux
fongicides, un grand nombre de bactéries et de champignons antagonistes de Botrytis cinerea
ont ains été mis en évidence mais les résultats les plus intéressants et les plus solidement
établis ont été obtenus avec des Trichoderma spp (Caron et al., 2002; Bardin et al., 2008;
Kohl et al., 2011).




I ntroduction

L’objectif de notre travail est la recherche de nouveaux agents de lutte biologique. La
premiere étape de cette démarche est un screening de I’effet antagoniste des isolats bactériens
isolés dans le milieu agricole.

Pour cela nous avons opté pour la méthodologie suivante :

» Caractérisation des isolats bactériens étudiés;

» Mise en évidence de |'effet antagoniste « in vitro » desisolats bactériens,
» Etude «invivo » de I’effet antagoniste des isolats bactériens.

)
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|. Généralités sur latomate

La tomate est une plante herbacée de la famille des solanacées, originaire des Andes
d’Amérique du Sud (Naika et al., 2005). Traditionnellement, classée parmi les légumes, la
tomate est aussi un fruit au sens botanique du terme, c’est une baie (fruit de type charnu)
(Bénard et al., 2015). Elle présente une trés grande variabilité au niveau phénotypique en
particulier en ce qui concerne les caractéristiques du fruit (formes, couleurs et gots) et elle
est cultivée sous des latitudes et des climats tres divers, y compris les régions relativement
froides grace au développement des cultures sous abri (Watterson, 1987; France, 2002;
Tam et al., 2006; Kirankumar, 2007; Chougourou et al., 2012).

|.1. Classification

Les botanistes modifierent a plusieurs reprises les noms de genre et d’espece attribues
alatomate, a savoir : Solanum esculentum, S. lycopersicum, Lycopersicon lycopersicum... Le
nom finalement retenu jusqu’a trés récemment, Lycopersicon esculentum Mill., qui a été
attribué par Philip Miller en 1754. Le nom de genre « Lycopersicon » est gréco-latin, il
signifie « péche de loup ». Le nom d’espéce « esculentum» vient du latin et veut dire
« comestible » (Blancard et al., 2009).

Tableau | : Classification de latomate (Cronquist, 1981, Gaussen et al., 1982)

Régne Plantae Sous-classe | Asteridae

Sousregne Trachenobionta | Ordre Solanales

Embranchement | Magnoliophyta | Genre Solanum ou Lycopersicon
Classe Magnoliopsida | Espéce Lycopersicon esculentum Mill

|.2. Intérétsdela culture detomate
[.2.1. Alimentation humaine

Les fruits de tomate, sont trés largement consommés sous différentes formes soit crue,
soit cuite, ou comme un produit transformé La tomate répond bien aux attentes
nutritionnelles de I’organisme car elle est relativement pauvre en calories (environ 15 calories
pour 100 g) mais riche en eau (93 et 95%) et en ééments minéraux (potassium, calcium,
magnésium, phosphore et autres). Elle est également une excellente source des vitamines A,
C, et E. La tomate contient aussi une quantité non négligeable d’acides aminés essentiels,
sucres, fibres alimentaires et antioxydants surtout le précieux lycopene (Fagbohoun et Kiki,
1999 ; France, 2002 ; Naika et al., 2005).

]
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|.2.2. Phytothérapie

Plusieurs études associent la consommation de tomates a une réduction des risques de
contracter des cancers et des maladies cardiovasculaires. L’OMS (2002), estime qu’une
consommation suffisante de ces fruits réduirait I’incidence des maladies cardiaques de 31%,
celle des accidents vasculaires cérébraux de 11% et celle des cancers gastro-intestinaux de
20% a30% (Chougourou et al., 2012).

|.3. Importance économique de la plante

La tomate est devenue un des légumes les plus importants du monde. Comme c’est
une culture a cycle assez court qui donne un haut rendement, elle a de bonnes perspectives
économiques et la superficie cultivée s’agrandit de jour en jour (Naika et al., 2005). La
consommation par individu, que ce soit en tomates fraiches ou transformées, ne cesse pas
d’augmenter a I’échelle mondiale. Dans le monde entier, la tomate occupe la deuxiéme place
apres la pomme de terre, que ce soit dans la production ou la consommation. Elle est estimée
aplus de 12K g par habitant et par an. Les pays méditerranéens sont de gros consommateurs et
celaen toutes saisons (Blancard et al., 2009).

En Algérie, les cultures maraichéeres occupent une superficie trés importante, estimée a
363 030 ha en 2005, et a 372 096 ha en 2006. La tomate représente 5,62% de la production
maraichére nationale (Chougar et M edjdoub-Bensaad, 2014).

Compte tenu de son importance économique, la tomate est I'objet de nombreuses
recherches scientifiques et est considérée comme une plante modéle en génétique (Sharifova
et al., 2013).
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[1. Botrytis cinerea agent dela pourriture grise dela tomate

Botrytis cinerea est un champignon nécrotrophe et ubiquiste, il attaque une large
gamme de plantes (plus de 200 especes de plantes dicotylédones et monocotylédones) a
n’importe quel stade de leur développement ainsi qu’en période de stockage causant ainsi des
pertes économiques importantes sur les cultures avant et aprés récolte. Sur la tomate, B.
cinerea cause la pourriture grise des feuilles, des pétioles, des tiges et des fruits sous serre et
en plein champ (Hmouni et al., 2003 ; Adrian et Jeandet, 2012 ; Mouria et al, 2013).
I1.1. Taxonomie et diversité génétique

Botrytis cinerea est la forme asexuée (anamorphe) de téléomorphe Botryotinia
fuckeliana (la forme sexuée) (Romanazzi et Feliziani, 2014). Botrytis a &é reconnu comme
un genre par Micheli en 1729, au début il a été parfois confondu avec Sclerotinia spp. Mais
des précisions ont été apportées et la confusion a été dissipée (Elad et al., 2007). La
classification commune du genre Botrytis est largement basée sur les caractéres
morphologiques et, dans une moindre mesure, sur la physiologie et la gamme dhétes,
récemment, une classification du genre a été faite sur la base de données de sequences dADN
detrois génes codant des protéines nucléaires (Romanazzi et Feliziani, 2014).
Tableau Il : Classification de Botrytis cinerea (Manzoor, 2013 ; Romanazzi et Feliziani,

2014)
Forme Forme sexuée Forme asexuée
Regne Fungi Fungi
phylum Ascomycétes Deutéromycetes
Classe L éotiomycetes Hyphomycetes
Ordre Helotiales Moniliales
Famille Sclérotiniaceae Moniliaceae
Genre Botryotinia Botrytis
Espece Botrytinia fuckeliana Botrytis cinerea

De nombreuses études ont rapporté que ce champignon présente une grande diversité

phénotypique et génétique; cette grande diversité pourrait s’expliquer par la nature multi-

nucléée et hétérocaryotique du champignon, une partie de cette variation peut également étre

due al'activité des éléments transposables (M artinez et al., 2003 ; Decognet et al., 2009).
Giraud et a. (1997, 1999) ont signalé que B. cinerea peut étre divisé en deux sous-

populations sympatriques caractérisées par la présence d'édéments transposables. Un groupe
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d'isolats « transposa » contient les éléments transposables Boty et Flipper, I'autre « vacuma »
ne les possede pas (Martinez et al., 2003, Fekete et al., 2012).
[1.2. Symptoémes

Botrytis cinerea peut attaquer tout les organes aériens de la tomate, a tout moment de
son développement (Blancard et al.,, 2009). La manifestation des symptémes est
caractéristique. En effet, un feutrage grisétre apparait sur les feuilles, les tiges mais aussi les
fruits, accompagné par des téches marrong/brunes ainsi que des taches en anneaux
concentriques, des taches ou des auréoles blanches appel ées taches fantbmes peuvent aussi
apparaitre sur lesfruits (Grierson et Kader, 1986 ; Watterson, 1986 ; Koike et al., 2007).

Botrytis cinerea colonise la tomate de diverses maniéres: |l peut directement pénétrer
la cuticule d’une foliole ou d’un fruit, profiter de la présence d’une blessure d’ébourgeonnage
sur une tige ou de diverses bases nutritives potentielles, comme des pieces florales
senescentes ou divers débris végétaux. En outre, une fois qu’il a envahi un tissu, il fructifie
tres rapidement sous la forme d’une moisissure grise plus ou moins dense constituée de
nombreux conidiophores et conidies ; latransmission par le contact du malade avec les parties

saines se produit fréquemment (Blancard et al., 2012).

A:Folioles et fruit de tomate

B: Plaie d’ébourgeonnage sur tomate
C: Tige de tomate

D:Feuille de tomate

E: Taches fantomes sur fruitde tomate

F: Inflorescence

Figure 1 : Symptomes de la pourriture grise causés par Botrytis cinerea sur tomate
(Blancard et al., 2012 ; Koike et al., 2007)

11.3. Cycle biologique et épidémiologie

B.cinerea existe dans différents habitats sous plusieurs formes: mycédlium, conidies
(macro et microconidies), chlamydospores, sclérotes, apothécies et ascospores. Lorsgue les
conditions environnementales sont particulierement défavorables a son développement, il se
conserve sous forme mycélienne dans les débris végétaux ou sous forme de sclérotes
(Amselem et al., 2011 ; Romanazzi et Feliziani, 2014). Au printemps, lorsgue les conditions

climatiques redeviennent favorables, les sclérotes germent a travers I'émission de




Synthése bibliographique

conidiophores (reproduction asexuée) ou, apres un processus sexuel, l'alongement d'une
apothécie. Cependant, le mode le plus fréquent de germination est la production des
conidiophores. Dans le cycle de la reproduction sexuée de B. cinerea, un grand nombre de
microconidies sont observées (Romanazzi et Fdiziani, 2014).
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Figure 2 : Cycle de développement de Botrytis cinerea (Agrios, 2005 modifi€)

Lors de I’infection, de nouvelles spores vont étre produites pouvant mener a une
infection secondaire d’autres plantes. La libération des conidies est favorisée par un climat
humide et elles sont transportées par le vent, la pluie et les insectes (Holz et al., 2007). Au
cours d’une saison, plusieurs cycles peuvent étre accomplis : la maladie est dite polycyclique
(Williamson et al., 2007).

[1.4. Facteursinfluencant le développement de B. cinerea

Les facteurs climatiques, en particulier I’hygrometrie, ont un rdéle important sur le
développement de la maladie en favorisant la germination des conidies. Botrytis cinerea est
aussi un parasite de blessures; si I’inoculum est présent, les facteurs favorisant les attaques
sont en particulier les nécroses et les plaies. Enfin Botrytis cinerea est un parasite de
faiblesse ; toutes les opérations qui provoquent un affaiblissement de la plante (changements

climatiques, fertilisation,...) peuvent favoriser les attaques et le développement du
champignon (Remuson €t al., 2014).
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[11. Méthodes de lutte contre Botrytis cinerea

La lutte contre la pourriture grise repose principalement sur I’utilisation de traitements
chimiques mais également sur des stratégies de lutte culturale, récemment de nombreux
travaux ont été effectués pour mettre en place et développer des stratégies de |utte biologique
efficaces.

[11.1. Pratiques culturales

Les pratiques culturales limitant les effets de la pourriture grise sont diverses et
souvent spécifiques a des especes particulieres (Williamson et al., 2007). Les épidémies
causees par B.cinerea sont initiées en grande partie par les conidies produites localement a
I’intérieur de la culture, le champignon infecte ains les différentes parties de la plante,
I’élimination des restes végétaux (les feuilles sénescentes et les organes infectés) est une
pratique culturale de base qui pourrait réduire I’importance de I’inoculum (Miller et Jeves,
1979; Bristow et al., 1986; Sutton, 1990; Richard et Boivin, 1994). La réduction de
I'intensité de lumiéere dans les tunnels plastiques pourrait également réduire l'infection et la
sporulation de B.cinerea (Nicot et al., 1996). Les méthodes culturales qui assurent la
ventilation et le séchage du couvert végétal apres la pluie, tout en maintenant
I’approvisionnement en eau adéquat pour les racines, sont aussi des moyens efficaces pour la
prévention des épidémies de B.cinerea (Elad et Shtienberg, 1995).

L effevillage dans les cultures de légumes, peuvent réduire I'infection par B. cinerea,
dans les cultures sous serres, I’effeuillage au ras de la tige sans laisser de fragments de
pétioles, diminue significativement l'incidence des chancres de la tige, méme sous une
pression élevée de lamaladie (Decognet et al., 2010).

D’autre part, il a été démontré que [I’irrigation par goutte a goutte réduit
considérablement |le développement de pourriture sur tige de tomate (Aissat et al., 2008).
[11.2. Lutte chimique

En absence de variétés de tomates résistantes a B.cinerea, le contréle de la pourriture
grise est basé sur I’'usage répété de fongicides, principalement des benzimidazoles et des
dicarboximides, qui n’empéchent pas des pertes considérables de rendement, surtout en
cultures abritées (Hmouni et al., 2003). Malgré cette diversité et la limitation d’utilisation de
chague famille chimique a une application par saison, des souches de B. cinerea résistantes a
la quasi-totalité de ces fongicides ont été décelées, le colt éevé de ces derniers, leurs effets
sur I’environnement et leur incompatibilité avec I’agriculture durable ont fait que leur
utilisation est devenue de plus en plus interdite et I’intérét pour d’autres aternatives a ainsi
augmenté (Mouden et al., 2010 ; Mouriaet al., 2013).

Y
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[11.3. Lutte biologique
La lutte biologique peut étre définie comme éant I’utilisation d’organismes vivants
pour supprimer un ravageur pathogéene sans avoir d’activité néfaste pour la plante. Ces agents

naturels sont réunis sous le concept de biopesticides (L epoivre, 2003).

111.3.1. Description des agents de lutte biologique

Les biopesticides ou agents de lutte biologique, peuvent étre définis comme des
produits phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou I’un de ses dérivés.
IIs peuvent donc étre constitués d organismes (plantes, insectes, nématodes) ou de micro-
organismes (bactéries, levures, champignons, virus) exercant une activité protectrice sur les
plantes vis-a-vis d agents phytopathogeénes, mais aussi de substances d”origine naturelle telles
gue des extraits végétaux, phéromones, etc. (Thakor e, 2006).

Les méthodes biologiques sont celles qui offrent le plus de solutions véritables et
durables, principalement en raison de leur automatisme, de leur variété, de leur spécificité, de
leur compatibilité intrinséque avec la nature et de leur capacité d’évoluer avec et sans
intervention humaine directe (Vincent et coderre, 1992).

Une meilleure application d’un agent efficace de la lutte biologique nécessite une
bonne compréhension des mécanismes qu’il utilise et les molécules qu’il secréte pour inhiber
les agents phytopathogénes (Alabouvette et al., 1993).

111.3.2. Mécanismes d’action des microorganismes impliqués dans la lutte biologique :

Les microorganismes peuvent exercer une activité antagoniste selon différents
meécanismes, un microorganisme donné peut exercer une activité antagoniste en utilisant

plusieurs mécanismes alafois (Edwards et Seddon, 1992).

111.3.2.1. Antibiose

L'antibiose est définie comme « I'inhibition d'un organisme par le produit métabolique
d'un autre organisme » (Cook et Baker, 1974). Les produits métaboliques sont de différentes
natures et sont classés en deux catégories selon leur volatilité (Composés volatils et

composeés non-volatils) (Fernando et al., 2006).

111.3.2.2.Compétition

La compétition consiste en « la consommation ou le contréle de I'accés & une ressource
comme les nutriments, I'espace ou tout autre facteur dont la disponibilité est limitée »
(Widden, 1994)

g
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111.3.2.3. Hyper parasitisme et production d’enzymes hydrolytiques

Certains microorganismes sont des hyperparasites et interviennent directement sur le
phytopathogene en le parasitant (Montesinos et al., 2009). Elles peuvent sécréter des
enzymes dégradant les parois cellulaires des agents pathogénes comme les protéases, les
chitinases et les glucanases (Woo et Lorito, 2007), ces dernieres sont d’une importance
majeure car la chitine et les -1,3-glucanes sont des composants majeurs de la paroi cellulaire
de plusieurs champignons (Sietsrna et Wessel, 1979).

111.3.2.4.Renforcement de la capacité défensive de la plante

Certaines bactéries bénéfiques notamment les PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) peuvent protéger les plantes d'une fagon indirecte par la stimulation de
mécanismes de défense inductibles dans la plante, ce qui peut rendre I"h6te beaucoup plus
résistant a |"agression future par des agents pathogenes. Ce phénoméne a éé nomme
«résistance systémique induite» (ISR, Induced Systemic Resistance) (Van Loon et al., 1998;
Pieterseet al., 2002).
111.3.2.5. Interférence avec le pouvoir pathogene

Les agents de protection biologique peuvent interférer avec les facteurs du pouvoir
pathogéne en inhibant ou dégradant certaines enzymes hydrolytiques (cutinases, pectinases,
etc.) ; une suppression de I’activité de ces enzymes est corrélée a une réduction importante de
lavirulence (Duffy et al., 2003 ; Harman et Shor esh, 2007).

111.3.2.6.Modification des propriétés de surface des plantes

Certains microorganismes possedent la capacité de changer les propriétés de surface
des feuilles des plantes en produisant des biosurfactants. Ceci a pour conséquence de géner le
processus d'attachement et de croissance des agents pathogenes sur les feuilles (Bunster et
al., 1989).

Malgré les avantages des agents hiologiques, le marché des biopesticides reste
toujours limité a cause de certaines contraintes : |"effet protecteur est parfois insuffisant par
rapport aux produits chimiques (Shishkoff et McGrath, 2002) ou n’est parfois pas constant,
dépendant notamment des conditions environnementales (la température, sol, humidité, la
plante héte, pH, etc...) qui peuvent influencer la survie, la mise en place et I'activité des
agents de lutte biologique (Larkin et Fravel, 2002; Mendoza Garcia et al., 2003;
Jacobsen, 2006). Il dépend aussi des facteurs liés au produit lui méme, a son mode
d'application, a sa rémanence, a sa compétence écologique et a son mécanisme d’action (Elad
et Stewart, 2004).
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|. Matériel biologique
I.1. Matériel fongique

Les deux souches de Botrytis cinerea éudiées sont BC1 et ALG66. Elles proviennent
de la collection du laboratoire de mycologie. Elles ont éé isolées par la technique monospore
(Tableau I11).
Tableau | 11: Souches de Botrytis cinerea étudiées

Souches Origine Année d’isolement
BC1 France 1989
AL G66 Algérie (Merdj Ouamen) 2007

|.2. Isolatsbactériens

Dans le but de rechercher des agents de lutte biologique contre Botrytis cinerea, 30
isolats bactériens ont été testés durant notre étude vis-avis des deux souches de Botrytis
cinerea (ALG66 et BC1).
Ces bactéries proviennent d’un isolement réalisé au sein du laboratoire de mycologie dans le

cadre des travaux de thése (en cours), leurs origines sont indiquées dans le Tableau V.

Tableau | V: Isolats bactériens testés

Souches Origine Endroit Année
d’isolement d’isolement

CSs2, CS1, CS7, CS9, Cs17 Tichy Plaie saine

M4, M6, M7, M9, M25, M32, M36, M42 Merd- ol

ouamen
2014
T18,T23,T29, T31, T33, T57, T75, T80, T83, T90 | Tichy sol
: Chancre traité par

CT22,CT3,CT6, CT8, CT9, CT12, CT20 Tichy le ol

|.3. Matériel végétal

Notre étude porte sur la plante de tomate Lycopersicon esculentum, la variéte utilisée
est « GF » c’est une variété hybride, cultivée sous abri au sein de I’exploitation agricole de
Tichy (BEJAIA).
Ces plantes ont éte élevées selon les mémes conditions que chez I’agriculteur (voir Annexe )
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La préparation des plantes s’est réalisée selon les étapes suivantes :

Semis: consiste a placer les graines de tomate dans des petits pots aprés les avoir
préalablement remplis de terre, puis les recouvrir de nouveau d’une fine couche de terre.
Une fois arrosés, les pots sont placés en condition favorable en serre.

Transfert : au bout de deux mois, les jeunes plantules sont récupérées et transférées dans le
sol sous serre.

Récupération des feuilles: deux mois suivant le transfert des plantules, les feuilles sont

récupérées a partir des jeunes plantes de tomates pour des tests ultérieurs (voir figure 3).

Récupération des feuilles de tomate

Figure 3: Préparation des plantes de tomates
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1. Méthodes

[1.1. Caractérisation bactérienne
L’identification des 30 isolats bactériens est établie en se basant sur des caractéres
morphologiques et biochimiques.

I1.1.1. Etude des car actér es mor phologiques
[1.1.1.1. Aspect macroscopique
Les colonies bactériennes sont examinées a I’eeil nu et sont décrites selon leurs

pigmentation, opacité, forme, taille et aspect de la surface.

11.1.1.2. Aspect microscopique

Pour déterminer I’aspect microscopique de nos isolats, lacoloration de Gram est
réalisée, celle ci permet de connaitre la forme, I’arrangement et la nature biochimique de la
paroi cellulaire des bactéries. Elle permet de séparer entre les bactéries Gram négatives
(colorées en rose) qui possedent une couche mince de peptidoglycane et qui sont décolorées
lors du lavage a I’éthanol, et les bactéries Gram positives (colorées en violet) possedent une
couche de peptidoglycane épaisse qui va retenir le colorant. La répartition selon le type de
Gram est un critere systématique important pour la classification des bactéries.
Parallélement, un test plus rapide est réalisé avec deux gouttes d’une solution d’hydroxyde de
potassum (KOH 3%) qui sont mises en contact avec une colonie bactérienne. La solution
devient visqueuse en présence de bactéries Gram négative et la réaction est considérée
positive si la viscosité est obtenue aprés 30 secondes (Brown, 2001)

11.1.2. Etude des car acteres biochimique
L’étude biochimique nous oriente sur le métabolisme suivi par |es microorganismes étudiés et
les enzymes qu’elles possedent.
11.1.2.1. Test de catalase

La catalase est une enzyme respiratoire qui catalyse lalibération de molécules d'eau et
d'oxygene a partir du peroxyde d'hydrogene (H,0,) selon laréaction :

2H,0, » O,+2H,0

Le test de détection de cette enzyme est révélé en déposant une colonie bactérienne sur une

lame propre et en goutant une ou deux gouttes de solution de peroxyde d'hydrogene. La
réaction positive se traduit par un dégagement immeédiat de bulles de gaz (effervescence)
(Marchal et al., 1991).

5,
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11.1.2.2. Test d’oxydase

Ce test permet de mettre en évidence la présence de I’enzyme cytochrome oxydase.
Le N-méthyle paraphényléne diamine (PDA) est utilise comme réactif imprégné sur des
disques d’oxydase. Une colonie bactérienne y’est déposée avec une pipette pasteur. Une
réaction positive se traduit par I’apparition d’une tache violette au bout de 30 secondes
(Marchal et al., 1991)

[1.1.2.3. Milieu Clark et Lubs

Ce milieu permet I’étude des produits de fermentation du glucose. Il permet une
différenciation entre la voie des « acides mixtes » mise en évidence par le test RM (Rouge de
Méthyl) et la voie «acétoine» mise en évidence par le test VP (Voges- Proskauer). La
réalisation du test se fait en ensemencant deux tubes contenant 5ml de milieu Clark et Lubs.
Apres incubation a 30°C/18 a 48h, deux gouttes des réactifs VP1 et VP2 sont goutées dans
I’un des tubes et deux gouttes du réactifs RM dans I’autre.
Une réaction positive est révélée par une coloration rouge du milieu pour les deux tests (VP et
RM) (Marchal et al., 1991).

[1.1.2.4. Milieu Mannitol-mobilité

Ce test permet I’étude de la mobilité bactérienne et de la dégradation du mannitol. Les
isolats étudiés sont ensemencés dans ce milieu par piqre centrale, puis incubés a 30°C
pendant 24h. Le virage au jaune du milieu indique son acidification due a la fermentation du
mannitol, tandis qu’une diffusion dans la gélose indique la mobilité des bactéries (M ar chal et
al., 1991).

[1.1.2.5. Utilisation des sucres

La dégradation des sucres (glucose, lactose et saccharose) ainsi que la production H2S
et de gaz sont recherchées sur milieu TSI (Triple Sugar Iron) en ensemencant abondamment
la surface par des stries, le culot est inoculé par ssimple piqure centrale avant de mettre a
I’étuve pendant 24h a 30°C. Une réaction positive des sucres se traduit par un virage du
milieu vers une coloration jaune, tandis que la production de gaz est révélée par un
craguement de gélose et la production d’H,S par la formation d’une coloration noire.
(Marchal et al., 1991).
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[1.1.2.6. Production d’indole

Un tube contenant le milieu eau peptonée exempte d’indole est inoculé par la culture
bactérienne, apres incubation a4 30°C pendant 24h a 48 h, deux gouttes du réactif de Kovacs
sont ajoutées au milieu. L’apparition d’un anneau rouge indique une réaction d’indole positive
(Marchal et al., 1991).

[1.2. Evaluation de I’effet antagonistein vitro desisolats bactériens
I1.2.1. Effet sur la croissance mycélienne par confrontation direct

La méthode utilisée est préconisée par Petatédn-Sagahon et al (2011). A I’aide d’un
emporte piece des disques mycéliens de 5 mm de diametre sont coupés a partir d’une culture
de B.cinerea ageée de trois jours, ces disques sont par la suite placés au centre des boites de
Pétri stériles préalablement coulées par la gélose PDA (Potato Dextrose Agar) (Annexe 1), de
méme, trois disques bactériens de 5 mm de diamétre sont placés a une distance de 2.5 cm du
disque mycélien. Des témoins ne contenant que le champignon cible sont réalises en parallele
et selon les mémes conditions. L’ensemble des boites sont incubées a une température de 21°
C pendant 4 jours (Figure 4).
L’évolution de la croissance mycélienne est suivie et mesurée quotidiennement en
comparai son avec les témoins.
Le pourcentage de I’inhibition de la croissance mycélienne (PGI%) est calculé selon la
formule décrite par Whipps (1987):

PGI1% = (R1-Ry) /Ry x 100
R1 : Rayon du mycélium du champignon cible dans |a boite témoin.

R2 : Rayon du mycélium du champignon cible en présence de I’antagoniste.

Champignon pathogéne Isolat bactérien

Figure 4. Test de confrontation direct in vitro
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[1.2.1.2. Effet sur la croissance mycélienne par confrontation a distance

L’évaluation de la production des substances volatiles par les bactéries est étudiée en
se basant sur la méthode décrite par Jamalizadeh et al (2008); elle consiste a repiquer
I’antagoniste et le pathogene dans deux boites séparées contenant du milieu PDA;
un assemblage est ensuite réalisé par superposition des deux boites (Figure 5).
La jonction entre les deux boites est assurée par des couches de parafilm afin d’éviter toute
déperdition des substances volatiles.
Letémoin est formé par superposition de deux boites, celle du haut contenant une pastille de
Champignon alors que celle du bas ne contient que le milieu PDA.
Apresincubation a21°C, le suivi de la croissance mycélienne est réalisé en comparai son avec
le témoin.
La lecture des résultats s’effectue en calculant le pourcentage de I’inhibition de la croissance

mycélienne selon laformule suivante :
n=(a-b)/ax 100
N= Le pourcentage d’inhibition de la croissance.
a= Diamétre du mycélium du champignon en absence de I’antagoniste.
b= Diamétre du mycélium du champignon en présence de I’antagoniste.

Champignon pathogéne Bactérie antagoniste

\ / Champignon pathogéne
Bactérie antagoniste
—
\ «—t+—  Parafilm

Figure5: Test de confrontation a distancein vitro

&
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[1.2.3. Détermination de I’activité chitinasique

La chitine est un constituant important de la paroi cellulaire des champignons, €elle
entoure et protége les cellules fongiques. De ce fait, I’activité chitinasique des 30 isolats
bactériens est évaluée en utilisant un milieu de culture a base de chitine (Annexe 11). Le
milieu est ensemenceé par la méthode des disques (Figure 6).
Trois répétitions sont réalisées pour chaque isolat. Les boites sont incubées a 30°C pendant 7
jours au minimum. L’activité chitinasique se manifeste par un halo transparent autour des
disques (Kopecny et al., 1996).

Isolats bactériens Halo transparent

—_@— @

Incubation a 30°C

Figure 6 : Test de determination de I’activité chitinasique

[1.3. Evaluation de I’effet antagonistein vivo desisolats bactériens

Ce test a pour objectif d’évaluer I’activité antagoniste in vivo des 30 isolats vis-avis
Botrytis cinerea en utilisant les feuilles de tomate. Le protocole appliqué dans cette éude a
été fourni par I’INRA Avignon France (Figure 7).
Des feuilles de tomates de taille homogene, sont prélevées sur des plantes agées de 4 mois,
puis déposees a raison de 4 feuilles par isolat dans des boites en plastique transparentes,
tapissées au préalable avec du papier absorbant imbibé d’eau distillée. Une suspension
bactérienne &gée de 24 h et gjustée a 10° UFC/m, est par la suite, pulvérisée & I’aide d’un
pulvérisateur sur les feuilles de tomate puis laissée sechée pendant 30 460 min.
Des implants mycéliens, de 5 mm de diamétre, sont prélevés a partir d’une culture de
B.cinerea agée de trois jours. 1ls sont déposés au centre de chaque foliole (1disque par foliole)
en veillant a ce que le mycélium soit en contact avec le tissu végétal.
Un témoin en absence d’antagonistes est réalisé. Une fois les boites fermées avec leurs
couvercles, elles sont placées a 21°C pendant 4 jours.
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A partir de 24h suivant I’inoculation, chaque boite est photographiée quotidiennementafin
d’observer I’évolution des lésions causées par le champignon. La surface en mm? des lésions
est déterminée avec lelogiciel ASSESS (Annexe l11).

Les résultats obtenus ont éé convertis vers la fin en PGI% pour pouvoir les comparer avec
ceux obtenus dans le test in vitro (Annexe V).

Surface de 1ésion du témoin — Surface de 1ésion du l'isolat
Surface de lésion du témoin

PGI% =

100

Papier absorbant

humidifié
i w
Suspension bactérienne
= 108 UFC/ml
Séchage 30 a 60 min
Disque _
mycelien ! ¢

1
i

Champignon
pathogéne

Incubation a 21 °C /4 jours

|

Prise de photos

!

Détermination des surfaces des lésions avec le
logiciel ASSESS

Figure 7: Test d’antagonisme in vivo
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I1.4. Analyse statistique

Les résultats obtenus ont été analysés avec le logiciel XLSTAT version 2009. Les
mesures qui ont été reproduites trois fois (in vitro) et quatre fois (in vivo) sont présentées sous
forme de moyenne + écart-type (Annexe V).

Dans le but d’evaluer I’efficacité «in vitro» et «in vivo» des isolats éudiés, les
méthodes statistiques utilisées sont I’analyse de la variance et le test SNK (Newman et keuls).
Tous ces tests sont réalisés avec un intervalle de confiance de 95%. Une probabilité de p

inférieur a 0.05 a été adoptée comme critére de différences significatives.

&
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|. Résultats dela caractérisation desisolats bactériens

I.1. Résultats de I’étude macroscopique et microscopique

L’observation de I’aspect cultural et morphologique des colonies des 30 isolats est

réalisée sur milieu GN (Gélose Nutritive) aprés 24h a 48h d’incubation (Annexe l1).

Les résultats de I’étude macroscopique et microscopique obtenus sont rassemblés dans le

tableau, ci-aprés

Tableau V: Resultats de I’etude macroscopique et microscopique

Aspect microscopigue Aspect microscopique
I solats Aspect cultural I solats Aspect cultural
G Forme Sp G Forme Sp
Ronde, ) )
o . . Translucide, brillante et . .
M4 tranglucide, lisse et - | micrococcie = T31 i micrococcie
isse
réguliére
Coloniebeige, lisse
Ronde, translucide, lisse et . . o .
M6 R - | micrococcie = T75 réguliére |égérement Bacille A
réguliére 5
bombée
Blanche, rugueuse et ) Ronde, petite, orange et o
M9 R Ay Bacille + Cs7 . Cocci fin
irréguliere lisse
Blanche, rugueuse et ) Translucide, brillante et .
M25 R Ay Bacille + T33 . Cocobecille
irréguliere lisse
o ) ) Ronde, opaque, blanche )
M42 Ronde, petite, lisseet plate | + | Petit Bacille + M32 . Bacille
et brillante
Blanche, opague et ) Petite, beige, lisse et .
T18 R + | Grosbecille + Cs17 L Cocci
irréguliere réguliére
petite, couleur créme, ) ) ) )
T57 L + Bacille + T83 Jaune, brillante et lisse Cocci
irréguliere
Ronde, couleur jaune, lisse . . . . . .
T80 L s Petit bacille = M7 Beige, brillante et lisse Cocci
et réguliere
Creme, lisse, brillante
Blanche, opaque et . . . . .
T90 R Ay Bacille + CT3 avec pigmentation verte Petit bacille
irréguliére
sur GN
. _ ) ) _ Ronde, petite, jaune et )
CT20 Petite, translucide et lisse | - Petit bacille = Cs1 i Cocci
isse
. ) ) Blanche, rugueuse et )
CT22 Blanche, opaque et lisse + | micrococcie = CT6 R, Bacille
irréguliere
Ronde, blanche, plate et ) Blanche, rugueuse et )
CT12 Ay Bacille + CS2 . . Gros bacille A
opaque irréguliere
Ronde, orange, réguliere et ) _ Blanche, rugueuse et )
CT8 . 5 Petit bacille = CS9 . . Bacille
lisse irréguliere
Ronde, jaune, réguliere et Blanche, opague et
CT9 ) . “ Ay Bacille + T23 . Paq Bacille A
lisse irréguliere
Blanche, opague et
M36 Colonie rhizoide + Bacille + T29 L Bacille +
irréguliere
+: Présence/ - : Absence/ Sp : spore/ G : Gram

=
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L’etude microscopique réalisée apres coloration de Gram, a permis de constater que la
majorité des isolats se présentent sous forme de bétonnets de taille variable (fins, moyens et
gros) a Gram positif, sporulés.
|.2. Résultats destests biochimiques

Les résultats des tests biochimiques effectués sur les isolats sont regroupés dans le
tableau V1.

Tableau VI : Résultats des tests biochimiques des isolats bactériens

Isolats Mob Cat Ox Ind VP RM | Man Glu Lac | HS | Gaz Sac
M4 - + - = + - + + + = + ND
M6 + + - - + - + + - - + ND
M9 = + + = = + + + - - - ND
M25 = + 3 = = + = + = = = ND
M42 - - - - - - - + + = = ND
T18 + - - - - - + + + - - ND
T57 - - + - - - + - - - - ND
T80 - A + - - - - - - - - ND
T90 + = 3 = = = = = = = = ND
CT20 - A + - - - - - - - - ND
CT22 - + - - + - + + + - - ND
CT12 + + + - - + + + - - - ND
CT8 + + = = = = = + 3 = = ND
CT9 + + + - - - - + - - - ND
M36 + - - - - + - + + - - +
T31 + + - - + - + + + - + +
T75 + - - - - - + - - - - =
CS7 + - - - - - - + + - - +
T33 - + + — + - + + + - - +
M32 + + + = = + = = = - = =
CS17 + + - — — + + + + - — +
T83 - + 3 - - - - - - = = =
M7 - + - - + - + + + - + +
CT3 - + + - - - - - - - - -
Cs1 - + - - - - - - - - - -
CT6 + + + - - + - + + - - +
CS2 + - + - - + - + + - - +
CS9 + - + - - + - + + - - +
T23 + + - - - - - - - - - -
T29 + = 3 = = = = = = = = =

Mob : Mohiltit¢/ Cat: Catalase/ Ox: Oxydase/ Ind: Indole/Man: Mannitol/Glu: Glucose/Lac: Lactose
Sac : Saccharose/ ND : non déterminé
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v Lesisolats: CT22, CS17, T31 et CS1 sont des cocci Gram positive, catalase positive.
D’apreés les résultats des tests biochimiques et en les comparant avec ceux établis par
Avril et al (1992) et Khelil et al (2014). Il est probable que ces souches
correspondent au genre Micrococcus. Les bactéries du genre Micrococcus sont
des coques Gram positives, Elles sont généralement immobiles, asporulées, catalase
positive et oxydase variable (Holt et al., 1994 ; Khelil et al., 2014).

v' Lesisolats: M9, M25, M42, T18, T57, T90, CT12, CT9, M36, T75, CS2, T23 et
T29 se présentent sous la forme de batonnets de taille variable (fins, moyens et gros),
gporulés. Selon les observations décrites dans la littérature, ces isolats peuvent étre
affilés au genre Bacillus (Avril et al., 1992). L’isolat M36 donne des colonies
rhyzoidales, ce qui caractérise I’espéce Bacillus mycoides (Goodwin et al., 1994,
Wintzingerode et al., 1997).

v' Lesisolats: M4, M6, T83, M7 sont apparentés ala famille des Entérobactériaceae, ils
présentent les caractéristiques suivantes : une forme bacillaire, Gram négatif, catalase
positive (Madigan et Martinko, 2007).

v Lesisolats: T80, CT20, CT3, CT8, M32, CS9 et CT6 peuvent étre affilés au genre
Pseudomonas. Ce sont des bactéries Gram négative en forme de bacilles, oxydase
positive (Delarra, 2007). L’isolat CT3 se caractérise par la production d’un pigment
qui colore le milieu en jaune verdéatre, la mise en évidence de ce dernier sur le milieu
King B a permis de montrer qu’il s’agit de pyoverdine, ce pigment est caractéristique
de quelques especes regroupeées sous le nom de Pseudomonas fluorescents (Paller oni
et al., 1992).

v L’isolat T33 peut étre affilé au genre Acinetobacter, c’est un coccobacille immobile
(catalase positive, oxydase positive) en raison de I’aspect de ses colonies et de la
forme de ces cellules qui sont des coccobacilles groupés par deux ou parfois en
chaines de longueur variable (Lothorlary, 1995 ; Delarra, 2007 ; Trotel-Aziz et al.,
2008).

Tableau VI1I: Résultats de I’identification des isolats bactériens

Bacillus M9, M25, M42, T18, T57, T90, CT12, CT9, M36, T75, CS2, T23, T29
Pseudomonas T80, CT20, CT3, M32, CS9, CT6, CT8

Entérobactériaceae | M4, M6, T83, M7

Micrococcus CT22,CS17,T31, CS1

Acinetobacter T33

Non déter miné CSs7
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Ces résultats restent préliminaires et nécessitent d’autres études plus approfondies
pour la caractérisation desisolats.

On constate que la majorité des isolats sélectionnés pour étudier leur capacité
antagoniste envers Botrytis cinerea appartiennent aux groupes de Bacillus et Pseudomonas.
Durant les derniéres décennies, de nombreuses éudes ont montré I’intérét potentiel des
bactéries de ces deux genres en tant qu’agents de lutte biologique contre les pathogénes
responsables de maladies de plantes notamment contre la pourriture grise causée par Botrytis
cinerea (Haas et Defago, 2005 ; Killani et al., 2011).

[1. Evaluation de I’effet antagonistein vitro desisolats bactériens
[1.1. Effet sur lacroissance mycélienne par confrontation direct
[1.1.1. Effet sur la croissance mycélienne d’ALG66

L’analyse statistigue montre une différence significative (p<0,05) au niveau des
activités antagonistes des isolats bactériens. Sur les 30 isolats testés, 24 isolats ont montré un
effet antagoniste contre la souche ALG66. Les isolats bactériens (M4, M6, T18, T29, T90,
T23, M9, CT3) ont été les plus actifs avec des PGI% supérieurs a 51%. L’activité antagoniste
desisolats (M25, CT12, M7, T75, CT20, CT8, T83, CT22, M36, CS2, T33, T31, CS9, T57,
M42, CT9) a été moins importante avec des PGI1% allant de 27,778 + 17, 22 % a49,519+ 2,4
%. L’activité est toutefois négligeable pour les isolats T80 et CT6 (PG1% de 4,63% et 4,06
+3,72 % respectivement).
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Figure 8: Effet in vitro desisolats bactériens sur la croissance mycélienne d’ALG66

PGI% : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne
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[1.1.2. Effet sur la croissance mycéliennede BC1

La comparaison des PGI% par le test Newman Keuls (SNK) montre une différence
significative (p<0,05) au niveau des activités antagonistes des isolats bactériens envers BCL.
Sur les 30 isolats testés, 28 isolats ont montré un effet antagoniste contre la souche BC1. Les
isolats bactériens (T29, M6, M4, T90, T23, T18, M9, CT3, CT9 et CT6) ont été les plus actifs
avec des PGI% supérieurs a 50%. L activité antagoniste des isolats (T83, M25, T75, T31, M7,
T33, CT22, CT20, CT8, CT12, M36, T57, M42, CS9) a été moins favorable avec des PGI1%
alant de 20,713+8,25% a 49,23%. L’activité est toutefois faible pour les isolats T80, CS7,
CS2 et CS1 avec des PGl % variant de 9,34% a 17,88+7,83% et négligeable pour M32 avec un

PGI% de 1,52+1,82%.
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Figure 9: Effet in vitro des isolats bactériens sur la croissance mycélienne de BC1

[1.1.3. Comparaison de I’effet des isolats bactériens sur la croissance mycélienne des
deux souches fongiques

Pour comparer entre les résultats obtenus sur les deux souches fongiques, on a utilisé
le test ANOVA adeux facteurs. Les analyses statistiques (Tableau VIII) ne révélent aucune
différence significative au seuil de 5% entre la sensibilité des deux souches fongiques a I’effet
des isolats bactériens (P=0,139). Une différence significative au niveau des activités

E
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antagonistes des isolats bactériens a été constatée (P < 0,0001), les isolats sont classés en

différents groupes selon leurs activités (Annexe 1V, Tableau I).

Tableau VIII: Résultats de test ANOVA adeux facteurs

Source Degré de liberté | Somme des carrés | Moyenne des carrés F Pr>F
Isolats 29 68803,135 2372,522| 31,393| <0,0001
champignon 1 167,475 167,475 2,216 0,139

Les effets antagonistes des isolats sont presque de méme ordre a I’exception des
isolats (CS1 et CS7) qui manifestent une faible action sur BC1l (PGI% de 9,34%,
15,31+4,12% respectivement) et une activité nulle sur ALG66, et des isolats (T80, CT6 et
CT9) qui donnent un faible effet sur ALG66 (PGI% de 4,63%, 4,06+3,72%, 27,778+17,22%
respectivement) et une activité plus au moins marquée a I’encontre de BC1 (PGI% de
17,88+7,83%, 50,793+1,37%, 57,423+2,61% respectivement). Inversement I’effet antagoniste
des isolats CS2 et CS9 a été meilleur a I’égard de la souche ALG66 (PGI1% de 42,403% et de
38,918+3,02% respectivement) et faible a I’encontre de BC1 (PGI1% de 14,18+22,85% et de
20,713+8,25%).

L’isolat CS17 n’a montré aucun effet sur les deux souches fongiques. Par ailleurs, les isolats
(M4, M6, T18, T29, T90, T23, M9 et CT3) se sont montré les plus actifs sur les deux souches

de B. cinerea avec des PGl % supérieurs a 51%.
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Figure 10: Etude comparative de I’effet antagoniste in vitro sur ALG66 et BC1
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La magjorité des isolats qui présentent des effets antagonistes les plus marqués a
I’égard des deux souches fongiques appartient au genre Bacillus.
Wang et al. (2009) ont démontré I’efficacité in vitro de certaines bactéries contre B.cinerea ;
I’isolat EB-28 identifié en tant que Bacillus subtilis a donné la meilleure activité antagoniste a

I’encontre de la souche fongique avec un PG1% de 70,05%.

Les mécanismes d’inhibition observés n’étaient pas caractérisés dans notre étude, mais
plusieurs travaux ont suggéré que les effets inhibiteurs des microorganismes a effet
antagoniste pourraient étre dus a la production de certains composés diffusibles tels que les
antibiotiques (Chaurasia et al., 2005). En outre, des études précédentes ont indiqué que
Bacillus spp produit des polypeptides et des antibiotiques. Cela permet de supposer que ces
derniers peuvent étre responsables de I’inhibition in vitro de la croissance mycélienne de
Botrytiscinerea (Kim et al., 2008).

La sécrétion de substances antibiotiques par les microorganismes est un phénomeéne
fréquent. Certains métabolites sont capables d’interférer avec la germination, la croissance
mycélienne et/ou la sporulation des agents phytopathogénes. D’autres provoquent la
distorsion des hyphes fongiques, modifiant I’aspect des colonies ou entrainant le relargage de
composes cellulaires suite a la perturbation de la perméabilité membranaire. L’antibiose est le
mode d’action le plus étudié chez les agents de lutte biologique ; ceci est lié a I’adoption
fréquente de protocoles de sélection in vitro de souches antagonistes qui favorisent ce

meécanisme et ala simplicité expérimentale de telles études ( L epoivr e, 2003).

I1.2. Effet sur la croissance mycéienne par confrontation a distance
I1.2.1. Effet sur la croissance mycélienne d’ALG66

Sur les 30 isolats bactériens, 17 ont montré un effet antagoniste contre la souche
ALG66; M6 et M4 se sont avérés les plus actifs avec un pourcentage d’inhibition de
croissance (PGI%) supérieure a 50 %. Le reste des isolats a montré une inhibition moyenne et

parfoisfaible (Figure 11).

&



Résultats et discussions

PGI%

Figure 11: Effet des substances volatiles sur ALG66

I1.2.2. Effet sur la croissance mycélienne de BC1

Sur les 30 isolats bactériens, 8 ont montré un effet antagoniste contre la souche BC1,;

mais il est bien clair que I’effet des deux isolats T33 et CT12 est le plus important avec des
PGI% de 50% et 40,85% respectivement. Par ailleurs, les isolats (T31, CT9, M6, M25, T90,
CS7) apparaissent moins actifs avec des PGI% variant de 29,76% a 4,76%.
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Figure 12: Effet des substances volatiles sur BC1

E




Résultats et discussions

[1.2.3. Comparaison de I’effet des composés volatiles sur la croissance mycélienne sur les
deux souches fongiques

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que les isolats (T83, T80, M32, M 36,
M9, M42, CT20, CT22, CS9, CT8, CS17) se sont montrés inactifs sur les deux souches de B.
cinerea, ceci est peut étre da a I’incapacité de ces derniers a produire des substances volatiles
a effet antagoniste. Par ailleurs, les isolats (T90, M25, M6, CT9, CT12, T33) se sont avérées
actifs sur les deux souches mais avec des PGI% différents.
Lesisolats (T18, T29, T23, T57, M7, M4, CT3, CT6, CS2) se sont montrés actifs sur ALG66
et inactifs sur BC1 a I’inverse des isolats (CS7, T31) qui sont actifs sur ALG66 et inactifs sur
BC1.
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Figure 13: Etude comparative de I’effet des substances volatiles sur ALG66 et BC1

D’aprés les résultats obtenus, il apparait que les isolats inhibent la croissance
mycélienne des deux souches fongiques (ALG66 et BC1) avec des degrés de sensibilité
différents. Les différences du pouvoir inhibiteur de nos isolats pourraient étre liées a la
nature, la quantité et le mode d’action des substances volatiles secrétées.

Les composes volatiles sont des substances a faible poids moléculaire et qui
s’évaporent facilement a température et a pression normales. La production de ces derniers
par les microorganismes est alafois complexe et dynamique (Wang et al., 2013).

Les composeés volatiles sont produits par un grand nombre de bactéries et jouent un
réle tres important dans le biocontréle (Fiddaman et Rossall, 1993, Kai et al., 2009). Il aété

démontré que ces composes (y compris des alcools, cétones, aldéhydes, éthers, esters, terpéene,
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dérivés terpéniques) peuvent influencer la croissance des champignons (Alstrom, 2001 ;
Wheatley, 2002 ; Schalchli et al., 2011).

Jamalizadeh et al (2008) ont montré que la croissance de deux isolats de Botrytis mali
(agent de la pourriture grise de la pomme) exposeé aux substances volatiles de Bacillus
licheniformis (EN74-1) est réduite par rapport au témoin non expose, les PGI% obtenus
étaient entre 28,4% et 33,8%. Une autre étude réalisée par Mikani et a (2008) a montré aussi
gue les substances volatiles produites par Pseudomenas flurescens ont un effet sur la
croissance de Botrytis mali avec des PGI% variant de 52% a 97%.
Arrebola et al. (2010) ont annoncé dans leur éude que Bacillus subtilis et Bacillus
amyloliquefaciens pourraient également produire des composants volatil es antifongiques.

L’inhibition de la croissance mycélienne par les différents isolats antagonistes se fait
de maniéere plus ou moins intense selon I’isolat testé et le mode d’action étudié. Ainsi, certains
isolats sont plus actifs via la libération des substances volatiles que diffusibles et vice versa.
On peut supposer que certaines molécules émises par nos isolats auraient une action
préliminaire ayant pour effet d’affaiblir le pathogéne cible préparant la mise en ceuvre
d’autres mécanismes.
Toutefois, en raison de la non répétition du test, ces résultats doivent étre considérés avec
prudence.
I1.3. Détermination de I’activité chitinasique

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que la totalité des isolats se sont
montrés chitinase négatifs a I’exception de CT3, CT22 et M32. L’activite chitinasique de
I’isolat CT3 s’est avérée la plus importante. Par ailleurs, les deux autres apparaissent moins
actives. Cette différence suggére que les chitinases produites par les trois isolats n’ont pas la

méme efficacité (tableau 1X).

Tableau I X: Résultats de I’activité chitinasique

| solats Chitinase

T29, T18, T23, T90, M9, M25, M4, M6, CT6, CT12, CT8, CT20, T75, TS/, M7, =
T80, CS7, CS17,CS1, T31, CT9, T33, CS2, CS9, M42, T83, M36

CT3 +++
CT22 ++
M32 +

+++ : Forte activité /++: Moyenne/+ : Faible/- : absence d’activité




Figure 14: L’activité chitinasique de certains isolats

Les chitinases se divisent en trois groupes soit, les f (1,4) N-acetylglucosaminidases,
les endochitinases et les exochitinases (Kullnig et al., 2000; Lorito et al., 1994; Viterbo,
2002). Les chitinases bactériennes sont souvent des exochitinases de masse moléculaire
élevée qui semblent étre secrétées dans les écosystemes pour assurer le catabolisme de la
chitine, ce dernier est présent dans la cuticule des insectes et dans les parois de la plupart des
champignons (Asselin, 1993).

Les bactéries chitinolytiques les mieux connues proviennent des especes d'Aeromonas,
Bacillus, Chromobacterium, Myxobacter , Vibrio, Pseudomonas et de Flavobacterium
(Asselin, 1993 ; Bennett et Hood, 1980 ; Faure-Reynaud, 1981). D’aprés Quecine et al.
(2008), la quasi-totalité des souches de Bacillus sp. sont connues par une activité chitinasique
positive.

Les microorganismes producteurs de chitinases sont qualifiés comme agents de biocontréle
contre plusieurs maladies fongiques des plantes. Un géne codant pour une chitinase du
Serratia marcescens a été évalué pour une forme de lutte biologique envers certains

champignons phytopathogenes (Asselin, 1993).

A I’issue des resultats in vitro, il parait que les bactéries isolées pour leur antagonisme
a I’encontre de Botrytis cinerea ne montrent pas des activités inhibitrices et des modes
d’action similaires. Compte-tenu de la diversité des molécules produites par les bactéries,
I’activité antagoniste semble résulter d’une combinaison de plusieurs modes d’action,
impliquant différentes cibles cellulaires.
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[11. Evaluation de I’effet antagoniste in vivo desisolats bactériens
Pour comparer les résultats obtenus de I’activité antagoniste in vivo des isolats
bactériens a I’égard d’ALG66, on a utilisé le test de Newman Keuls (SNK) (Figure 15).
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Figure 15: Effet antagonistein vivo desisolats bactériens sur ALG66

Parmi les 30 isolats, 23 isolats présentent une différence significative en les comparant
avec le témoin (p<0,05) ; ces isolats ont donc un effet antagoniste sur le champignon. Les
isolats (T80, CT20, M25) se sont avérés les plus efficaces avec des surfaces de lésions
inférieurs & celle du témoin (27,185+ 3,31 mm? 30,112+ 12,38 mm?, 34,38+ 8,51 mm?’
respectivement). Par ailleurs, les surfaces de |ésions obtenues en présence des isolats (CS2,
CS17, CT12, M32, T33, CT9 et M42) sont de méme ordre que le témoin. On constate donc

31
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que ces isolats n’ont pas d’effet antagoniste a I’encontre de champignon et ne présentent
aucune différence significative (P>0,05) en les comparant avec ce dernier.

Les isolats restants ont montré des effets antagonistes plus au moins marqués ; les surfaces de
lésions générées en présence de ces derniers varient entre 81,985+4245524 mm? et
310,128+63,56733 mm-.

La différence entre les surfaces de |ésions obtenues apres I’application des différents
isolats, peut étre expliquée par les modes d’action différents de ces derniers, les bactéries qui
sont taxonomiquement différentes ne réagissent pas de la méme maniére en les combinant
avec B. cinerea.

L’intensité des symptdémes de B.cinerea sur feuilles de haricot est réduite en présence

de la souche T39 de Trichoderma, La réduction du développement du parasite ne s’observant
qu’au cours du second jour d’incubation. Ce retard s’expliquerait par la production réduite des
enzymes fongiques qui dégradent |a pectine (Iepoivre, 2003).
On suppose que les isolats bactériens affectent les facteurs de pathogénicité de I’agent
pathogéne et/ou stimulent la résistance de I’hdte, ce qui réduit les symptémes causés par ce
dernier. L activité antagoniste est peut étre due aussi au phénomene de compétition contre les
isolats et le champignon (compétition pour les nutriments et/ou pour I’espace).

Beaucoup de travaux ont éudié le potentiel des bactéries antagonistes a I’encontre de
B. cinerea et ce dans une large gamme de cultures fruitiéres, y compris les tomates, les
fraises, les pommes et les poires. Certaines bactéries telles que: Bacillus
circulans, Brevibacillus brevis, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens et  Serratia
liquefaciens ont montré un effet antagoniste contre B.cinerea sur lestissus deraisin (Elmer et
al., 2006).

Wang et al (2009) ont étudié I’activité antagoniste de certaines bactéries contre B.cinerea sur
foliole de tomate détachées. EB-28 identifiée comme Bacillus subtilis s’est montré la plus
active avec un PGl % de 52,4%.

Trotel-Aziz et al.2008 ont montré que 26 isolats parmi 282 isolats bactériens testés ont réduit
effectivement le développement de B. cinerea sur des feuilles de vigne. Dans la plupart des

cas, les réductions de diametre des |ésions nécrotiques ont varié de 61 a 87%.

|
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V. Comparaison entre I’activité antagoniste in vitro et in vivo

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que I’effet antagoniste in vitro n’est pas
traduit dans I’étude in vivo. Les isolats (T80, CT20, M25, CS9, T18, M36, M9, CS1, T57,
CS7, CT6, CS17, M32) se sont montrés plus actifs dans I’étude in vivo a I’inverse des isolats
(T90, T29, T23, M6, M7, CS2, CT12, M42, T33, CT9) qui manifestent un effet antagoniste
plus favorable dans I’étude in vitro.
Les effets antagonistes des isolats (CT22, T31, CT8, T83, T75, CT3) sont presque de méme

ordre que soit in vivo ou in vitro.
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Figure 16: Etude comparative de I’effet antagoniste in vitro et in vivo des isolats bactériens
visavisd’ALG66

Wang et al (2009) ont montré I’efficacité de certaines bactéries notamment Bacillus
subtilis contre B.cinerea, mais les résultats obtenus dans I’étude in vitro (sur milieu de
culture) ont été différents de ceux obtenus dans le test in vivo (sur feuilles de tomate

détachées).

Ce manque de concordance entre les activités antagonistes exprimées in vitro et celles
observeées in vivo est tres fréquent, I’antagonisme in vitro étant influencé par un ensemble de
facteurs propres a cette méthodologie. Ainsi, la sélection in vitro de bactéries antagonistes vis-
avis de Agrobacterium vitis est influencée par de nombreux paramétres: la souche du
pathogene, la souche antagoniste, les conditions préalables de croissance des pathogenes et
antagonistes (température d’incubation, pH du milieu de culture) et enfin les milieux de

culture utilisés pour la révélation de I’antagonisme. La sélection in vitro privilégie I’antibiose
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comme mode d’action de la protection biologique, alors que d’autres mécanismes de
protection qui ne s’expriment pas in vitro (compétition, stimulation des mécanismes de
résistance de la plante, etc) peuvent jouer un réle significatif in vivo (L epoivre, 2003).
L'utilisation de tout agent de lutte biologique est fondée sur une bonne connaissance des
processus mis en jeu par ce dernier lors de son activité antagoniste, cette derniere est en
généra la résultante d'un ensemble de mécanismes dont les principaux sont la compétition
pour les nutriments et I'espace, |'antibiose et le mycoparasitisme. La compétition est le mode
d'action le plus important dans la relation antagoniste mais son impact est difficile a
guantifier. Cette difficulté est liée a la nature des relations qui existent entre les différents
mécanismes d'antagonisme qui peuvent agir en synergie ou séparément. En effet, il est
difficile de dissocier |'effet de la compétition de celui de L'antibiose (Hmouni et al., 1999).
Les isolats testés ont montré que différents genres de bactéries, pourraient étre utilises
dans la lutte biologique contre B.cinerea. Leur potentiel en tant qu'agents de lutte biologique

sembl e étre intéressant.
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Botrytis cinerea est un agent phytopathogene connu par I’importance des dégéts
économiques qu’il occasionne, sa polyphagie, sa variabilité génétique et le développement
rapide de souches résistantes aux fongicides. L’ application de certains agents antagonistes,
utilisés comme moyen de lutte biologique, a permis de réduire le potentiel d’infection de ce
pathogene sur plusieurs plantes hotes. L utilisation de ces derniers en tant que biopesticides
est une technologie émergente, écologiquement compatible et considérée comme une

alternative prometteuse aux pesticides chimiques.

La présente etude nous a permis d’évaluer I’activité antagoniste de certaines bactéries
vis-a-vis de deux souches de B.cinerea a travers un screening qui a porté sur 30 isolats.
L identification préliminaire de ces isolats a montré que la majorité appartient aux groupes de

Bacillus et Pseudomonas.

La méthode de confrontation directe a été utilisée pour évaluer I’effet des isolats sur la
croissance mycélienne des deux souches fongiques, les isolats ont donné des activités
variables, plus au moins marquées avec un effet plus prononcé par les isolats M4, M6 et T29.
D’autre part, la méthode de confrontation a distance a montré que 6 isolats (T33, CT12, CT9,
M6, M25 et T90) pouvaient produire des substances volatiles contre les deux souches de

B.cinerea.

Les résultats de I’activité chitinasique ont révélé que seuls les isolats: CT3, CT22 et

M 32 étaient chitinase positive.

Les résultats du test d’antagonisme in vivo utilisé pour évaluer I’effet des isolats a
I’égard de la souche fongique ALG66 ont montré une réponse variable des isolats. Dans cette
étude, les isolats (T80, CT20, M25) se sont aveérés les plus efficaces. Ces résultats, laissent
supposer pour certains cas, lanon concordance entre les tests menés in vitro et ceux réalisésin
Vivo et nous pousse a rester vigilants concernant les procédés de screening utilisés pour la

recherche des agents de | utte biologique.

Les isolats testés ont montré que différents genres de bactéries, pourraient étre utilisés
dans la lutte biologique contre B.cinerea. Ces résultats préliminaires obtenus s’avéerent donc
prometteurs et permettent d’envisager une éventuelle application de ces isolats comme agent
de lutte biologique contre Botrytis cinerea et congtituerait une alternative a I’usage des
fongicides devenus inefficaces et controversés. Toutefois, ces travaux restent insuffisants.
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Pour une meilleure application, il est nécessaire de compléter ce travail avec des approches

plus approfondies, a savoir :

+ L’identification génotypique des isolats.

+ Etudede I’effet desisolats sur lagermination et la production des spores de B.cinerea.

+ Etude des enzymes a pouvoir hydrolytique autre que les chitinases.

+ FEtude des mécanismes d’action des isolats et caractérisation des métabolites impliqués
dans lalutte biologique.

+ Etude plus approfondie de I’activité d’antagonisme in vivo des isolats sur autre
organes détachés (tige) et in planta (plante entiere)

+ Effectuer des essais sur le terrain pour évaluer lafaisabilité du traitement.

+ Etude de I’activité antagoniste des isolats contre d’autres agents phytopathogenes de la

tomate.

Le but final des travaux en cours dans le laboratoire de mycologie est d’aboutir a la mise
sur le marché d’un biopesticide homologué.

&
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Annexe | : Culture des plantes de tomate sous serre

Date Nom du produit utilisé | Type de produit
09.02.2015 | Cursate Fongicide

11.02.2015 | Fertigol Engrais

13.03.2015 | Verita Fongicide

15.03.2015 | Vertimec Acarien

29.03.2015 | Verita Fongicide

31.03.2015 | NPK Amendement organique
03.04.2015 | Singita Antimineux
05.04.2015 | Verita Fongicide




Annexes

Annexell. Milieux de culture (pour 1L)
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Annexelll: Analyse d’une photographie avec le logiciel ASSESS 2.0

b i

BApS Hssess 20
File Edit View Image Fiter Took Options Macro Window Help
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Calibration: x ratio = 1.000000, y ratio = 1000000, poced area = 1.000000 Meas, unit: poosis e 20400 y: 97200
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AnnexelV. Anayse statistique

Tableau | : Analyse statistique in vitro

ALG 66 BC1
Isolats Moyenne | coanype | groupes | MO%SM"e| Ecarype | Groupes
CS17 0 0 F 0 0 J
M32 0 0 F 1,52 | 1,82912547 J
CSs7 0 0 F 15,31 |4,12431813 I
T80 4,63 0 F 17,88 | 7,83779944 HI
CT22 45,02618 2,617801 CD 42,34 | 2,54558441 DEFG
M42 34,14333 16,89904 DE 28,57 4,35E-15 GH
CT6 4,06 3,721707 F 50,79333 | 1,37409364 BCDE
CS2 42,40838 0 CD 14,18 | 22,8503217 I
CS9 38,91798 3,022776 CDE 20,71333 | 8,25409192 HI
T57 34,95333 10,15853 DE 33,30667 | 14,517253 FG
M36 43,65079 6,873217 CcD 37,67705 0 EFG
CS1 0 0 9,34 0 N
CT9 27,77778 17,22423 E 57,42333 | 2,61584276 ABCD
T33 41,72 0 CcD 44,71333 | 2,81746931 CDEF
CT8 46,77138 2,468086 BCD 41,44 | 1,55884573 EFG
CT20 46,77138 5,449387 BCD 41,44 | 1,55884573 EFG
CT12 48,51658 1,511388 BCD 40,54 0 EFG
T31 41,59928 1,5562 CcD 47,54333 | 3,8744591 CDEF
M7 47,15333 1,408735 BCD 46,81667 | 1,37409364 CDEF
T83 46,09164 0 CcD 49,23 0 CDE
T75 47,01333 2,645002 BCD 48,78 0 CDE
M25 49,51923 2,403846 BCD 48,96332 | 3,65436658 CDE
CT3 51,18 2,385142 BC 57,93333 | 1,37409364 ABC
M9 60,88889 4,073401 AB 58,83777 | 2,42130751 ABC
T18 64,74359 4,085753 A 60,12759 | 1,38122074 ABC
T23 62,33974 1,387861 A 64,11483 4,784689 AB
T90 63,55556 4,073401 A 64,48749 | 2,79588508 AB
M6 65,03667 1,408735 A 67,45333 | 1,37409364 A
T29 64,44444 3,079201 A 68,523 | 2,42130751 A
M4 66,66333 5,634939 A 67,45333 | 1,37409364 A
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Tableau Il : Analyse statistique in vivo

lsolat Moyenr]e§ des surfaces Ecartype | Groupes Moyennes
des lésions (mm?2) des PGI%
CT9 482,8 98,87189 A| 2162734
T33 449,905 64,8973 AB| 8,828759
M42 414,085| 43,40815 ABC| 16,08752
M32 406,955 76,44444 ABC 17,53239
CT12 376,685 57,7911 ABCD| 23,66647
CSs17 351,51 44,8292 | ABCDE| 28,76807
Cs2 332,4975 116,209| ABCDE| 32,62087
M7 310,1275| 63,56733 BCDE| 37,15405
M6 299,46 112,7395 BCDE| 39,31577
CT6 289,935 69,38583 BCDEF |  41,24597
CT22 285,4075 61,30323 BCDEF|  42,16344
T31 280,2725 39,34983 BCDEF |  43,20403
CT8 274,83 66,35513 BCDEF |  44,30693
T83 270,2325 46,44627 CDEFG| 45,23859
T23 264,9675 57,62153 CDEFG|  46,30552
T75 253,8075 129,5179| CDEFGH| 48,56704
T29 249,2075| 56,55514| CDEFGH| 49,49921
T90 232,605 97,32785| CDEFGH 52,86363
CS7 221,1175| 14,85642| DEFGH| 5519153
CT3 218,845| 43,59484| DEFGH| 5565204
T57 196,2425 104,0223 | DEFGHI 60,23233
M4 188,2925 112,1926| DEFGHI 61,84337
Cs1 175,6975 137,9333 EFGHI 64,39569
M9 110,7075| 40,54617 FGHI|  77,56562
M36 95,4375 39,39702 GHI 80,66002
T18 84,9775 100,9956 HI 82,77969
CS9 81,985 42,45524 HI 83,38611
M25 34,38 8,510057 | 93,03305
CT20 30,1125 12,3883 | 93,89784
T80 27,185 3,316831 | 94,49108




Résumeé

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité antagoniste de 30 isolats bactériens a
I’encontre de Botrytis cinerea. Sur la base des caractéristiqgues morphologiques et
biochimiques, la mgjorité des isolats ont été rattachés au genre Bacillus et Pseudomonas. Des
tests de confrontations in vitro aussi bien que in vivo sur feuilles de tomate ont été réalisées.
Les résultats obtenus ont montré des réponses variables des isolats avec un effet antagoniste
sur le champignon pour certaines. Les PGI1% obtenus ont varié de 1,52% a 68,52% pour |e test
de confrontation direct in vitro et de 4,76% a 56,09% pour le test de confrontation a distance.
Sur les feuilles de tomate détachées, |'application des isolats testés a permis de réduire de
maniére significative les surfaces de |ésions causees par B.cinerea avec des PGI% variant de
2,16% a 94,49%. Les isolats ayant montré une grande efficacité in vitro ne sont pas les plus
actifsin vivo.

Les isolats testés ont montré que différents genres de bactéries, pourraient étre utilises
dans la lutte biologique contre B.cinerea. Leur potentiel en tant qu'agents de lutte biologique
semble étre intéressant et une étude plus approfondie est nécessaire pour mieux comprendre
leur fonctionnement.

Motsclés: Botrytis cinerea, Tomate, Biopesticide, L utte biologique
Abstract

The aim of this study is to evaluate the antagonistic activity of 30 bacterial isolates
against Botrytis cinerea. Based on morphological and chemical characteristics, the majority of
isolates were related to the genus Bacillus and Pseudomonas. Direct confrontations in vitro
assay as well as in vivo in tomato leaves were performed. The results showed variable
responses of isolates with antagonistic effect against the fungus in some isolates. The PGI%
vary between 1.52% and 68.52% for the direct confrontation in vitro assay, and 4.76% and
56.09% for indirect confrontation assay. On detached tomato leaves, the application of the
isolates tested has significantly reduced the area of lesions caused by B.cinerea with a PG1%
ranging from 2.16% to 94.49%. Isolates with great in vitro efficacy are not more effective in

ViVO.

The isolates tested have showed that differents genus of bacteria could be used in
biological control against B.cinerea. Their potential as biological control agents seems to be
interesting and further studies are needed to better understand how their functioning

Keywords: Botrytis cinerea, Tomato, biopesticide, Biological control
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