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Introduction

Les organismes phytopathogenes représentent 1’'un des problémes majeurs en agriculture.
D’apres les estimations de la production agricole mondiale, 50 % de culture végétales sont
perdues avant ou aprés la récolte (Choudharyet et al., 2009). Les champignons
phytopathogenes sont responsables d’une grande partie de cette perte, ils imposent une

menace majeure pour la santé des plantes et la production agricole.

Pendant les trois derniéres décennies, les agriculteurs sont devenus dépendants des produits
chimiques comme moyen relativement fiables de protection des cultures, en raison de leurs
performances et leur facilité d'application (Jan et al., 2011). Cependant I"utilisation non
contrélée de ces produits, entraine des risques sur la santé publique et environnementale, et
peut provoquer une stimulation des systemes de résistance des agents pathogeénes a ces
produits (Nasraoui, 2006). lls peuvent également étre a I'origine d"un deséquilibre dans
I"écosysteme naturel par leur effet négatif sur la microflore rhizosphérique (Singh et al,
2019).

Les travaux de recherche s’orientent désormais vers la recherche de méthodes alternatives
impliquant de nouveaux moyens de contrdle dans I’espoir de remplacer les agents de lutte
chimique, par des agents biologiques comme étant une nouvelle approche de lutte ou

comme composante prometteuse de la lutte integrée (Emmert et Handelsman, 1999).

La lutte biologique contre les champignons phyto-pathogénes est un moyen de lutte naturel
qui utilise des microorganismes antagonistes isolés de I’environnement naturel dans lequel

ils entrent en compétition avec des microorganismes pathogenes (Grzegorczyk et al, 2017).

Il est bien établi que les bactéries rhizosphériques sont de bon agents de biocontrdle, de ce

fait, il est proposé dans ce travail de :

e Sélectionner des isolats bactériens antagonistes ;

e Rechercher quelques métabolites impliqués dans la lutte contre les champignons
phytopathogenes

e Tester in vivo I"effet antagoniste des isolats sélectionnés sur le Mais et les fruits de

pommes



Introduction

Ce document est ainsi divisé en trois parties : la premiere partie est consacrée a la synthése
bibliographique relative au sujet, la deuxieme partie est réservée a la présentation de

I’ensemble des tests effectués in vitro et in vivo et la troisieme partie représente les
résultats obtenus et leur discussion.
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1. Les champignons phytopathogénes

1.1. Les champignons pathogénes et maladies des plantes

Les champignons sont des organismes vivants eucaryotes unicellulaires ou pluricellulaires
appartenant aux régne des Fungi qui se reproduisent par I’intermédiaire de spores, ils
représentent 1'un des groupes les plus importants des organismes vivants, et jouent un role
crucial dans de nombreux écosystemes (Mueller et schmit, 2007). Dans la nature, les
champignons apparaissent sous forme de spores qui est un moyen de conservation et de
survie pour le champignon et qui lui permettent de se propager dans la nature. Les plantes
peuvent étre considérées comme |'h6te des champignons phytopathogéne. Le premier
contact entre 1’hote et le champignon est maintenue par une relation saprophytique qui se
développe par la suite en une relation de parasitisme. Lors de cette relation, le champignon
colonise totalement la plante et déclenche ces premiers processus infectieux (Nasraoui,
2006).

L apparition de la maladie chez la plante nécessite en premier lieu un contact entre I’agent
pathogene et 1’hote sous des conditions environnementales favorables. Ces trois facteurs
(héte, agent pathogene et environnement) forment un triangle appelé : le triangle de la

maladie (fig.1).

Agent <::| [ Hote sensible ]
pathogéne ] |::>

Maladie

[ Environnement propice ]

Figure 1 : Triangle de la maladie

Les organismes phytopathogénes sont parfois regroupés par types de symptomes,
d’organes affectés ou de plantes affectées. Cependant, le critere approuvé dans la

classification est ’agent phytopathogene responsable de la maladie (Nasraoui, 2006).
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1.2. Exemple de champignons phytopathogénes : Aspergillus niger

Aspergillus niger est un champignon phytopathogene responsable de la «pourriture noire»
chez les fruits et les Iégumes. C’est le contaminant le plus courant des aliments stockés, il
est responsable de la pourriture des fruits frais et des céréales (Lima et al, 2019).
Aspergillus niger est également responsable de la moisissure des bulbes d'oignon il touche
fréquemment : les oignions entreposés, les bulbes d’échalote, 17ail, les céréales, les graines
du cacao et du café. Ce champignon est caractérisé par la production abondante de
conidiospores, ces derniers une fois propagés dans l'air, assurent I"apparition d”~ A. niger
dans les régions chaudes et humides (Lima et al, 2019) mais également dans les sols sec et
chauds (Dedi et Diomande, 2017). A. niger est capables de produire des acides organiques
et des mycotoxines tel que I’ochratoxine A (El khoury et al., 2006 ).

Figure 2: Symptomes de I"aspergillose sur I"ail (A) (Anonyme 1, 2021)
et I'oignions (B) (Anonyme 2, 2021)

2. La lutte contre les champignons phytopathogénes

Les organismes phytopathogeénes représentent I’'un des problémes majeurs en agriculture.
D’apres les estimations de la production agricole mondiale, 50 % de culture végétales sont

perdues avant ou apres la récolte (Choudhary et al., 2009).

Pour lutter contre ces ravageurs et minimiser les risques d’ordre €économique,
écologique et les risques pour la santé humaine, plusieurs moyens de luttes sont

appliqués (Hallenbeck et al., 2012). La plupart de ces moyens sont dirigés pour protéger



Svnthése bibliographique

les plantes saines des maladies plutdt que de soigner les plantes atteintes des pathologies
(Nasraoui, 2006).

2.1. La lutte physique

La lutte physique regroupe un ensemble d’agents physiques qui peuvent étre employés
pour lutter contre les maladies des plantes, comme la température (haute ou basse), I’air

sec, la lumiére a une longueur d’onde défavorable, les radiations, etc. (Nasraoui, 2006).

La lutte physique est représentée par deux méthodes principales qui sont appelées les
méthodes actives et passives. La méthode active consiste a I’utilisation de 1’énergie durant
son application afin de détruire, stresser et blesser les phytopathogenes. La méthode
passive s’effectue par une modification du milieu dans le but de créer les conditions
défavorables aux pathogénes et les conditions favorables pour la plante, ce type est

considéré plus durable que la méthode active qui agissent qu’au moment de I’application.

Une autre classification pour les méthodes physiques peut étre impliquée, selon le mode
d’utilisation d’énergie, dont les types sont : lutte meécanique, lutte thermique, lutte

électromagnetique et lutte pneumatique (MAA, 2012).
I1.2. La lutte naturelle

Certaines plantes peuvent présenter la capacité de lutter contre les maladies causée par les
phytopathogenes. La lutte naturelle peut s’cffectuer par deux méthodes différentes
cultiver les plantes de lutte en association avec celle qui peuvent étre attaquée par des
ravageurs ou pulvérisation d’un produit préparer a partir des plantes de lutte par plusieurs
techniques (infusion, décoction, macération, purin) (asbl Tournesol-Zonnebloem vzw,
2014).

2.3. La lutte chimique

La lutte chimique consiste a I’utilisation de produits chimiques, tels que les pesticides
(fongicides, antibiotique, etc.). La plupart de ces produits affectent directement le
métabolisme vital des ravageurs (la respiration, la biosynthese des métabolites, etc.).
Malgré leur efficacité, la lutte chimique entraine des risques sur la santé publique et
environnementale, d’autre part elle provoque une stimulation des systemes de résistances

des ravageurs contre ces produits (Nasraoui, 2006).
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2.4. La lutte intégrée

La lutte intégrée s’ouvre a tout type possible de méthode de protection contre les maladies
fongiques des plantes. Cette protection vise a eliminer ou inhiber la croissance de
I’inoculum initial et son efficacité, immuniser ou améliorer la résistance de la plante,
retarder I’installation de la maladie et ralentir les cycles secondaire du pathogene (Nasraoui,
2006). La protection intégrée est I’ensemble des moyens de protection contre les
organismes nuisibles. Elle est basée sur 1'utilisation des différents moyens de lutte dans le
but de minimiser les risques économiques et les risques environnementaux (Van Lentern,
2012).

2.5. La lutte biologique

La lutte biologique contre les agents pathogenes est une sous-discipline établie dans la
science de la phytopathologie qui consiste a I’utilisation des microorganismes ayant un
effet antagoniste pour réduire les maladies causee par les phytopathogénes, I’effet
antagoniste résulte par difféerent mode d’action appliquer par 1’agent de lutte (Pal et
Gardener, 2006 ; Paulitz et Bélanger, 2001). Cette lutte apparait comme trés fructueuse
gréce a la grande diversité des microorganismes présents dans les différents écosystemes.
Les agents de lutte sont utilisés non seulement pour lutter contre les maladies des plantes
au cours de leur croissance, mais aussi pour lutter contre les maladies survenant lors du

stockage des fruits (post récolte) (Lugtenberg et Kamilova, 2009).

2.5.1. Les agents de lutte biologique

Au regard des inconvénients de I'utilisation des fongicides chimiques, I"utilisation de
microorganismes bénéfiques est une alternative prometteuse pour lutter contre les
phytopathogenes tout en diminuant I"'emploi des produits chimiques (Bensidhoum, 2016).
Les organismes bénéfiques utilises dans la lutte contre les phytopathogenes, sont choisis

selon les critéres suivants:
> Efficacité et pouvoirs antagoniste spécifiques ;
» Pouvoir d’adaptation aux différentes conditions biotiques et abiotiques ;

» Inactifs sur les hotes non ciblés ;
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» Mécanismes de lutte qui leur permettent d’inhiber le développement de 1’agent

pathogéne et de réduire I’incidence de la maladie qu’il provoque (Weeden et al, 2007 ;

Errakhi, 2008).

e Leschampignons

Les champignons mycorhiziens : lls sont décrits comme des champignons bénéfiques qui
entrent en interaction symbiotique avec les racines des plantes. L’interaction entre la plante
et les champignons mycorhiziens est caractérisée par un effet bénéfique et réciproque dans
lequel la plante fournit aux champignons un habitat et des nutriments, et en retour les
champignons conférent aux racines des plantes une protection contre les agents phyto
pathogénes (Smith et Read, 2008). Pendant les premiers stades de la mycorhization, les
champignons mycorhiziens secrétent des éliciteurs susceptibles d’induire des réactions de

défense chez la plante qu’ils colonisent (Salzer et Boller, 2000).

Les champignons endophytes : Toutes les especes végeétales abritent une flore fongique
constituée de champignons non pathogéne dites endophytes. Leur fonction écologique
apparait dans la participation au métabolisme d’adaptation des plantes a leur
environnement. Ces especes fongiques exercent un pouvoir protecteur pour les plantes,
elles sont d’ailleurs qualifiées de mutualistes. Une des composantes de ce mutualisme est
la production de molécules bénéfique caractérisées par leur propriétés anti-
phytopathogenes, ou encore hormonale stimulatrice de la croissance des plantes (Combés
etal., 2012).

D autres types de champignons interviennent également dans la protection des plantes et la
lutte contre les ravageurs, en particulier les insectes. Ils sont utilisés dans de nombreux test
de lutte biologique, qui ont confirmé leur efficacité dans I"élimination de plusieurs

prédateurs.

e Les bactéries

De nombreuses études ont prouvé que l'utilisation des bactéries comme une alternative
dans la lutte biologique, jouent un réle important dans la protection des plantes et dans
I’amélioration du rendement des culture (Niranjan et al., 2005). Ces microorganismes
posseédent de nombreux mécanismes (substance bioactives, enzymes, sidérophores,
phytohormones, comportement environnemental, etc.) qui se traduisent par leurs activités

fongicide, insecticide, nématicide ou encore stimulatrice de la croissance des plantes. Ces
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bactéries constituent d’excellents agents de lutte biologique, et Plusieurs d’entre elles ont
été rapportés comme microorganismes antagonistes en particulier les souches du genre

Bacillus, Pseudomonas et Burkholderia (Lodewyckxal et al, 2002).

e Les nématodes

Iy a une attention constante dans 1’emploi de nématodes dans la lutte contre les insectes
parasites des vegétaux (Park et al, 2012), ils sont appelés nématodes entomopathogénes ou

nématodes de lutte biologique (Barberchek, 2011) .

Les nématodes entomopathogenes sont des organismes terricoles naturellement présents
dans I’eau pelliculaire entourant les particules du sol (Barberchek ,2011). Parmi les especes
les plus utilisées dans la lutte contre les insectes nuisibles, celles appartenant aux deux
genres steinernematidae et heterorhabditidae, qui regroupent des espéces libérant des
bactéries entomoparasites. Les nématodes emploient différentes stratégies pour trouver leur
insecte hote, ils détectent leurs insectes hotes au moyen d’indices chimiques, thermiques,

tactiles ou vibratoires (Tucson, 2011).

e Lesalgues

Une autre voie prometteuse et alternative aux agents de lutte chimiques est I"utilisation des
algues et leurs produits. Ils peuvent étre considérer comme 1'un des principaux agents
biologiques pour le contréle des maladies phytopathogenes, grace a leurs capacité a

produire des composés biologiquement actifs (Berry et al, 2008).

Les activités biologiques des algues sont attribuées aux composées phénoliques,
polyphénols, tocopheérols, glucides, protéines, huiles, substances allélochimiques et
sesquiterpénes (EI-Mougry et al, 2013). Ces composés agissent par plusieurs mécanismes :
modifications structurelles et fonctionnelles, perturbation mitotique de la membrane
cytoplasmigue ou par inactivation des enzymes et inhibition de la synthése des protéines
dans le micro organe ciblé (Swain et al, 2017 ; Renuka et al, 2018).

L’addition des microalgues dans les cultures végétales stimule le systéme immunitaires des
plantes contre les pathogénes a travers les différents processus métaboliques des plantes,
tels que I’activation des enzymes ayant une fonction de défense, ou par la stimulation de la

production et I’action de composées antioxydants (Renuka et al, 2018).
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2.5.2. Les mécanismes d action

Les agents de lutte biologique emploient plusieurs mécanismes dans leur lutte contre les
ravageurs de cultures. Par action direct ou indirecte, ces microorganismes donnent des
résultats encourageants qui permettent de classer la lutte biologique comme une alternative

prometteuse a I"utilisation des traitements chimiques.
e Lacompétition

C’est un mécanisme trés utilisé par les bactéries dans leur lutte contre les champignons, il
est définie comme la consommation ou le contr6le de l'accés aux nutriments, a I"espace ou
a tout autre facteur dont la disponibilité est limitée (Widén, 1994). L’¢élimination de
I’infection des champignons pathogeénes par compétition pour I’habitat et les nutriments
s’est révélée efficace, en effet, les champignons sont trés sensibles a la concurrence car
leurs cycle de vie nécessite une nutrition externe notamment pour transmettre leur
pathogenicité, de méme, la compétition des bactéries pres des spores du pathogéne pour
I’obtention d’éléments nutritifs, peut entrainer une inhibition accrue de la germination des
spores de ce dernier (Elad et Stewat, 2004 ; Haidar et al., 2016 ). Ce facteur critique
qualifie cette interaction comme moyen efficace en matiere de biocontrdle ( Lugtenberg et
Kamilova , 2009).

La réussite de la lutte biologique nécessite I’application d’un agent de biocontrole efficace.
L’efficacité est notamment liée a la capacité de I’agent de lutte biologique a coloniser et a

s’installer dans le milieu rhizophérique des plantes (Singh et al., 2003).
e L’antibiose

C’est le mode d’action le plus étudié chez les agents de lutte biologique, il consiste en la
production par I’agent antagoniste des substances bioactives contre ’agent pathogene. Ces
substances secrétées peuvent étre des antifongiques ou des antibiotiques dont le réle
principale et de ralentir ou bloquer la croissance de I’agent pathogéne en agissant sur une
étape essentielle de leurs cycle de développement (Corbaz, 1990). Plusieurs
microorganismes, en particulier les bactéries, sont classifiés comme agents de lutte pour
leur capacité a produire des molécules bioactives comme les phénazines et les DAPG (2,4
diacétyl phluroglucinol) (Weller ,2007), et des composés bioactifs volatiles comme le

cyanure d"hydrogéne, I"'ammoniac, 2,3-butanediol et I acétoine (Ahmed et al., 2008).
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e Enzymes Hydrolytiques

Divers micro-organismes secretent d’autres métabolites qui peuvent interférer avec la
croissance et/ou les activités des agents pathogénes. Ces métabolites peuvent étre des
enzymes hydrolytiques qui peuvent hydrolyser une grande variété de composés polymeére,
notamment la chitine, les protéines et la cellulose qui sont des constituants de la paroi
cellulaire de nombreux champignons phytopathogenes. La production de ces enzymes
participe potentiellement a la suppression des agents pathogenes et de leur activités (Pal et
Gardener, 2006 ; Vega et Kalkum, 2012).

e La résistance systémique induite (ISR)

L induction de systeme de résistance des plantes, rend la plante beaucoup plus résistante
aux futures agressions des agents pathogénes. Cette résistance est établie par production de
substances protéiques associer a la réponse des plantes aux attaques des agents pathogénes,
inhibitrice de certains enzymes impliqués dans le pouvoir pathogénes (Pal et Gardeer, 2006)
et par des modifications morphologiques des organes structurels comme | épaississement
des structures pariétale dans le but de renforcer les barriéres physiques face aux agressions.
La colonisation efficace des racines par les microorganismes est un événement essentiel
pour l'expression optimale de l'activité de biocontrole agissant par I'ISR (Bloemberg et
Lugtenberg, 2001), ou la population bactérienne doit atteindre un niveau suffisant sur les

racines pour déclencher le phénomene (Raaijmakers et al. 1995).

Ci-dessous un tableau représentant quelque exemple de maladies phytopathogenes, les

agents responsables ainsi que les agents de lutte.

Tableau I : Exemple de maladie phytopathogenes et agents de lutte

Champignon  Plante Maladie et Symptdmes Agent de bio- Références
contrdle

Botrytis Les grappes  Lapourriture grise Aureobasidium Galli et

cinerea de raisins pullulans al 2021
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Bremia
lactucae

Monilia
Fructigena

Rhizopus
Stolonifer

Cephalospori-
um maydis

Phomopsis

amygdali

Alternatia

brassicicola

La laitue

Pécher

Les fraises et

les mdres

Le Mais

Amandiers

Choux fleurs

Mildiou de la laitue Bacillus subtilis

Jaunissement des
puis

feuilles,
brunissement sécheresse

rapide.

Moniliose Pseudomonas
Taches et perforation des feuilles
et pourriture brune du fruit aprés

récolte

Synxantha

Pouriture des fruits, moisissure Bacilus Subtilis

chevelue

Flétrissement tardif Pseudomonas

Jaunissement tardif des feuilles Koreensis

Chancre a fusicoccum, Trichoderma viride

flétrissement du bois et T. harzianum,

“".

Alternariose : taches brunes ou Streptomyces

noire nécrotiques hydrogenans

11
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al, 2014
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2019

Chavez-
Diaz et al,
2013)

Ghazi et El-
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Manhas et
Kaur, 2016
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2.5.3. Intérét de la lutte biologique dans le biocontrdle des agents phytopathogénes

La lutte biologique est un moyen considéré comme alternatif a 1’utilisation des produits
chimiques, ce moyen représente de nombreux avantages de point de vue sanitaire,

économique et environnementale (Lefort , 2010) :

e Ne présente pas d’effets phytotoxiques sur les plantes et ne provoque pas une perte
prématurée des fruits et des feuilles.

e Permet ’augmentation de rendement des cultures agricoles.

e Réduit les risques de pollution.

e Moyen a faible codt.

e L’agent de lutte se caractérise par sa distribution facile, sa grande spécificité
d’action et sa persistance dans la nature.

e Préserve la biodiversité

12
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Ce présent travail a été realise au niveau du laboratoire de Maitrise des Energies
Renouvelables (Equipe Biomasse et Environnement). Les expériences ont été menées
durant une période de 3 mois (Avril-Juin 2021). Le but de ce travail est I"isolement et
la sélection des isolats bactériens qui peuvent étre utilisés comme agent de biocontrole.
Pour atteindre cet objectif, plusieurs expériences ont été menées. Elles ont été

organisées en trois parties.

e Partie 1: Echantillonnage, Isolement et purification des isolats bactériens

e Partie 2 : Sélection des isolats actifs, suite aux tests in vitro de pouvoir antagoniste des

isolats et de leur capacité a produire des molécules antifongiques

e Partie 3 : Evaluation de la capacité des meilleurs isolats a contréler in vivo Aspergillus
Niger sur les plantes de Mais et sur les pommes.

1. Isolement des bactéries rhizosphériques

1.1. Echantillonnage

Les échantillons de sols sont prélevés a partir de la zone rhizosphérique des tomates a
Seddouk ouedda, Bejaia (latitude : 36.51864, longitude : 4.70308) (fig. 3). Les échantillons

ont été par la suite transportés au laboratoire dans des flacons stériles.
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Figure 3: Localisation géographique de la zone des prélevements (image google maps)
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1.2. Isolement et purification

Une série de dilution allant jusqu'a 10 est préparée a partir d"une solution mére (fig. 4),
contenant 1g du sol et 9 ml d"une solution de tampon phosphate salin (PBS) (annexe ).
Cette opération est suivie par un ensemencement sur milieu Plate Count Agar (PCA)
(annexe I1) par inondation. Les boites sont ensuite incubées a 30°C pendant 48 ha 72 h.

Figure 4: Les étapes d"isolement bactérien

1-Prélévement de la rhizosphére ; 2- La pesée de I"échantillon du sol / 3- Homogénéisation du mélange
sol/PBS ; 4- Série de dilution a partir de la solution mere

Apres 48h d’incubation, les colonies différentes phénotypiquement (taille, couleur, forme,
pigment produit, ...) sont ensemencées sur gélose PCA, par la suite des repiquages
successifs sont effectués sur le méme milieu d’isolement jusqu’a I’obtention des colonies

pures.

2. Test d"activité antifongique

Le pouvoir antagoniste des isolats est testé sur 4 espéces fongiques, il sagit d”Aspergillus
niger ; Aspergillus flavipes ; Penicillium sp. et Fusarium sp. (Souches provenant de
Laboratoire de Maitrise des Energies Renouvelables, université de Bejaia). Les cultures
jeunes des champignons sont obtenues par repiquage sur milieu Potato Dextrose Agar
(PDA) (Annexe II), dans le but d’obtenir des cultures jeunes (fig. 5)

14
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Figure 5: Les espéces fongiques testées (A) : Penicillium sp. ; (B) : Fusarium sp. ; (C):
Aspergillus flavipes ; (D) : Aspergillus niger.
L’activité antagoniste des isolats a été effectuée selon la méthode de confrontation sur
gélose (Sagahon et al., 2011). Cette technique consiste a découper un disque de
champignon de 8mm de diametre a partir d’une culture jeune et le déposer au milieu d’une
boite contenant le milieu PDA. Quatre spots de suspensions bactériennes (a raison de deux
spots pour chaque isolat) sont déposés a une distance de 2,5 cm du champignon. Des boites
de Pétri ne contenant que le champignon cible sont préparées en parallele pour servir de

témoin. Toutes les boites sont incubées a 25 + 2°C/5-7J (fig. 6).

25 cm

mcubation

e
25 +£2°C/5-7

‘ Calcule des PGI %

Champignon Effet antagoniste

Figure 6 : Mise en évidence de I’effet antagoniste des isolats bacteriens a 1’égard des
champignons phytopatogénes testés.
L’effet antifongique est évalué par la détermination du pourcentage d’inhibition de la

croissance (PG1%) selon la formule décrite par (Whipps, 1987) :

R1—-R2
R1

PGI% = ( ) x100

R1: Distance en mm entre le point du dépdt du champignon et la marge de la colonie
contenue dans le témoin.

R2: Distance en mm entre le point dép6t du champignon et la marge de la colonie

contenue dans la boite de pétri traitée.
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3. Recherche de métabolites spécifiques a activité antifongique
3.1. Production d’ammoniac (NH3)

Les isolats bactériens sont testés pour leur capacité a production de 1’ammoniac dans 1’eau
peptonée (Annexe II). 100ul d’une culture bactérienne jeunes sont inoculés dans 10 ml
d’eau peptone, puis incubés a 30°C pendant 96h. La lecture du test se fait par I’ajout de
500ul du réactif de Nessler dans chaque tube, le développement d’une couleur jaune ou

orange indigue une production de I’ammoniac (cappuccino et Sherman, 1992).

3.2. Production de Cyanure d’hydrogéne (HCN)

Suivant la méthode décrite par Lorck (1948), la recherche de la production d’HCN est
effectuée par ensemencement en stries des isolats bactériens sur milieu Gélose nutritive
(GN) (Annexe Il) additionné de glycine (4.4 g/l). Un disque de papier wattman imprégné
d’une solution de picrate de sodium (5% d’acide picrique et 2% de carbonate de sodium
anhydre) est déposé au fond du couvercle de la boite. Ces dernieres sont scellées avec du
parafilm. La lecture du test s’effectue apres incubation a 30°C pendant 96h. Le test positif
se traduit par une variation de la couleur du papier wattman du jaune vers une couleur

orange a marron.

3.3. Production d’enzymes

La recherche des activités enzymatiques est effectuée par ensemencement en spots de 10 pul
des cultures bactériennes jeunes sur les différents milieux contenant les substrats des

enzymes recherchees.

3.3.1. Chitinase

L’activité chitinolytique refléte le pouvoir d’un microorganisme a dégrader la chitine qui
est un composé¢ structural des champignons. Le protocole de mise en évidence de ’activité
chitinolytique consiste a déposer des spots de 10ul de chaque culture bactérienne sur un
milieu préconisé pour la production de chitinase, composé en g/l de (0,6-0,8) de chitine
colloidale, (2,7) K;HPOy,, (0,3) KH,PO, (0,7 ) MgSO, 7H,0, (0,5) NaCl ( 0,5) KCI (0,13)
Extrait de levure (15) agar.

Apres 5 jours d’incubation & 30°C, la production de chitinase se traduit par I’apparition de
zones claires autour des colonies. Les diametres des zones d’hydrolyse sont mesurés pour

chaque isolat (Kope¢ny et al., 1996).
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3.3.2. Protéase

La recherche de I’activité protéolytique chez les isolas étudier est effectuée sur un milieu
de culture spécifique composé en g/l de : (5) caséine pancréatique, (2,5) Extrait de levure,
(1) glucose, (15) Agar. En parallele, 100ml du lait écrémé a 10% est ajoutée au milieu. Les
boites ensemencees sont ensuite incubées a 30°C/48h. La formation d’un halo transparent

autour des isolats, indique la présence d’une activité protéolytique (Bach et Munch, 2000).

3.3.3. Cellulase

La mise en évidence de I’activité cellulasique est effectuée sur un milieu de culture
contenant en g/l : (6) Na;HPO,, (3) KH,PO,, (1) NH4CI, (3) Extrait de levure, (5) CMC,
(15) Agar (Carder ,1986). Les boites sont incubées a 30°C pendant 7 jours. Afin de révéler
la présence d’une cellulase les boites sont inondées par une solution de Rouge de Congo
(1%) et incubées pendant 20 min, puis une solution de NaCl a 1M est ajoutée. Aprés une
nuit, ’activité cellulasique se manifeste par I’apparition d’une zone orange autours des

colonies.

3.4. Production de composés volatiles (COVs)

Le protocole suivi pour la réalisation de ce test, consiste a déposer un disque de 5mm de
diameétre de I"espéce fongique concernée (Aspergillus niger) agée de 3 jours au centre
d’une boite de pétri contenant le milieu PDA, par la suite les isolats bactériens (F3 et E5)
sont ensemencés par la méthode des stries sur une seconde boite contenant le milieu PCA.
Les deux boites sont par la suite superposées et les deux fonds sont scellés par du parafilm
afin d’éviter toute déperdition des substances volatiles (fig. 7). Des boites ne contenant que
le disque de champignon sont préparées en paralléle comme témoin. L’ensemble des boites
sont incubées a 25°C pendant 5 a 7J (Fiddaman, 1993).

Le pourcentage d’inhibition est calculé par la formule suivante :

n=[(a-b)/a] X 100

n : Pourcentage d”inhibition des champignons testes (%) ;
a : Diametre moyen du mycélium dans la boite de témoin (cm) ;

b : Diameétre moyen du mycélium dans les boites contenant les bactéries (cm).
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LLLLEE e

Figure 7: Les étapes suivies pour la mise en évidence de la production des COV’s

4. Production de I’acide indole acétique (AIA)

L’analyse quantitative de la production de 1’AIA réalisée suivant la méthode de Loper et
Scroth (1986). Les isolats sont ensemencés dans des tubes contenant le milieu LB (Annexe
I1) additionné de 0,5 mg /I de tryptophane et 0,5 % de glucose. Les cultures sont incubées
sous agitation a 28°C pendant 48h, apres incubation les cultures sont centrifugées a 10000
rpm/10min. Dans des tubes propres, 1 ml de surnageant de chague culture sont mélangeés
avec 2 ml de réactif Salkowski puis incubés a 1’obscurité pendant 20 minutes. La

production de I’AIA se traduit par 1’apparition d’une couleur rose.

La quantification de I’AIA produite s’effectue par la mesure de la densité optique a une
longueur d’onde de 530nm et les concentrations de I’AIA sont par la suite calculées a

I’aide d’une courbe d’étalonnage (annexe III).

Les résultats des activités précédentes ont permis de sélectionner 2 isolats bactériens. Ces
derniers ont été soumis aux tests in vivo :

» Effet sur la stimulation de la croissance De Mais ;

» Controle de développement d’Aspergillus niger sur le Mais ;

» Controle de développement d’Aspergillus niger sur les pommes.

5. Effet de DP’inoculation bacterienne sur la croissance de Mais et
I’inhibition de développement d’Aspergillus niger

L’objectif du test in vivo est la vérification des performances des isolats qui ont montré une
meilleure activité antagoniste contre les champignons phytopathogéenes étudiés.
5.1. Désinfection et germination des grains de Mais

Les graines sont plongées dans une solution d’hypochlorite de sodium a 5% puis rincées

avec de I’eau stérile jusqu’a élimination des traces d’hypochlorite (Omer et al., 2006). Les
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graines sont par la suite trempées dans 1’eau stérile pendant 2 heures puis transférées dans
des boites en verre contenant du papier absorbant pasteuriser et humecté avec de I’eau

physiologique stérile. Les graines sont déposées a raison de 9 graines par boites (fig. 8).

Les boites sont enveloppées par du papier aluminium dans le but de créer un milieu

favorable pour la germination des graines a 25°C.

Figure 8 : Les étapes de désinfection et de germination des graines du Mais
5.2. Préparation de la culture bactérienne et fongique

Une culture jeune des isolats sélectionnés est préparée sur milieu PCA. Les suspensions
bactériennes utilisées pour 1’inoculation des graines du Mais sont préparées dans |'eau

physiologique et la DO est ajusté a 0.1.

La suspension sporale (107 spore/ml) est preparée dans 1’eau physiologique,  partir s’une

culture fongique agée de 7 jours.

5.3. Inoculation et semis des graines de Mais

Aprés germination, les gaines sont semées dans des pots en plastique (5cm de diametre et
7cm de hauteur) contenant 145g d’un mélange composé de 2/3 de sol et 1/3 de sable. Les
graines sont semées a raison de 3 graines par pot a une profondeur de 1cm de la surface
(fig. 7). Les graines sont traitées par 1ml de la suspension bactérienne a la base de la tige
pour chaque pot. Les plantes sont infectées aprés 24h par 1ml de la suspension sporale
d’Aspergillus niger (10° spor/ml). Les témoins sont préparés en paralléle et chaque

expérience est réalisée en quintuplicata (Omer et al., 2006).
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Les semis en pots sont maintenus dans les mémes conditions a une temperature de 16-30°C
pendant 15 jours. Deux expériences ont été alors réalisées : la premiére vise a tester le
pouvoir antagoniste des isolats bactérien, et la deuxiéme comprend le test de la stimulation

de la croissance.

Les pots sont divisés en 4 lots :

Le 1°" lot : Témoin, plantules arrosées avec de |"eau de robinet (15ml / pot) ;
Le 2°™ Jot : Témoin positif, plantules infectées (Aspergillus niger) et arrosées avec de

I"eau de robinet (15ml / pot) ;

Le 3°™ |ot : Test de contrdle de développement d’Aspergillus niger, plantules infectées et
traitées avec la suspension bactérienne puis arrosées avec de I"eau de robinet (15ml / pot) ;
Le 4°™ ot : Test de stimulation, plantules traitées avec la suspension bactérienne puis

arrosées avec de |"eau de robinet (15ml / pot).

6. Test d’antagonisme des isolats sélectionnés a I’égard d’Aspergillus

niger sur fruits de pomme

L isolat ayant montré une bonne activité antagoniste a I"égard d”Aspergillus niger, et une
variété de pomme (Golden Delicious variety) sont utilisés dans cette expérience. Le test est

réalisé comme suit :
» Sélectionner les pommes qui n’ont pas d’anomalies.

» La désinfection des pommes sélectionnées avec une immersion pendant 1 a 2 min
dans une solution a 2% d’hypocrolite de sodium, suivie d’un lavage avec I’eau distillé

stérile ensuite sécher a 1’air ambiant pendant 2 heure

» Réalisation des puits dans la zone équatoriale de la pomme (3mm largeur x 3mm de

profondeur) afin de pouvoir inoculer les suspensions sporale et bactériennes.

» Inoculation de 30 ul de la suspension bactérienne dans chaque puis et 30ul de 1’eau

physiologique pour le témoin, aprés 2 heure ajout de 15 pl de la suspension fongique.

» Transfert des pommes traitées dans des boites steriles contenant du papier absorbant

humecté avec ’eau distillé stérile (2 pommes par boite)

» Incubation a 20°C pendant 4 a 7 jours
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» Le test est réalisé en duplicata

Les différents traitements :

Témoin 1 : inoculation avec 30 pl d’eau physiologique stérile
Témoin 2 : inoculation avec 30l de la suspension bactérienne
Témoin 3 : inoculation avec 15 pl de la suspension fongique

Teste 1 : inoculation avec 30 pl de la suspension bactérienne puis ajout 15 pl de la
suspension fongique

V- ass
E‘wﬁ‘““" e

-

Figure 9 : Les différentes étapes suivies dans le test in vivo sur les pommes

1-Préparation des boites /2- Réalisation des puits /3- Inoculation des suspensions /4-Transfert des pommes
dans les boites /5- incubation.

21



Résultats et discussion



Résultats et Discussion

1. Isolement de bactéries rhizosphériques

Suite aux études et expériences réalisées dans le domaine de la recherche de nouveaux
moyens de protection et de lutte contre les agents phytopathogénes, le biocontréle s est
avéré d’un grand intérét industriel et agronomique, d’ou une nouvelle approche biologique
a été créé dans le but de 1’exploiter dans la protection et I’amélioration de la qualité des

cultures.

Dans cette présente étude, la zone rhizosphérique est choisie comme lieu de prélevement,
car c’est le lieu d’interaction entre le sol, la plante et les microorganismes. En raison de
nombre des interactions, des échanges et de compétition qui existent dans cette zone, la
probabilité d’isolement de bactéries dotées de proprietés caractérisant les agents de
biocontrdle est importante. Les isolats obtenus a partir des échantillons rhizosphériques
sont isolés sur le milieu PCA. La purification des bactéries a permet d’obtenir une diversité
de colonies différentes en terme d’aspect, de couleur, de taille et de forme, d’ou un
ensemble de 11 isolats bactériens sont selectionnés pour les tests de contrdle de quatres

champignons phytopathogenes in vitro et in vivo.
2. Mise en évidence de P’activité antifongique des isolats

L’activité antifongique des isolats obtenus a I"égard des champignons testés dans la
présente étude est évaluée par mesure des pourcentages dinhibition de la croissance
(PG1%).

La méthode suivie dans cette partie est la méthode de confrontation sur gélose, qui est une
technique qui permet d’avoir un apercu préliminaire sur 1’aptitude d’un isolat a inhiber la
croissance fongique. Les effets des isolats contre les différentes especes fongiques sont

présentés dans les figures ci-dessous.

Figure 10 : Activité antifongique de quelgues isolats sur A. flavipes
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T : Témoin

Figure 11 : Activité antifongique des isolats F3.1 et F3.2 sur Fusarium sp.

T : Témoin

\ - /"‘

Figure 12 : Activité antifongique des isolats E5, F3.1et F3.2 sur A. niger

T : Témoin

Figure 13 : Activité antifongique des isolats E5, F3.1et F3.2 sur Penicillium sp.
T : Témoin
Aprées 7 jours d’incubation, les 11 isolats obtenus ont montré une action inhibitrice envers
les quatre champignons testés (A. niger, A. flavipes, Penicillium sp., et Fusarium sp.) avec
des pourcentages d’inhibition (PGI%) qui varient selon les isolats et les champignons
testés. Les résultats des PG1% obtenus lors du test in vitro sont présentés dans les graphes
ci-dessous.
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Figure 14: Pourcentage d’inhibition de la croissance des champignons phytopathogenes

par les isolats bactériens

Les résultats obtenus ont montré que la plupart des isolats obtenus présentent un effet
antagoniste vis-a-vis les champignons phytopathogénes testés, qui se traduit par une
réduction de leur croissance par rapport au témoin (fig. 14). D apres les PG1% calculés, les
valeurs d’inhibitions les plus importantes sont enregistrés chez les 3 isolats Fs.1, Fz2 et Es
contre la plupart des champignons.

Les isolats Fz .1 et F3 2 ont montrés une forte activité contre Aspergillus flavipes avec un
PGI% >88% , suivie de Aspergillus niger ou le pourcentage d’inhibition de la croissance
par Fz1est de 69 ,04% , et pour I’isolat F3 > il est de 71 ,41% .
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Pour les deux champignons Fusarium sp. et Penicillium sp., les PGI% calculés avec
I"isolat Fz1sont: 60% et 64% , et ceux obtenus avec 1’isolat F32sont : 59 ,52% et 66 ,66%
respectivement.

Une inhibition moyenne de croissance mycélienne des trois champignons A. Niger, A.
flavipes et Penicillium sp. est obtenue avec I’isolat Es, PGI% > 43%, en revanche, cet
isolat ne présente aucune activité antagoniste contre Fusarium sp.

Les isolats E», Es et E7 2 ont montré une activité inhibitrice uniquement contre A. flavipes
et Penicillium sp avec des PGI% de A. flavipes de 54,76%, 52,38% et 61,90 %
respectivement. Et pour le champignon penicillium sp., les pourcentage d’inhibition sont :
40%, 36,66% et 43,33% respectivement. Une activité spécifique contre A. flavipes est
obtenue avec I’isolat E1 avec un PGI1% de 61,90%.

D’apres les résultats obtenus, A. flavipes est le champignon le plus sensible, suivis de
Penicillium sp. Les expériences in vitro, ont montré que parmi les 11 isolats, 81% des
isolats présentent au moins une activité antagoniste a I’égard d’un des champignons cibles
avec des PGI% > 36%. L’action antagoniste des isolats ne semble pas étre spécifique de
I’agent pathogene, elle peut étre dans certains cas a large spectre, agissent au méme temps
sur les cing champignons. Les trois isolats Fs1, Fz2 et E4 semble étre les isolats les plus
performants en raison de leur capacité a inhiber la croissance mycélienne des champignons
testés avec des taux d’inhibition variables. La différence d’intensité du pouvoir inhibiteur
de ces isolats pourrait étre liee a la nature et la quantité de substances produites par la
bactérie antagoniste, comme elle pourrait étre liée aux conditions de production des
métabolites antifongiques (composition de milieu de culture, pH, tempeérature d"incubation,
temps d’incubation). Das et al, (2015) ont rapporté dans leur étude, que des isolats
bactériens ont inhibé la croissance des trois champignons A. niger A. flavipes et Fusarium
sp., et que cette inhibition est le résultat de la production de substances antifongiques dans
le milieu de culture.

Les rhizobactéries sont connues par leur effet antagoniste comme agents de biocontrole, de
type PGPR qui représent le groupe de bactéries rhizosphériques promotrice de la
croissance des plantes. Elles sont caractérisées par leur pouvoir antifongique exprimé par
la production de métabolites antifongique et une activité stimulatrice de la croissance des
plantes qui est assurée par la sécrétion des sidérophores, la production de phytohormone, la
fertilisation du sol, etc.

La lutte biologigue contre les champignons phyto-pathogenes est un moyen de lutte naturel

qui utilise des microorganismes antagonistes isolés de I’environnement naturel dans lequel
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ils entrent en compétition avec des microorganismes pathogenes (Grzegorczyk et al, 2017 ;
Tontou et al, 2016). Il a été rapportés que les isolats rhizospheriques tels que les PGPR
sont des agents de biocontrol potentiels, grace a leur habilité a produire des molécules
antibiotiques, des COV’s, des enzymes hydrolytiques dégradant la paroi cellulaire
fongique tel que les chitinase, protéinase, cellulase, et d"autres molécules bioactives
(Adesina et al, 2007). Ces agents impliquent également d’autres mécanismes pour
contrdler les organismes phytopathogéne, comme la compétition (pour 1’espace et pour les

nutriments) la modification des caractéristiques du sol, etc.

3. Recherche de métabolites specifiques a activités antifongiques
Une serie de tests ont été effectués durant cette investigation, afin de rechercher et
déterminer les mécanismes d’activité probables, de nos isolats contre les champignons

phytopathogenes.

3.1.Production de NH3 et de 'HCN

Les résultats de la production d’HCN et d’NH3z sont présentés dans le tableau suivant.

Tableau Il : Résultats des tests de production de métabolites antifongiques

Isolats Production d’NH3 Production d’HCN
E; ++ -
E ++ -
Es +++ -
Es + -
Es + =

E7, ++ -
Fs1 + -
Fs2 + -
Ks + =
K7 + -
H2 = =

(+) : Faible production ; ( ++) : Production moyenne ; ( +++ ) : Forte production ; ( -) : Aucune production

La production quantitative de I’ammoniac est réalisée dans I’eau peptonée, apres

I"incubation et lI"ajout du réactif de Nessler, la couleur de milieu inoculé a viré au jaune
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foncé indiquant la présence de I'ammoniac dans le milieu (figure 15). La totalité des isolats

ont produits ’ammoniac, a ’exception de I’isolat Ha.

Figure 15 : Résultats de test de production de ’ammoniac comparés au témoin negatif (T)

Plusieurs auteurs, ont rapporté dans leurs études que la production d’ammoniac est 1'un des
mécanismes impliqués par les bactéries rhizosphériques pour lutter contre les organismes
phytopathogenes. (Joseph et al., 2007 ; Ahmed et al., 2008). C"est une molécules clé utilisé
dans la signalisation lors de I’interaction entre les plantes et les rhizobactéries (Becker et
al., 2002). Chang and chang, (1999) dans une étude menée dans un sol acide en présence
d’urée, ont trouvé que suite a l"activité bactérienne, le taux de NH3 dans le sol a augmenté
considérablement. Setua et Samanddar, (1980), suggerent que la production de I"'ammoniac
par les bactéries augmente le pH du sol ce qui constitue une condition défavorable pour les

champignons. La croissance de ces derniers est inhibée complétement suite a ce stress.

Le cyanure d’hydrogéne est un autre métabolite antifongique impliqué dans la lutte contre
les phytopathogene. Le virage de la couleur de papier Whatman du jaune vers I’orange ou
le marron indique la production d’HCN. Durant cette étude, aucun isolat n’a produit
I"'HCN (fig. 16).
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Figure 16 : Résultats de la production d’HCN

Les rhizobactéries sont connues pour leur capacité a produire des métabolites bénéfiques
pour la croissance et la santé des plantes, THCN par sa toxicité, il est classé parmi les
métabolites impliqués dans la protection des cultures. La production de I'HCN est une
activitt commune des espéces bactérienne appartenant aux genres Pseudomonas et
Bacillus (Kachhap et al., 2015).) L"HCN est défini comme un métabolite de biocontrole
impliqué dans la protection de nombreuses plantes contre les maladies causées par les
champignons phytopathogenes (Ramette et al., 2003 ; Jousset et al., 2006). D autres
auteurs ont rapporté que I"'HCN peut avoir un autre role qui est I"augmentation de la
disponibilité des nutriments dans le sol, par la séquestration des minéraux comme le
phosphate (Rijavec et Lapanje, 2016).

3.2.Production d"enzymes
La production d’enzymes (chitinase, cellulase, protéase) est recherchée chez 11 isolats

bactériens (Ei/E2/E4/Es/Ee/E72/F31/F32/Ka/K7/H2), les reésultats obtenus sont regroupés

dans le tableau ci-dessous.
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Tableau I11: Résultats des différents tests de d’activités enzymatiques

Isolats Chitinase Cellulase Protéase
Ei1 - - +
E> - - +
Es4 - ++++ +
Es - - +
Es - - +
E72 - - ++
Fs1 = ++ -
Fs2 - +++ -
Ks + +++ -
K7 - +++ ++
H> - - -

(+) : Faible activité; (++): Activité moyenne; (+++): Forte activité; (-): Absence d’activité

D’aprés le tableau, on note qu’un seul isolat (Kz) uniquement, produit la chitinase,
concernant les deux autres enzymes, 5 isolats (Es, Fa.1, F32, K3, K7) produisent la cellulase

et 7 isolats (E1, E2, E4, Es, Es, E72, K7) produisent la protéase (fig. 17).

Figures 17 : Aspect des résultats positif des activités enzymatiques de quelques isolats
A : Protéase ; B : Chitinase ; C : Cellulase

La production d’une enzyme par les micro-organismes est déterminée en compte tenu de sa
capacité a décomposer un substrat et a changer la couleur du milieu du culture spécifique

autour des colonies (Khanh et al, 2020).

Di Francesco et al, (2015), ont montré que la capacité des bactéries a produire des enzymes

hydrolytiques peut jouer un role important dans 1’activité antagoniste, d’aprés une
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expérience réalisée par Khanh et al, (2020) sur des bactérie appartenant au genre Bacillus
et ayant montré une activité antagoniste a I"égard de Phytophthora Infestans agent de
mildiou chez la tomate, la souche Bacillus vellezensis s’est avérée capable de produire
plusieurs enzymes, dont la chitinase, la cellulase et la protéase et elle a inhibé 88,89% de
la croissance mycélienne de Phytophthora Infestans. Les enzymes produites par cette
souche contribuent a la dégradation de la paroi cellulaire du champignon.

Dans cette étude, seul I"isolat K3 a produit la chitinase, les autres semblent avoir d autres
mécanismes pour controler la croissance des champignons. Les chitinases ont été décrite
comme des enzymes ayant la capacité de dégrader la chitine, les micro-organismes qui
produisent cette enzyme jouent un rbéle majeur dans la lutte contre les champignons

phytopathogenes dont leur paroi cellulaire contient de la chitine (Ayantola et al, 2020).

Martinez-Absalén et al, (2014) ont rapporté que la souche Bacillus thuringiensis UM96
productrice de chitinase, a pu inhiber la croissance de Botrytis cinerea. Dans une autre
expérience, les méme auteurs ont trouvé que la production de la chitinase participe
potentiellement dans la lutte contre les espéces fongiques. Velusamy et Kim (2011) ont
révélé que la souche KB3 qui a produit plus de chitinase, a inhibé la croissance de
Rhizoctonia solani. La souche pathogéne de B. cinerea a montré une sensibilité a la

chitinase pure de Streptomyces griseus (Martinez-Absaldn et al, 2014).

Les bactéries utilisent la cellulase pour décomposer la cellulose de la paroi cellulaire des
champignons phytopathogéne. Dans le domaine De I"agriculture, les cellulases secrétées
par certains Bacillus spp., ont été décrite comme une caractéristique favorisant la
croissance des plantes (Ajigbola et al, 2013). Dans notre étude, environ 50% des isolats ont
produit la cellulase. D aprés certain auteurs, le gram peut avoir un lien avec la production
de la cellulase, selon Schwarz (2001), environ 80% des bactéries cellulolytiques isolées
sont des Gram positives. Ahemad et al., (2014) et Reetha et al. (2014) quant a eux, ils ont
mis le point sur les genres qui produisent plus la cellulase, selon ces auteurs la plupart des

especes produisant la cellulase appartiennent aux genres Bacillus et Pseudomonas.

Concernant I"activité protéolytiques, 63% des isolats produisent la protéase. Les protéases
jouent un réle majeur dans les processus de la lyse cellulaire, cette enzyme se lie a la
couche externe de mannoprotéines de la paroi cellulaire, ouvrent la structure de la protéine
et exposent les couches internes de glucane et les microfibres de la chitine (Han et al,

2015). La production des protéases par bacillus spp. a été rapportée par Fergus et al,
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(1977), cette enzyme est secrétée par les bactéries pour lutter contre les champignons
phytopathogénes. L’importance de la protéase dans le bio-contrdle a été montrée en
absence d’autres enzymes comme la chitinase et la lipase. Cela signifie quune bactérie
produisant suffisamment de protéase peut contrbler la croissance des phytopathogénes,
sans avoir besoin de produire d"autres enzymes (Athman et al, 2006; Ayantola et al, 2020).
La protéase est trés importante non seulement dans 1’industrie mais aussi dans les pratiques
agricole, elle contribue a la fertilité du sol et améliore la croissance des plantes (Athman et
al, 2006).

3.3. Production de composés volatiles (COVs)
La production des substances antifongiques volatiles est réalisée par la culture des
bactéries et des champignons sur des boites séparées pour éviter le contact entre les deux
geéloses, ce qui empéche la diffusion de substances dans le milieu de culture. Seule une
substance volatile produite par la bactérie pourra donc provoquer une inhibition de la

croissance du champignon.

Les isolats testés dans ce travail ne semblent pas inhiber la croissance des champignons par
la production des composés volatiles. L activité antagoniste de nos isolats est lié a la
production des autres métabolites ou I"utilisation d"autres mécanismes de lutte, tels que la
production des enzymes hydrolytiques (protéases, cellulases, chitinase), production de
cyanure d’hydrogéne, ainsi que 1’NHs.

L’activité antifongique des COV’s est détectée d’aprés Rojas-Solis et al, (2018) chez le
genre pseudomonas, la souche Pseudomonas stutzeri a été selectionnée pour son excellente
activité antagoniste contre botrytis cinerea par production de composés organiques
volatiles (COV). Plusieurs auteurs ont étudié I'effet des molécules volatiles (HCN, NH3,
2,3-butanediol, l'acétoine, etc.) produites par les bactéries sur I'amélioration de la
croissance des plantes et leur réle dans I"induction de la résistance de ces derniéres contre
certaines maladies (Ryu et al, 2003 ; Charest et al., 2005; Wani et al., 2007 ; Ahmad et al.,
2008). Huang et al, (2012) ont rapporté que le composé volatil diméthyle disulfide
(DMDS), produit par des bactéries appartenant au genre Bacillus, stimule la résistance
systémique induit (ISR) des plantes, en particulier le mais. Ce composé a permis de

protéger les plantes contre Botrytis cinerea.
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3.4. Production d"AlA
La recherche de la production d'AlA est effectuée sur milieu LB additionné du tryptophane
et du glucose. La production de I’AIA par un isolat est traduite par l'apparition de la
couleur rose (fig. 18). Les valeurs de I’ AIA produite par les isolats sont présentées dans la

figure 19.
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Figure 18 : Aspect des résultats positifs de la production d”AlA
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Figure 19 : Les différentes concentrations d”AlA produites par les isolats bactériens

Les phytohormones sont des substances organiques indispensables pour réguler la
croissance et le rendement des plantes et jouent un réle également majeur dans I’induction
de la tolérance des plantes a divers stress biotiques et abiotiques.

D apres les résultats obtenus, tous les isolats testés produisent I"’AIA a des concentrations
variables. La production maximale de I’ATA [192 ug /ml] est obtenus avec I’isolat E7»,
suivi de I'isolat E1 [133ug/ml]. Les autres isolats montrent des productions comprise entre

8 ug /ml et 25 pg /ml.
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La concentration de I’AIA varie en fonction des souches bactériennes, généralement le
genre pseudomonas produit plus d’AIA par rapport aux autres genres bactériens (Bharucha
et al, 2013). Des concentrations proches a celle obtenus avec les deux isolats E7.» et E1, ont
été obtenus dans le travail effectué par Ahmad et al, (2008), sur I’optimisation de la
production d’acide indole acétique. Ils ont rapporté que les souches appartenant au genre
pseudomonas ont produit la meilleur quantité d’AIA avec une concentration >100ug/ml.

Contrairement a ce qui est connu auparavant, le taux de production élevé d”"AlA n’est pas
toujours bon pour la plante. Plusieurs études ont permis de confirmé cette théorie. D apres
Beneduzi et Passaglia (2011), les souches produisant des quantités faibles d"AlA,
stimulent la croissance des plantes, alors que celles qui produisent de fortes concentrations
peuvent inhiber le développement des racines. Dans une autre étude, Egamberdieva (2009),
a montré que la croissance racinaire du blé inoculé par trois souches de Pseudomonas
productrices de I"’AIA (5, 5.7 et 7.4 pg/ml) s’est amélioré avec un taux de 52%. Ces taux
sont proches de ceux obtenus avec nos trois isolats E», Es et Fz2 qui ont produit des taux de
(10,55 ; 8 et 10 pg/ml) respectivement, ce qui approuve leur utilisation comme inocula a

des semences afin d’améliorer la croissance et le rendement des plantes.

4. Effet de DP’inoculation bacterienne sur la croissance de Mais et
I’inhibition de développement d’Aspergillus niger

Dans ce travail, le test est effectué sur le mais. le champignons choisis est Aspergillus
niger et I’isolats bactérien sélectionné et F31. Ces choix sont basés sur les résultats trouvés

lors des tests in vitro.

A cause des conditions environnementales dans lesquelles le test est réalisé, le champignon
n"a pas pu infecter les cultures de mais. De ce fait I"activité antagoniste de I'isolat Fz1 n"a

pas pu étre vérifiée.

Le pouvoir des bactéries rhizosphériques a contréler les champignons phytopathogene in
vivo, a été rapporté par plusieurs auteurs. Jha et al, (2019), dans une étude sur I’effet de
deux isolats associées aux racines: Bacillus megaterium (bactérie rhizosphérique) et
Pseudomonas aeruginosa (bactérie endophyte) dans le bio-contréle d”Aspergillus niger sur
le mais, ont montré que ces deux souches utilisés comme agents de bio-contrdle ont réduit
I’incidence de la maladie sous serre et que les souches rhizosphériques étaient plus active

que les souches endophytes. Hotterbeekx et al., (2017), ont établi une relation direct chez
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le radis, entre 1’antagonisme in vitro et la réduction de la maladie par Pseudomonas in vivo.
L analyse des résultats du test de bio-contrdle, a montré que la réduction de la maladie in

Vivo était directement proportionnelle a I’inhibition de la croissance mycélienne in vitro.

Les champignons sont a ’origine de plusieurs maladies chez le mais (Owolade et al. 2005).
Plusieurs espéces d’Aspergillus peuvent infecter le mais et provoquer la pourriture de 1’épi,
A. niger produit des masses de spores noires et poudreuse qui recouvrent a la fois les
graines et les épis (Cimmyt et al, 2004; Somda et al. 2008). Le flétrissement et le retard de

croissance sont associés a la pourriture de I'épi causée par A. niger (Cimmyt et al, 2004).

Les conditions favorables pour que A. niger affect le mais sont : la sécheresse (absence de
pluie), températures élevées (26 °C a 38 °C) et humidité relative élevée (85 %) et pendant
la pollinisation et le remplissage du grain: concernant les conditions favorable a
I’apparition de la moisissure : les conditions seches et les températures €levées (26 a 28

°C) (RAP, 2014).

5. Test d’antagonisme des isolats sélectionnés a I’égard d Aspergillus

niger sur fruits de pomme

Les infections post récolte des fruits récoltés entrainent des pertes économiques
considérables, il est difficile d’estimer les pertes dues a chaque agents pathogeéne causal de
ces infections, car les blessures sont colonisées parfois par plusieurs especes fongiques
(Attrassi et al, 2005).

La pomme (malus pumila mill) est une culture nutritionnelle importante, elle est
principalement consommées sous son état frais (Madboulya et al, 2020).

Les pommes sont récoltées en début de maturation pour maximiser la durée de
conservation et la période de mise en marché, toutefois une conservation prolongée des
pommes les expose a de plusieurs agressions qui peuvent étre d’origine physiques, ou
d’origines parasitaires et fongiques (Deell et al, 2003).

Dans le but de vérifier la possibilité d utiliser nos isolats bactérien dans le biocontrol
d"Aspergillus niger, I’agent causal de la pourriture des pommes, l'isolat Fz1 est
sélectionné suite aux résultats obtenus dans les tests in vitro (inhibition de la croissance
mycélienne, et production de métabolites impliqués dans la lutte biologique).

Apres 6 jours d’incubation des fruits de pomme a 25°C dans des boites humidifiées,

les endroits inoculés avec uniquement les spores fongiques (control) ont montré un stade
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plus avancé de I’infection (beaucoup de mycélium et de spores dans les trous) par rapports

aux fruits traités. Les résultats obtenus sont montrés dans les figures ci-dessous.

Figure 21 : Aspect des pommes traitées par I"isolat F31

Figure 23 : Aspect des pommes infectées par I"agent phytopathogéne (A. niger) et traitées

par I'isolat F31

D aprés les résultats, L'isolat Fsz1 appliqué seul n’a montré aucune altération sur les

pommes ce qui indique que I’isolat testé ne représente aucune pathogenicité sur le fruit.
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Contrairement a I"agent pathogéne A. niger, qui a manifesté sa pathogénicité par des zones
de pourriture rempli de spores. Une co-inoculation des pommes avec le champignon suivie
de I'isolat F31 est effectuée pour déterminer et évaluer I’activité inhibitrice de cet isolat a
I’égard de A .Niger notamment la détermination de la sensibilité du champignon a I’isolat
Fsin vivo.

Chez les pommes traitées auparavant par l'isolat Fs1 puis infectées par I"agent pathogene,
I"isolat Fs.1 semble avoir un effet antagoniste trés intéressant, en inhibant la croissance de
presque la totalité de I"agent phytopathogene.

L application des bactéries dans le biocontrdle des champignons phytopathogénes in vivo a
été rapporté par plusieurs auteurs (Bensidhoum et al., 2015 ; Fan et al, 2017 ; Rai, 2017 ;
Tabli et al., 2018).

Dans une étude similaire a notre étude sur Ieffet antagoniste de Bacillus_contre la
pourriture des pommes, Fan et al, (2017) ont rapporté que cet souche a également controler
efficacement I"agent pathogéne A. niger. Rai (2017) a monté que L’antagoniste P.
protegens-RhiNA a exprimé une forte activité inhibitrice vis-a-vis développement de B.
cinerea sur les fruits de pomme. Lopez-Gonzalez et al, (2021) ont montré que les deux
souches Bacillus spp. Q11 et Bacillus subtilis subsp. spizizenii M24, ont inhibé
complétement la croissance de Penicillium expansum sur les fruits de pomme (Golden
Delicious variety).

Le potentiel antagoniste de I'isolat Fz1, pourrait étre attribué a la compétitivité de ce
dernier, sur les nutriments et 1’habitat par rapport a 1’agent pathogene. D autres
mécanismes peuvent également étre a l'origine de cette activité comme la production
d’enzymes hydrolytiques qui entrainent la réduction de la croissance fongique, comme il a
été rapporté par Sharma et al, 2009). La production de fengycine, un lipopeptide bioactif
produit par le genre Bacillus, est un autre mécanisme impliqué dans le contrble des
champignons filamenteux (Deleu et al, 2005). D’aprés Fan et al (2017), la fengycine
produite par Bacillus joue un role majeur dans I’inhibition du développement du

champignon phytopathogéne Botryosphaeria dothidea.
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Conclusion

L utilisation des microorganismes dans la lutte contre les agents phytopathogenes est une
approche biologique considérée ces derniéres années comme une alternative prometteuse a

I"utilisation excessive des produits agrochimiques.

Le présent travail rentre dans le cadre de la recherche et de la sélection d’un ensemble
d"agents biologiques potentiels en vue de leur utilisation dans le domaine agricole.

L’activité¢ antifongique montrée par la majorité de nos isolats obtenus dans ce travail
(F31;F32.Es.E2;Es:E72:E1) est remarquable. Les résultats des tests in vitro ont montré que
81% des isolats présentent une activité antagoniste a 1’égard d’au moins un des
champignons testés (Aspergillus flavipes, Aspergillus niger, Fusarium sp. et Penicillium

sp.), avec des PGI1% qui varient entre 36% et 89%.

Les résultats de la production de metabolites a activité antifongiques a montré que la
majorité des isolats produisent le NH3, la protéase et la cellulase, ainsi que I'AlA. La
chitinase est produite seulement par I"isolat K3. Concernant le cyanure d”hydrogene, aucun

des isolats ne le produit.

Concernant le test visant a vérifier Effet de 1’inoculation bactérienne sur la croissance de
Mais et I’inhibition de développement d’Aspergillus niger, I"activité antagoniste de I"isolat
Fs1n"a pas pu étre veérifiée, a cause des conditions environnementales dans lesquelles le

test est réalisé (le champignon n"a pas pu infecter les cultures de mais).

Les résultats de I"activité antifongique sur les pommes ont montré que I'isolat Fs1 in vivo
présente un effet antagoniste tres intéressant, en inhibant la croissance de presque la totalité
de I"agent phytopathogene (Aspergillus niger).

L’effet antagoniste de ces isolats laisse entrevoir des perspectives d’application dans les

domaines de I"agriculture et de I"alimentation.

A T’issue de ce travail, nous émettons quelques réflexions et recommandations sous forme
de perspectives pour I’amélioration et une meilleure exploitation des isolats bactériens

sélectionnés :
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Etudier [Deffet antagoniste des isolats actifs a 1’égard d’autres champignons et

bactéries phytopathogénes, in vitro et in vivo.

Reéaliser une identification moléculaire des substances bioactives produites lors de
la réaction antagoniste

Caractériser et identifier les isolats bactériens
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Annexe | : (PBS) Tampon phosphate salin

Compositions

Quantité en (g\l)

NaCl 8
KCI 0,2
KH,PO4 0,24
NaHPO, 1,44
pH 7.0+£0,2
Annexe I1: Les milieu de cultures en (g\l)
% Gélose de dénombrement (PCA)
Compositions Quantité
Tryptone 5
Glucose 1
Extrait de levure 2,5
Agar 12
pH 7.0+0,2
«» Le milieu Potato Dextrose Agar (PDA)
Compositions Quantite
Pomme de terre 200
Glucose 20
Agar 15
pH 5,4+ 0,2
+» Bouillon nutritif (BN)
Compositions Quantite
Peptone 10
Extrait de levure 5
Chlorure de sodium 5
pH 7 2+0,2




Annexes

«» Gélose nutritive (GN)

Compositions Quantité

Peptone 5

Extrait de viande 1

Extrait de levure 2

NaCl 5

Agar 7,5

pH 7,2+0,2
+« Luria bertani(LB)

Compositions Quantite

NaCl 4

Tryptone 10

Extrait de levure 5

Agar 8

pH 7,3+0,2
+ Eau peptonée (EP)

Compositions Quantite \ml

Peptone de caseine 1

Extrait de levure 5

NaCl 5

Tween 1

Annexe I11: Courbe d étalonnage de I'AlA
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Résumeé :

Les bactéries de la rhizosphére jouent un rdéle important dans la lutte contre les
champignons phytopathgénes. Notre étude a porté sur la recherche et la sélection de
bactéries rhizosphériques a pouvoir antifongique. onze isolats (E1/E2/E4/E5/E6/E7.2/F3.1
/F3.2 | K3/ K7/H2) ont été isolés a partir de la rhizosphere de la tomate prélevés dans la
wilaya de Béjaia (Seddouk ouadda). Les isolats sont testé pour leur pouvoir antagoniste a
I’égard de quatre champignons phytopathogéne (Aspergillus niger, Aspergillus flavipes
,Fusarium sp. et pénicillium sp. ). Ils sont également testés pour leur capacité a produire
des substances antifongiques (HCN, NH3), enzymes hydrolytiques (chitinase ; cellulase et
protéase) et I"’AIA. Le meilleur isolat (Fs1) est sélectionné pour les test in vivo. Les
résultats des tests in vitro ont montré que 81% des isolats présentent une activité
antagoniste a I’égard d’au moins un des champignons testés. Les résultats de la production
de métabolites a activité antifongiques a montré que la majorité des isolats produisent le
NH3, la protease et la cellulase, ainsi que I"’AlA. La chitinase est produite seulement par
Iisolat K3. Le cyanure d"hydrogéne, aucun des isolats ne le produit. Concernant le
biocdntrole de développement de I"Aspergillus niger sur les pommes, I"isolat Fz1 in vivo
présente un effet antagoniste trés intéressant, en contrélant la croissance de presque la
totalité de I"agent phytopathogéne.

Mots clés: Agents de biocontrole ; Champignons phytopathogénes; Métabolites
antifongiques ; rhizobactéries ; pommes

Abstract:

Rhizobacteria play an important role in biocontrol of phytopathogenic fungi. This present
work was focused on the research and the selection of rhizospheric bacteria with antifungal
power. Eleven isolates (E1/E2/E4/ES5/E6/E7.2/F3.1 /[F3.2 | K3/ K7/H2) were isolated from
the rhizosphere of tomatoes collected from Bejaia (Seddouk ouadda). The isolates were
tested for their antagonistic power against four phytopathogenic fungi (Aspergillus niger,
Aspergillus flavipes, Fusarium sp. and penicillium sp.). They are also tested for their
ability to produce antifungal substances (HCN, NH3), hydrolytic enzymes (chitinase;
cellulase and protease) and 1AA. The isolate Fs1 was selected for in vivo experiments. The
results of in vitro tests showed that 81% of the isolates showed antagonistic activity against
at least one of the tested fungi. The results of the production of metabo lites with antifungal
activity showed that the majority of the isolates produced NH3, protease and cellulase, as
well as IAA. Chitinase is produced only by the isolate K3. Hydrogen cyanide, it isn’t
produced by any isolats. Concerning the biocontrol of the growth of Aspergillus niger on
apples, the isolate Fz1 exhibits a very interesting antagonist effect in vivo, by controlling
the growth of almost all of the phytopathogenic agent.

Key words: Biocontrol agents, phytopathogenic fungi, Antifungal metabolites, Rhizobacteria ;
apples.
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