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Introduction

Depuis plusieurs décennies, les maladies des plantes sont connues pour leur effet
dévastateur sur les récoltes a petite et a grande échelle (Agrios, 2005). Les agents
phytopathogénes, notamment les bactéries, les champignons, les insectes, les nématodes, les
virus et les protozoaires, sont les principales causes des maladies des plantes (Borriss, 2011 ;
Corbez, 1990). L’inquiétude envers les maladies phytopathogenes devient de plus en plus
grave du fait de I’extension des cultures intensives (Seitz et al.,1982; Alderman et al., 1996).
On estime qu’environ un tiers des ressources alimentaires sont détruites chaque année en

raison de I’attaque par les agents pathogeénes (Borriss, 2011).

La majorité des maladies des plantes sont causées par les champignons
phytopathogénes qui réduisent de facon importante la productivité des cultures dans le monde
entier. Pour lutter contre ces maladies, ['utilisation croissante et inconsciente de substances
chimiques dans les sols peut entrainer plusieurs effets négatifs. En outre, I’efficacité des
fongicides chimiques est souvent compromise par 1’émergence de pathogeénes résistants,
I’accumulation de résidus chimiques nocifs dans I’environnement, et leurs effets néfastes sur

les organismes non ciblés (Gerhardson, 2002 ; Nagorska et al., 2007 ; Belhadi et al., 2016).

Les inconvénients de la lutte chimique rendent nécessaire et urgent de rechercher une
méthode de lutte alternative écologique et durable, et donc d’une méthode de lutte biologique.
Un certains nombre de travaux (Nabti et al., 2014 ; Bensidhoum et al., 2015 ; Bensidhoum et
al., 2016 ; Tabli et al., 2018 ) ont démontré 1’impact de certains microorganismes bénéfiques
tels que les bactéries/rhizobactéries dites promotrices de la croissance des plantes (PGPB/R)
pouvant constituer une solution alternative prometteuse afin de réduire I"application des

produits chimiques et d’améliorer la santé des plantes.

C’est dans cette optique que ce travail est dirigé, il s’agit d’un isolement de bactéries a
partir d’un puits d’irrigation d’intérét agricole du village de Djebira (Wilaya de Béjaia), pour
la mise en évidence des caracteres de production de molécules antifongiques et stimulatrices

de la croissance des plantes.



Introduction

Le présent manuscrit est scindé en deux parties :
- la premiére partie est consacrée pour une synthese bibliographique qui comprenant un
ensemble de données sur les champignons phytopathogenes, les moyens de lutte et sur les
bactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPB) ;
- la seconde partie est réservée aux matériel et méthodes utilisés dans cette investigation

ainsi qu’a la présentation et discussion des résultats obtenus lors de ce travail.

Enfin, le présent travail fini par une conclusion retragant I’ensemble des résultats

obtenus.
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Chapitre | Les champignons phytopathogenes

1- Introduction
Les champignons sont des organismes vivants eucaryotes, uni ou
pluricellulaires (Dufresne, 2021). lls sont réunis au sein du regne des Fungi, la majorité
appartiennent aux basidiomycetes, ascomyceétes, chytridiomycete et zygomycétes (Gonzalez-
Fernandez et al., 2010). IIs sont caractérisés par I’absence de chlorophylle (Botton et al.,
1990) et un mycélium formé de filaments nommés hyphes (Corbez, 1990). Etant thallophytes,

leur appareil végetatif est dépourvu de racines, tiges et feuilles (Botton et al., 1990).

Organismes hétérotrophes, les champignons se nourrissent par absorption en tirant
leur énergie de la matiére organique en décomposition, sont majoritairement des saprophytes
(Boucht, 2005) ayant une paroi cellulaire composée de chitine et de glucanes (Dufresne,
2021).

La plupart des champignons possedent deux modes de reproduction qui se fait
grace aux spores de facon sexuée; se reproduisant souvent en fin de cycle, ou asexuée ;
assurant la propagation, elle permet de produire un grand nombre de spores assurant
I’extension secondaire des maladies lors du développement explosif des épidemies dans les

cultures en végétation active (Schiffers, 2011 ; Corbez, 2021).

Les champignons phytopathogenes sont la cause principale de 70% des
pathologies végétales (Deacon, 2005). Ils utilisent divers stratégies, certains tuent leurs hotes
et s’en nourrissent, tandis que d'autres colonisent les tissus vivants (Doehlemann et al., 2007).
De plus, durant leur cycle d’infection, ils produisent plusieurs composants essentiels comme

les enzymes, toxines... qui sont appelés « facteurs de pathogenicités » (Fernaldez, 2007).

2- Principaux genres de champignons phytopathogénes
2-1- Aspergillus sp

Le genre aspergillus est classé dans la division des deutéromyceétes, cependant
certaines formes sexuées appartiennent a la division des ascomycétes. Il comprend pres de
180 espéces. Il représente I’'un des genres de microchampignons les plus importants d’un
point de vue économique (Geiser et al., 2007). Ces champignons, sont polyphages (Botton et
al.,1990), parfois pathogenes pour I’homme, les animaux et les végétaux, et susceptibles de

produire des métabolites toxiques. (Botton et al., 1990 ; Gauthier, 2016).
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Les especes d’Aspergillus sont des moisissures saprophytes ; omniprésentes dans
le monde. Elles ont pour caractéristiques ; des filaments hyalins (clairs), cloisonnés et sont
haploides. Elles sont thermophiles et peuvent, pour certaines espéces, tolérer des temperatures
de 70°C (Desoubeaux et al., 2010).

Ci-dessous sont décrites deux especes pathogenes d’aspergillus qui causent des

maladies cryptogamiques :

2-1-1- Aspergillus niger

Aspergillus niger est une espece fongique d’une grande importance industrielle, il est
¢conomiquement important en tant qu’organisme de fermentation utilisé pour la production
de I’acide citrique (Baker, 2006) et dans la production de plusieurs enzymes telles que les
amylases, les pectinases et les protéases (Niermanet al., 2002).

Ce champignon est I’'une des espéces les plus communes dans le sol, plantes, aliments
et fréquemment retrouvé comme contaminant des cultures (Desoubeaux et al., 2010).1l pousse
rapidement (2a3 jours) a une température optimale qui varie généralement entre 25 et 30 °C.
En revanche il peut se développer jusqu'a 42°C (Tabuc, 2007).

Les colonies sont plates, souvent sillonnées radialement granuleuses, initialement
blanches a jaune, devenant noires a revers créeme ou jaune pale (Gugnani, 2003). Aspergillus
niger est responsable de la pourriture post-récolte des fruits frais, y compris les raisins ; dans
lesquels il constitue un agent principal de la pourriture des grappes a aspergillus, les pommes,
poires, péches, agrumes, figues, fraises, mangues et melons et pourriture noire des oignons
(Hocking, 2006).

2-1-2- Aspergillus flavipes
Cette souche fongique se caractérise par une certaine nuance de jaune avec une
couleur souvent confinée a la couche externe, elle a une téte en forme de tonneau a la
colonnaire lorsqu’elle est bien développée, blanche ou devenant lentement de nuance de
vineux. (Charles et al., 1945). C’est un champignon cosmopolite, se retrouvant dans les sols,
et les végétaux en decomposition, qu’il peut, dégrader en raison de son activité cellulolytique
(Botton et al., 1990).
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2-2- Penicillium sp

Penicillium est 'un des champignons les plus courants, ubiquitaire et cosmopolite
(Visagie et al., 2014). Il est majoritairement saprophyte, filamenteux, polyphage. Sa
croissance est optimale a des températures modérées et est capable de croitre a des activités de
I’eau inférieure a 0,9 (Pitt, 2002). Il est responsable de la décomposition des matieres
organiques, ou il provoque des pourritures en tant qu’agent pathogéne (Visagie et al., 2014).
I1 est estimé qu’il regroupe actuellement 483 espéces, un nombre en constante augmentation
au fur et a mesure de la révision de sa taxonomie (Houbraken et al., 2020).

Les colonies matures de Penicillium sont caractérisées par la production d’un
grand nombre de conidiospores seches, qui sont genéralement gris-vert a bleu-vert, mais aussi
pour certaines especes : jaune, orange, chamois, rose et rouge (Moss, 1987 ; Tabuc, 2007).

Diverses especes sont cultivees au niveau industriel pour la fabrication de
fromages, la production de métabolites tels que 1’acide gluconique, les pénicillines ou la

griséofulvine. Ils peuvent en outre produire de dangereuses mycotoxines (Botton et al., 1990).

2-3-Fusarium sp

Le genre Fusarium a été décrit pour la premiere fois en 1809 par Link. Le nom
« Fusarium » fait référence a leurs spores en forme de fuseau, de canoé ou de banane (Heit,
2015). Le mycélium aérien est parfois cotonneux, les colonies présentent souvent des couleurs
vives, au recto et au verso de la gélose, avec parfois des pigments diffusibles (Summerell et
al., 2003). En ce qui concerne le thalle, il a une croissance généralement rapide et présente
une couleur blanche a créme, jaune, brunatre, rose, rouge, violette ou lilas (Botton et al,.
1990).

Fusarium est un genre ubiquitaire et cosmopolite de champignons, se sont des
ascomycetes filamenteux, présents au sein de tous les types de matrices. Ils peuvent étre
retrouves dans les sols, a la surface des végétaux ou de leurs débris et dans la poussiére de
I’air (Dignani et Anaissie, 2004 ; Palmero et al., 2011). Le genre comprend prés de 40
especes, souvent largement répandues, nombreux sont des phytopathogenes (Botton et al.,
1990).

Le genre Fusarium a une température de croissance optimale comprise entre 25 et
30°C, cependant il peut résister a un spectre plus large allant de 5 a 37°C (Heit, 2015). Bien
connu pour son réle important en phytopathologie (Messiaen et Cassini, 1968), il est ainsi

responsable d’importants dommages sur les cultures céréali¢res aboutissant a la destruction de
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nombreuses récoltes (Nelson et al., 1994), avec possibilité de produire de dangereuses toxines
(Botton et al., 1990).

2-4- Botrytis sp

Ce champignon est un ascomycéte hétérothallique. Les especes de Botrytis sont
parmi les pathogenes végétaux et les saprophytes les plus omniprésents (Lepoivre, 2003 ;
Nasraoui, 2008). Le genre Botrytis comprend 22 espéces dont la plupart ont un spectre
d’hote restreint (Jarvis, 1977).

Il est formé d’un mycélium septé qui a une forme de grappe (Lepoivre, 2003 ;
Nasraoui, 2008) avec un thalle a croissance trés rapide, d’abord blanc puis gris a brin-noir
(Botton et al,. 1990). Parmi les conditions favorables au développement de ce champignon,
sont retrouvées une humidité dite relativement importante ou idéale d’au moins 90%, et une
température optimale de 18 a 20°C (Blancard et al., 2021).

A la frontiére du saprophytisme et du parasitisme, le champignon phytopathogéne,
ubiquiste, Botrytis cinerea est responsable de la pourriture grise, pouvant entrainer la
destruction partielle ou totale de la plante hote, est un microorganisme polyphage, qui cause
d'énormes dégats en agriculture. La maladie causée par celui-ci est économiquement

redoutable et importante car il touche plus de 230 espéces de végétaux (Ajouz, 2009).

3- Maladies des plantes
3-1-Définition

Une maladie se définie comme étant une anomalie dans la structure ou la fonction
d’une plante causée par un facteur irritant continu (agent causal ou agent pathogéne) (Bruno
Schiffers, 2011), mais aussi comme un déséquilibre phénologique accompagné par
I'apparition de symptdmes spécifiques (Rouag, 2022).

Ces maladies sont causées par des micro-organismes qui vivent comme des parasites
sur les plantes, provoquant sur celles-ci des nécroses, pourritures séches ou humides,
transformation d’organes et plus, entrainant souvent la mort de 1’organe attaqué et méme la
plante toute entiére.

Parmi ces parasites végétaux, on peut citer :
e Les cryptogames (champignons, algues, lichens) qui sont responsables des
maladies cryptogamiques.
e Bactéries : responsables des maladies bactériennes.
On rattache également a ces groupes, les affections causées par les virus (maladies a

virus ou viroses des plantes), les dégats causés par les parasites ou semi parasites, les dégats
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causés par les plantes spontanées qui vivent en concurrence avec des plantes cultivées et
enfin, les maladies alimentaires (maladies de carences) (Bouhot et al., 1965).

Les maladies peuvent étre divisées en deux principaux types de stress qui peuvent
affecter les plantes ; le stress due aux facteurs abiotiques (non infectieux) et le stress due aux

facteurs biotiques (infectieux).

» Stress abiotique
Le stress abiotique résulte de I’action des facteurs environnementaux défavorables,
nutritionnels, mécaniques ou autres (ex : tassement du sol, pollution de I’air, arri¢re effet
d’herbicide, fumure inadaptée, carences nutritionnelles, exces d’engrais, irrigations inadaptées
—ex : pourriture apicale sur les tomates, coups de soleil fréquent sur les melons par exemple)

et ne peuvent étre transmises a des plantes saines (Schiffers et al., 2011).

» Stress biotique
Le stress biotique englobe les attaques d’organismes vivants phytopathogénes comme
les insectes, les champignons, les bactéries, les virus, les mycoplasmes et les rickettsies qui
sont transmis par divers vecteurs (vent, eau, contacts entre végétaux, nématodes, etc.) a
d’autres plantes saines, ou étre présents dans le sol, provoquant ainsi la maladie chez les
nouveaux hotes sensibles (Schiffers et al., 2011).

Pour qu’une maladie d’une plante se développe, trois composantes sont
nécessaires: la plante et le pathogene doivent se mettre en contact et interagir, les conditions
de I’environnement doivent étre favorables. La plante peut étre plus ou moins résistante,
sensible, jeune, agée. Le pathogéne peut étre plus ou moins virulent, actif, dormant. Les
conditions de I’environnement peuvent affecter plus ou moins la croissance, la sensibilité et la
résistance de la plante héte, la multiplication, le degré de virulence et la dispersion du
pathogéne. L’interaction plante, pathogéne et environnement est généralement considérée
comme formant un triangle appelé «le triangle de la maladie» dont chaque cO6té représente

I’une des trois composantes (Nesraoui, 2008).

3-2-Symptdmes

Un symptdme est la présence visuelle de la maladie sur la plante causé par un
agent pathogéne (Knudsen, 2013).

Le tableau ci-dessous presente quelques maladies causées et les agents

responsables correspondants :
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Tableau 01 : Quelques maladies des plantes et les agents causals

Agent pathogéne Plante Maladie Références Figures
Raisin, vigne,
L plantes cu_It_lvees, Pourriture | Bulit et Lafon,
Botrytis cinerea arbres fruitiers, :
grise (1970)
plantes
maraicheres.
Sclerotinia Salade Maladie du | Soursac,
libertinia collet (1922)
Pnytophthora _— Henfling,
infestans Pomme de terre Mildiou (1978)
Fusarium Palmier a Phuile | 1S3M0S€ | ponard, (1989) |
oxypsarum vasculaire
. .. s ) Rochat et al.,
Septoria arpiicola | Céleri septeriose (2020)
Aspergillus niger Mais, oignon M(_)isissure Pal et al.,
' noire (2014)
- Ustilago segetum | - BIé
var triciti
- Ustilago segetum | - Avoine Charbonnu | Nesraoui,
var avenae des cereals | (2008)
- Ustilago segetum | - Orge
var nuda
Pyhtium ultimum Fonte des Khan et al.,
Betterave semis (1997)
Phytophtora Eramboise ourridie Valois et al.,
fragariae var rubi P (1996)
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1- Moyens de lutte
Différentes approches sont disponibles afin d’exclure ou réduire les pathogenes des
plantes. Les méthodes utilisées pour maitriser les maladies des plantes varient en fonction de
la plante héte, du type de pathogéne, de I’interaction entre les deux, ainsi qu’une gamme
d’autres facteurs, y compris les conditions environnementales. Le but final est de combattre
les phytopathologies et alors d'accroitre et améliorer la quantité de la production agricole. La
plupart des méthodes visent a protéger les plantes contre les pathogenes plutét que de les
guérir une fois qu’elles ont été infectées (Nasraoui, 2006). Parmi ces méthodes nous pouvons
citer ; la lutte physique, la lutte culturale, la lutte intégrée, la lutte chimique et la lutte
biologique.
1-1- Lutte physique
Les méthodes de lutte physique incluent toutes les techniques dont le mode d’action
primaire ne fait intervenir aucun processus biologique, biochimique et toxicologique (Vincent
et al., 2001).C’est une technique simple qui vise a détruire les organismes vivants nuisibles
(ravageurs, champignons, bactéries, virus, ...) a l’aide certains processus comme : les
désinfections des sols a la vapeur, 1’élévation de la température du sol grace a I’énergie solaire
(Charbier et al., 2007) et I’utilisation des différents types de pi¢ges pour capturer les mouches
et les larves (Gagnon, 2000).

1-2- Lutte culturale

La lutte culturale est certainement la méthode la plus ancienne visant a gérer la
population des ravageurs (Dr Stuart, 1989).Elle est généralement caractérisée par les
modifications des conditions édaphiques et climatiques comme le pH, la température,
I’humidité du sol...etc. Les pratiques de lutte culturales pouvant réduire les maladies des
plantes comprennent la fertilisation, l'irrigation, l'assainissement, le travail du sol et
I’amélioration des conditions de croissance des cultures afin de maintenir les conditions
favorables pour la croissance de la plante pour la rendre mieux résistante aux bio-agresseurs
(Chabrier et al., 2007 ; Niwas, 2021).

Le contréle cultural implique fréguemment des variations de pratiques horticoles,
sylvicoles ou d’¢élevages standards. Sa simple planification et le faible colt sont les principaux
avantages des stratégies de cette méthode (Meyer, 2003). Parmi ses inconvénients, elle
nécessite une planification a long terme pour mieux connaitre les ravageurs visés (Gagnon et
al., 2000).Cependant, avec le développement des pesticides synthétiques, ces contrdles ont été

abandonnés et dévalorisés car ils sont préventifs et non pas curatifs ( Dr Stuart, 1989).
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1-3- Lutte integrée

La lutte intégrée est une stratégie basée sur I’expérimentation et 1’observation qui
permet de controler les cultures en harmonie avec leur environnement. Elle prend en
considération toutes les méthodes de protection des plantes disponibles (mécaniques,
chimiques et biologiques) (Adli, 2017). Elle se caractérise par une action de lutte contre
les organismes ravageurs (oiseaux, rongeurs, acariens, insectes, champignons, bactéries,
virus,...) en utilisant tous les moyens possibles et compatibles entre eux afin de les
maintenir sous un seuil économique acceptable (Firlej et Vanoosthuyse, 2001), elle
permet de réduire au maximum les risques pour la santé humaine et I’environnement
(Guyader ,2020), et assurant la rentabilité et la viabilité a long terme de l'agriculture

commerciale (Meyer, 2003).

1-4- Lutte chimique
La lutte chimique consiste a effectuer des traitements a base de produits chimiques
pour défendre les végétaux contre leurs ennemis, en outre elle se définie par 1’utilisation de
fongicides, pour détruire, affaiblir, ou réeprimer le champignon (Ajouz, 2009 ; Lachuer, 2010).
La lutte chimique contre les champignons phytopathogénes est largement utilisée et
s'est révélée depuis toujours une méthode de lutte efficace et indispensable (Leroux, 2003;
Pezet et al., 2004). Elle concerne essentiellement les champignons responsables des maladies

fongiques des plantes.

1-4-1- Fongicides

Plusieurs stratégies chimiques permettent de lutter contre I’invasion d’une plante par
un champignon, de facon directe ou indirecte. En effet, la plupart des fongicides affectent
directement des fonctions essentielles, comme ceux qui réduisent la production d’énergie
cellulaire, suite généralement a un effet sur les processus respiratoires. D’autres agissent sur la
synthése des constituants du champignon ; il en existe ceux qui affectent la biosynthése de
composants majeurs, comme des glucides (exemple : chitine), des lipides (exemple :
phospholipides, stérols), des mélanines, des acides aminés (exemple : méthionine), des
protéines ou des acides nucléiques. D’autres substances ont encore pour but la

désorganisation des cellules et leurs divisions au sein des tissus fongiques (Leroux, 2003).

10



Chapitre 11 L es moyens de lutte

1-4-2-Pesticides

Depuis la deuxiéme guerre mondiale, 1’utilisation des pesticides de synthése est
généralisée et intensifiée. Synthétisés a faible colt, ces pesticides étaient facilement
disponibles et utilisables. Leur utilisation a été pour plusieurs années fulgurantes (EImhirst,
2006).

Un pesticide est défini de la fagon suivante par ’EFSA (European Food Safety
Authority) : « Substance utilisée pour éliminer ou lutter contre des organismes nuisibles,
notamment des organismes porteurs de maladies, des insectes, des animaux et des plantes
indésirables ».

Au cours des derniéres décennies, I’application d’engrais chimiques, pesticides,
herbicides et fongicides était I’outil dominant pour améliorer la croissance des plantes et
contréler la propagation des agents pathogenes. Cependant, une telle approche a conduit a la
dégradation des sols. En effet, ce type de traitement peut entrainer, d’une part, des risques
pour I’homme et les organismes non ciblés, d’autres part, une émergence de résistance des
populations de phytopathogenes(Leroux, 2003 ; Pal et Gardener, 2006).

Toutes ces conséquences nefastes et leur médiatisations ont entrainé une prise de
conscience et craintes, ainsi la recherche de méthodes non chimiques de contréle des
maladies continue de gagner en importance (Smeesters et al., 2000 ; Whipps et al., 2009). Les
phénomenes de résistance constituent un probleme dans la lutte contre les phytopathogeénes,
justifiant ainsi l’intérét actuel pour 1’étude de méthodes alternatives a la lutte chimique
(Ajouz, 2009).

1-5- Lutte biologique
En agriculture biologique, les produits agricoles doivent étre obtenus sans utilisation
de produits chimiques de synthése. Ainsi, en ce qui concerne la défense des végetaux, seuls
les moyens biologiques, les moyens culturaux et les pesticides a base de substances naturelles
sont autorisés (Lachuer, 2010).

La lutte biologique est faite pour I’encouragement des ennemis naturels dans le but de
réduire 1’utilisation des pesticides, et vers une exploitation agricole intégrée et respectueuse de
I’environnement (Smeesters et al.,2000).

Elle est largement définie comme étant :"Toute action mettant en jeu des organismes
modifiant I'hdte, y compris les méthodes culturales, qui permettent de diminuer, par voie
directe ou indirecte, les dommages causés par un parasite" (Corbaz, 1990).

Plusieurs définitions sont données, mais on citera ici la définition officielle par I'OILB

(Organisation Internationale de la Lutte Biologique) qui stipule que la protection biologique
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est « l'utilisation d'organismes vivants pour prévenir ou réduire les dégats causés par des
ravageurs ».

Le principe de la lutte biologique est base sur I'exploitation par I'hnomme et a son
profit d'une relation naturelle entre deux étres vivants:

- la cible (de la protection) qui est un organisme indésirable, pathogéne ou
ravageur d'une plante cultivée, mauvaise herbe, etc.

- Il'agent de protection (ou auxiliaire dans le cas des ravageurs) est un organisme
différent, le plus souvent un parasite (ou parasitoide) qui est un prédateur ou un agent
pathogéne du premier, qui le tue a plus ou moins breve échéance, éventuellement en s'en
nourrissant, ou tout au moins qui limite son développement (Ajouz, 2009).

La lutte biologique connait ces derniéres années un regain de popularité dd en
partie & un certain échec de la lutte chimique. Les traitements chimiques tels que les
fongicides donnent de bons résultats a court terme mais a long terme, leur accumulation ou
I’accumulation de leurs résidus dans l'environnement représente un danger qu'on ne peut plus
négliger. Par contre, la lutte biologique a une efficacité relative et demande plus de
connaissances et d'observations, mais a long terme, elle est beaucoup plus intéressante sur le

plan environnemental et économique (Corbaz, 1990; Toussaint, 1996).

1-5-1- Intérét de la lutte biologique dans le contr6le des maladies

phytopathogénes

En plus de son rdle dans la restauration de la biodiversité dans les écosystémes, la lutte
biologique présente un réle important dans le contr6le des maladies phytopathogénes. Les
stratégies de cette lutte contre ces maladies reposent sur la résistance génétique, la gestion de
la plante et son environnement et les pesticides de synthese (Emmert, 1999),en utilisant les
micro-organismes comme moyens pour diminuer la pollution (Lehlali et al., 2022), cela
contribue a réduire 1’utilisation des pesticides chimiques au strict minimum pour minimiser
les conséquences néfastes sur la santé humaine et sur I’environnement (Emmert, 1999 ; Singh,
2002).

Le secret de la lutte biologique est de connaitre les interactions écologiques qui se
déroulent dans I’environnement du sol et les racines pour prédire les conditions nécessaires
pour que cette lutte soit réalisée, sachant qu’il ya une certaine spécificité entre ces interactions

plante-sol-microbe pour la suppression de la maladie (Whipps, 2001).
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1-5-2- Microorganismes les plus utilisés dans la lutte biologiques

Plusieurs microorganismes ont été utilisés dans le controle des maladies
phytopathogénes (Errakhi, 2008) (Tableau 02). Des genres bactériens tels que Bacillus,
Pseudomonas, Serratia et Arthobacteron fait leurs preuves dans le contrle des maladies
fongiques, les bactéries de la rhizosphére sont d’excellents agents pour contrdler les agents
pathogénes des plantes transmis par le sol (Ashwini et Srividy, 2014). Les bactéries a Gram
negatif, en particulier les souches de Pseudomonas sont capables de contrbler de fagon
significative un certain nombre de maladies fongiques, bactériennes et nématodes (Ganeshan
et Manoj Kumar, 2005). lls colonisent de maniére compétitive les racines des plantes et
stimulent la croissance de ces derniéres, et réduisent également 1’incidence des maladies
causées par les phytopathogenes.

Les Pseudomonas agissent par difféerents mecanismes; comme la production
d’antibiotiques, de sidérophores, du cyanure d’hydrogéne (HCN) et par inactivation des
enzymes de 1’agent pathogene (Ganeshan et Manoj Kumar, 2005 ; Ashwini et Srividy, 2014).
De nombreuses publications ont fait écho a des essais réalisés en serre ou au champ, montrent
I’intérét potentiel des Pseudomonas fluorescents non pathogeénes en tant qu’agents de lutte
biologique contre les pathogénes responsables des maladies de plantes (Whipps, 2001 ;
Weller et al., 2002 ; Tabli et al., 2018), cependant, les rhizobactéries du groupe Pseudomonas
spp. fluorescents ont été amplement utilisées dans le bio-contréle des pathologies végétales
d’origine tellurique vis-a-vis de Fusarium oxysporum (Benchabane et al., 2011).

De leur coté, les espéces de Bacillus ont prouvé leurs efficacités comme étant 1’un
des principaux groupes de PGPR. Bacillus est le genre bactérien clé ayant montré le plus
grand potentiel pour le contréle de la maladie botrytique causée par Botrytis sp, et cela via la
sécrétion d'enzymes lytiques, de sidérophores, d'antibiotiques, compétition pour I'espace et les
nutriments, stimulation des défenses des plantes et combinaison de plusieurs mécanismes
(Bensidhoum et al., 2015). Selon Srividya et Ashwini, une étude préliminaire en 2012, a
révélé qu’une certaine souche de Bacillus subtilis isolée de la rhizosphére du piment, a montré
un antagonisme a large spectre contre de puissants phytopathogénes bactériens et fongiques,
et ceci grace a la production de trois enzymes myecolitiques (la chitinase, la glucanase et la
cellulase) a des niveaux appréciables. Une multitude d’essais et d’expériences de I’utilisation
de ces trois enzymes pendant cet itinéraire, afin d’aboutir et de déterminer le role concerté de
celles-ci dans I’antagonisme de B. subtilis contre 1’espéce fongique Colletotrichum

gloeosporioides (Srividya et Ashwini 2014).

13



Chapitre 11 L es moyens de lutte

Parmi les champignons les plus utilisés, nous pouvons citer Trichoderma spp.
L’antagonisme de Trichoderma (champignon du sol) a prouvé son efficacité en tant qu’agent
de lutte biologique contre un large spectre de pathogenes. Ils agissent par la production
d’enzymes lytiques, la production d’antibiotiques, la compétition spatiale et nutritionnelle
(Elad et al., 1999), I'induction des systémes de résistance des plantes (Brimneret Boland,
2003) et I’inactivation des enzymes de 1’agent pathogenes (Elad et al., 1999).

D’autres micro-organismes tels que les actinobactéries sont devenues candidats
prometteurs dans le contr6le biologique, grace a leur  capacité d’inhiber divers
phytopathogénes bactériens et fongiques, en raison de leur aptitude a produire différents
composes bioactifs toxiques pour les agents pathogenes des plantes (Chitraselvi, 2018 ;
Djebaili et al., 2020). Plusieurs études ont démontré la capacité des Streptomyces a produire
une grande variété d’agents antibacteriens efficaces contre certains phytopathogenes (Smaoui
etal., 2018).
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Tableau 02 : Quelques agents de biocontréle utilisés dans la lutte contre des phytopathogénes

(Errakhi, 2008).

Agents de bio-contrdle

Agents phytopathogenes

Mécanisme(s)

cibles d’action
Trichoderma harzianum Roselliniana spp. Parasitisme
Trichoderma koningii Sclerotium rolfsii Parasitisme
Pseudomonas spp. DF-41 et PA-2 Sclerotinia sclerotiorum Antibiose
Streptomyces sp.Di-944 Rhizoctonia solani Antibiose
Pythium, Aphanomyces,
Streptomyces sp. 93 Phytophtora, Rhizoctonia et Antibiose
Fusarium spp.
Aspergillus flavus, A. niger,
Rhizoctonia bataticola, .
_ ) _ ) Antibiose
Pseudomonas aeruginosa Rhizoctonia solani, .
) N o Competition
Sclerotium rolfsiiet Puccinia
arachidis
Streptomyces diastatochromogenes _ Antibiose
Streptomyces scabies o
PonSSlI Competition
Gaeumannomyces graminis
var. tritici, Pseudomonas
tolaasii, Antibiose
Pseudomonas spp ) . o
Fusarium oxysporum f. sp. lini | Compétition
et
Erwinia amylovora
. _ Parasitisme
_ Plusieurs champignons o
Trichoderma spp . Antibiose
phytopathogénes .
Competition
Bacillus subtilis Fusarium spp. Antibiose
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Chapitre 111 Les PGPB comme agents stimulateurs
de croissance et de biocontrole

1- Généralités

L'application de bactéries stimulatrices de la croissance des plantes (PGPB)et ayant un
role de biocontrole en tant qu'inoculant des plantes cultivées contre les champignons
phytopathogénes, offre une alternative biologique a l'utilisation de produits agrochimiques
(Bensidhoum et al., 2016).

Les PGBP peuvent favoriser et faciliter la croissance et le développement des plantes
dans des conditions de stress biotique ou abiotique par des moyens directes ou indirects. Elles
englobent toutes les bactéries non pathogenes d’origine naturelle qui améliorent la croissance
des plantes. Ce sont des micro-organismes de plus en plus utilisés en agriculture, afin
d’accroitre le rendement des cultures en augmentant la disponibilité des nutriments, en
améliorant la croissance des plantes et en les protégeant contre les maladies et les ravageurs
(Grobelak et al., 2014).

Les PGPB comprennent principalement les genres suivants: Pseudomonas ,
Azospirillum , Azotobacter , Klebsiella , Enterobacter , Alcaligenes , Arthrobacter |,
Burkholderia , Bacillus, Serratia, Agrobacterium radiobacter, Acinetobacter spp.,
Arthrobacter spp et Azospirillum brasilense (Khabbaz et al., 2019).

Le groupe de PGPB le plus étudié englobe les rhizobactéries, communément
appelées Rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) en raison de leur capacité
a coloniser les racines et les plantes (Khabbaz et al., 2019). Ce sont des bactéries du sol
vivants aux alentours ou a la surface des racines, qui sont directement impliquées dans la
stimulation de la croissance et le développement des plantes a travers la production et la
sécrétion de divers régulateurs chimiques aux voisinage de la rhizosphere, c’est la premiére

définition donnée par Kloepper, 1994.

2- Mécanismes d’actions des bactéries stimulatrices de la croissance des

plantes
Selon leurs activités elles sont classées comme : biofertilisants (augmentant la
disponibilité des éléments nutritifs pour les plantes), phytostimulateurs (ameliorant la
croissance des plantes, habituellement par la production de phytohormones), et comme agents
de biocontrdle (luttant contre les maladies, principalement par la production d’antibiotiques et
de molécules antifongiques) (Pérez-Montano et al., 2013). Elles agissent selon deux

mécanismes ; direct et indirect (Gupta et al., 2015).
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2-1-Mécanismes directs
2-1-1- Bio-fertilisation
Les PGPR peuvent étre considérées comme des bio-fertiliseurs, car elles présentent des
mécanismes qui facilitent I’assimilation et l'augmentation de la disponibilité des nutriments
ainsi que la stimulation de la croissance des plantes .Certaines PGPR fixent I’azote
atmosphérique, solubilisent les minéraux et minéralisent les composés organiques (Martinez-
Viveros et al., 2010).

2-1-1-1 Solubilisation du phosphate

La fertilisation du sol est I’une des méthodes les plus communes pour accentuer la
production agricole. Aprés ’azote, le phosphate est le nutriment le plus limitant pour les
plantes. Malgré la disponibilité du phosphore (P) dans le sol, la quantité majoritaire de cet
élément se trouve sous forme insoluble, donc non disponible pour étre impliquée dans la
croissance des plantes. Le phosphore insoluble peut étre sous une forme organique ou
inorganique (Chaiharn and Lumyong, 2009). Les bactéries solubilisant le phosphate (PSB)
sont exploitées pour leurs caractéristiques de solubilisation et de minéralisation du phosphore
et sont introduites et employées constamment dans la rhizosphére (Ahemad, 2015). Parmi les
microorganismes bactériens nous pouvons citer les genres; Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium,
Chryseobacterium, et Erwinia. (Khabbaz et al., 2019).

De plus, les bactéries solubilisant protégent les plantes des pathogenes par la
production d’antibiotiques, d’HCN, de phénazines et de métabolites antifongiques, mais non
seulement, mais favorisent également la croissance des plantes par la fixation d’azote (N2), la
production de sidérophores, la sécrétion de phytohormones et la baisse des niveaux d'éthylene
(Ahemad, 2015).

2-1-1-2 Fixation d’azote
L’azote moléculaire est utilisé par de nombreux genres bactériens reconnus comme
fixateurs d’azote, qui peuvent étre libres (Azobacter spp; Klebsiella pneumoniae ;
Clostridium pasteurianum) ou symbiotiques (Rhizobium meliloti ; Rhizobium leguminosarum)
(Roger et al., 1996).
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Ces bactéries facilitent la croissance des plantes en fournissant les nutriments souvent
présents uniguement en quantités limitantes dans plusieurs sols (Glick, 2012). Les plantes
peuvent acquérir I’azote sous deux formes minérales, soit le nitrate (NO3’) ou I’ammonium
(NH4") (Mantelin et Touraine, 2004).

2-1-2- Production des phytohormones (production d’hormones de croissance)
Les hormones végétales sont des messages chimiques qui aident la plante a se défendre
dans son environnement. Ce sont de petites molécules de signal produites en tres faible
concentration influencant les processus biochimiques, physiologiques et morphologiques dans
les plantes (Han et al., 2005 ; Baca et Elmerich, 2007 ; Kloepper et al., 2007 ; Martinez-
Viveros et al., 2010). De maniére générale, elles jouent un réle aussi bien important dans la
réponse de la plante aux stresses biotiques et abiotiques (Gupta et al., 2015), que dans le

développement et la croissance optimale des plantes (Glick, 2012), parmi les phytohormones:

2-1-2-1 L’éthyléne

L’éthyléne est un composé volatile, faisant partie des hormones végétales (Lurol et al.,
2016), jouant un role important depuis 1’antiquité comme régulateur et de stimulateur de la
croissance des parties des plantes tels que les racines, les tiges et les pétioles (Glick, 2005 ;
Tsegaye et al., 2017). L éthyléne a également été établi comme une hormone de stress si son
niveau est supérieur au niveau optimale ce qui affecte négativement la croissance globale de
la plante (Hassen et al., 2014 ; Tsegaye, 2017). L’activité enzymatique de 1’ACC désaminase
dégrade I’ACC (le précurseur d’éthyléne dans toutes les plantes supérieurs), empéche
I’augmentations excessives de la synthése d’éthyléne dans des diverses conditions de stress,
permettant a la plante d’étre plus résistante (Khabbaz et al., 2019 ; Orozco-Mosqueda et al.,
2020 ). Les souches bactériennes présentant une activité d’ACC désaminase ont été
identifiées dans un large éventail du genres tels que : Achromobacter, Azospirillium, Bacillus,

Enterobacter, Pseudomonas et des espéces de Rhizobium (Khabbaz et al., 2019).

2-1-2-2 Cytokinines et gibbérellines
Les cytokinines et gibbérellines font partie de la classe des phytohormones, impliquées
dans plusieurs processus de développement de la plante; ameéliorent la division et
I’¢élargissement des cellules, la modification de la morphologie des plantes par 1’expansion du
tissu végétal.
La production de ces phytohormones a été détectée chez quelques souches de PGPR/B

tels qu’Azosporium, Pseudomonas et Bacillus (Tsegaye, 2017).
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2-1-2-3 Acide indole acétique

L’acide indole acétique (AIA) est synthétisé par les PGPB, est la phytohormone la
plus importante du groupe des auxines (Gupta et al., 2015 ; Khabbaz et al., 2019 ). Elle est
produite & partir du tryptophane qui est considéré comme précurseur vu que son adjonction est
nécessaire a sa production (Khabbaz et al., 2019).

Les bactéries productrices d’AIA comme Bacillus sp et Pseudomonas sp ont un effet
positif sur la croissance et 1’élongation racinaire, la division, I’extension et la différenciation
des cellules végétales, et la stimulation de la germination des graines,... (Maleki et al., 2010 ;
Glick, 2012 ; Khabbaz et al., 2019).

Cette phytohormone contréle également la croissance végétative, la photosynthése, la
formation des pigments et la biosynthése de divers métabolites, assurant la stimulation de la
croissance des plantes et la résistance aux conditions stressantes (Glick, 2012).

Ponmurugan et Gopi (2006) ont mis en évidence le réle des Pseudomonas producteurs
d’AIA dans le développement des racines des petits pois et, par conséquent, d’autres

parametres de croissance des plantes.

2-2- Mécanismes indirectes
Les PGPR stimulent indirectement la croissance des plantes par élimination de

phytopathogénes par divers mécanismes :

2-2-1- Compétition
2-2-1-1 Compétition pour I’espace et les nutriments
Que ce soit pour I’espace ou les ressources nutritives, I’agent de bio-contréle peut
entrer en compétition avec le microorganisme pathogene et empécher son développement
(Haas et Defago, 2005). La compétition pour les éléments nutritifs entre en jeu lorsqu'il y a
simultanément consommation du méme composé par plusieurs microorganismes. Pour étre un
compétiteur efficace, un agent antagoniste doit étre capable d'utiliser rapidement et
efficacement les éléments nutritifs présents en faible concentration sur les organes de la plante
(Jyakli, 2003). L’implication de la compétition pour les nutriments dans le biocontrole a été

montrée dans plusieurs tests in vitro (Meena et al., 2014).
Les PGPB colonisent rapidement les surfaces des plantes et utilisent la plupart des

nutriments disponibles, ce qui rend difficile la croissance des champignons (Glick et al.,
2012)
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Plusieurs souches bacteriennes et fongiques réduisent ou inhibent la germination des
conidies de Botrytis cinerea, via la compétition pour des éléments nutritifs comme l'azote, le
carbone, ou des macro- ou microéléments présents dans le milieu, ce qui réduit la gravité des
symptomes de la pourriture sur des feuilles détachées de tomate et d’haricot. La bactérie
Pseudomonas sp peut, par exemple, utiliser les acides aminés plus vite que les conidies de B.

cinerea, empéchant ces derniéres de germer (Ajouz, 2009).

2-2-1-2 Compétition pour le fer et production des sidérophores

Le fer est un macronutriment essentiel pour la majorité des organismes de la
biosphére. Dans les sols, le fer est disponible souvent sous forme insoluble (ion ferrique Fes")
(Gupta et al., 2015). Les plantes et les microorganismes demandent des quantités élevées en
fer disponible pour ’assimilation, ce qui pose probléme, dans la rhizosphére ou la plante, les
bactéries, et champignons concurrencent pour cet élément (Glick, 2012 ; Meena, 2014). Les
microorganismes ont développé des mécanismes pour I’assimilation du fer, mais aussi la
synthése des sidérophores, avec une grande affinité pour Fes*, le complexe Fe™ sidérophores
est capté par des récepteurs membranaires facilitant la prise du fer par les microorganismes
(Glick, 2012 ; Meena, 2014), qui sera ensuite transformé en sa forme soluble qui est le fer
ferreux (Fe’*) (Gupta et al., 2015). Visiblement, laffinité des sidérophores pour la
séquestration du fer de I'environnement est plus forte chez les PGPB que les champignons
pathogénes, conduisant finalement a une pénurie de fer. Cela provoque une perturbation des
champignons pathogenes, affectant leur croissance ultérieure et l'infection des plantes
(Khabbaz et al., 2019).

2-2-2 Synthése d’antibiotiques (Antibiose)

La production d’antibiotiques est considérée comme 1’un des mécanismes de lutte les
plus puissants contre les phytopathogenes les plus étudiés chez les plantes (Gupta et al.,2015).

L’antibiose consiste en la production et la sécrétion des molécules qui tuent ou
réduisent la croissance de microorganismes pathogenes cibles (Weyens et al., 2010). 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 champignons phytopathogenes. D'autres engendrent la distorsion des
hyphes fongiques en modifiant I’aspect des colonies ou entrainent le relargage de composés

cellulaires en réponse a la perturbation de la perméabilité cellulaires (Jijakly, 2003).
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sous le nom de cyanure d’hydrogéne (HCN) ainsi que des enzymes telles que les chitinases,
les glucanases, les protéases, et les lipases pour protéger les plantes du stress biotique par
suppression des pathogénes(Gupta et al., 2015).

Le cyanure d’hydrogéne (HCN) est un composé antimicrobien a large spectre
impliqué dans le contrdle biologique des maladies di aux phytopathogénes (Ramette et al.,
2003) . Le rble de I’HCN dans la suppression des agents pathogenes des plantes a été rapporté
par plusieurs chercheurs dans plusieurs cultures. Ils ont comparé la production d’HCN de
multiples souches de P. fluorescens et leur efficacité dans le contrdle de la pourriture des
racines de l'arachide causée par I’espéce fongique Macrophomina phaseolina. Il a été suggéré
que 'HCN peut tuer l'agent pathogene en inhibant le transport des électrons et en

interrompant I'apport d'énergie aux cellules (Khabbaz et al., 2019).

2-2-3 Résistance systémique

La Résistance Systémique Acquise (SAR) et la Résistance Systémique Induite (ISR)
sont les deux types de résistance systémique mises en place par la plante a la suite d’un stress.
En effet, SAR est définie comme la résistance systémique mise en place par la plante suite a
une attaque par un agent pathogéne, et que I’ISR est mise en place par la plante en réponse a

la présence de micro-organismes benéfiques (PGPR) (Bakker et al., 2007).

2-2-3-1 Résistance systémique acquise

Elle se développe lorsque les plantes activent avec succes leurs propres mécanismes de
défense en réponse a une primo-infection par un agent pathogéne (Khabbaz et al., 2019), qui
confeére une protection durable contre un large spectre de micro-organismes (Durrant et Dong,
2004). Elles acquirent une sorte de mémoire de la premiére infection afin de se protéger plus
rapidement une fois en contact avec une seconde (Adam, 2008)

La résistance systémique acquise est provoquée par des agents pathogenes ;
généralement des pathogenes nécrotiques, et/ou par des inducteurs abiotiques (molécules
chimiques) ; I’acide salicylique (SA) (Ryals et al., 1996), un composé qui est souvent produit
suite a I’infection par le pathogene et typiquement méne a I’expression des protéines reliées a
la pathogénicit¢é (PR) mais aussi 1’éthyléne, I'acide dichloro-isonicotinique et le
benzothiadiazole (Gorlach et al., 1996; Sticher et al., 1997 ; Pal et al., 2006).
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2-2-3-2 Résistance systémique induite

Les PGPR induisent une résistance des plantes contre les maladies fongiques,
bactériennes et virales, les insectes et les nématodes a travers I’expression de mécanismes de
défense inductibles chez la plante. La résistance systémique induite est phénotypiquement
similaire a la résistance systémique acquise (Ramamoorthy et al., 2001 ;Annapurna et al.,
2013). L’induction de la résistance systémique induite (ISR) dans la plante est une autre fagon
dont les bactéries peuvent protéger les plantes. Une différence majeure entre ces deux voies
induites est 1'implication de 1’acide salicylique, d'acide jasmonique et d'éthyléne (Khabbaz et
al., 2019).

Il existe plusieurs déterminants bactériens impliqués dans l'induction de la résistance
systémique par les PGPR, les plus importants étant les lipopolysaccharides présents dans la
membrane externe des cellules bactériennes, les sidérophores et la production d'acide

salicylique (Van Loon et al., 1998).

2-2-4 Enzymes lytiques

La production d’enzymes hydrolytiques comme la chitinase, glucanase, protéase est un
mécanisme de lutte biologique qui joue une rble important dans la gestion des
phytopathogénes (Sheeba et al., 2017).

La majorité des champignons phytopathogénes contiennent de la chitine et des B(1,3)
glucane dans leurs parois cellulaires, la dégradation de ces polymeéres structuraux a des effets
néfastes sur la croissance des champignons (Lorito, 1994), certaines souches bactériennes de
lutte biologique inhibent la croissance et le développement des champignons et a la fois
produisent des enzymes lytiques tels que la cellulase, B(1,3), B(1,4), B(1,6) glucanases,
enzymes chitinolytiques , protéases et lipases qui peuvent lyser une partie des parois
cellulaires de nombreux phytopathogénes fongiques(Whipps, 2001 ; Glick, 2012 et Tsegaye,
2017), ces enzymes sont de puissants inhibiteurs, en particulier lorsqu’elles sont utilisées en
combinaison pour le contr6le des champignons pathogénes (Lorito, 1994). Les bactéries
impliquées dans le biocontréle jouent un réle important dans I'augmentation du rendement et
I'amélioration de la croissance et la qualité des fruits et légumes et offrent un moyen pour
remplacer les fertiliseurs et les fongicides chimiques (EI-Gamal et al., 2016).

Le genre pseudomonas est I’un des agents de lutte biologique jouant un réle majeur
dans la croissance des plante et la protection des cultures (Fernaldo et al., 2005 ; Shebba et
al., 2017).
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Figure 01 : Représentation schématique du mode d’action des bactéries stimulatrices de la

croissance des plantes et dans le biocontrdle.
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Ce travail a été réalisé, durant la période du mois de Mars jusqu’au mois de Juin 2022,
au niveau du laboratoire de recherche de Biochimie Analytique et Biotechnologies de la
faculté de science Biologique et des Sciences Agronomiques de I'université Mouloud
Mammeri de Tizi-Ouzou en collaboration avec le laboratoire de Maitrise des Energies

Renouvelables équipe biomasse et Environnement de I’Université A. Mira de Bejaia.

1- Matériel
1-1-Les souches fongiques
Les souches fongiques utilisées dans cette étude appartiennent a quatre genres de
moisissures ; Penecillium sp, Fusarium sp, Botrytis sp et Aspergillus sp dont deux espéces
Aspergillus niger et Aspergillus favipes. Elles nous ont été fournies par le laboratoire de

biomasse et environnement et le laboratoire de Mycologie de I’universite A. MIRA, Bejaia.

A l B C D E

Figure 02 : Aspect des espéces fongiques sur milieu a extrait de malt.
A: Aspergillus niger ; B: Botrytis sp; C: Aspergillus flavipes ; D: Penicillium sp ;

E: Fusarium sp.

1-2 Les isolats bactériens
Les isolats bactériens ont été isolés et purifiés a partir de trois échantillons d’eau,

prélevés, en Mars 2022, d’un puits a usage agricole situé dans la wilaya de Bejaia.

1-3 Milieux de culture

Tableau 3 : Milieux de cultures utilisés (composition annexe I).

Milieux de cultures Abréviations Utilisation
Brain Heart Infusion Broth | BHIB Culture des microorganismes
Gélose nutritive GN Isolement de la flore bactérienne
Gélose a extrait de malt EM Test d’activité d’antagoniste
Patato déxtrose agar PDA Culture des champignons
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1-4  Produits chimiques utilisés (réactifs, alcool,...)
Lors des expérimentations, les produits chimiques suivants ont été utilisés ;
e Violet de Gentiane
e Solution de Lugol
e Alcool
e Fuchsine
e Huile a immersion
¢ Rouge Congo

e Réactif de salkowsky

1-5 Appareillage

Tableau 04: Appareils utilisés.

Appareillages source

Autoclave PBINTERNATIONAL

Bain Marie MEMMERT

Réfrigérateur ENIEM.

Spectrophotométre SHIMADZU.

Etuve (28°C) BINDER.

Balance de précision KERN 770.

pH-métre HANNA instruments HI2210.
Conductimeétre HANNA Instruments H198129
Centrifugeuse ORTO ALRESA

Agitateur (orbital incubator) STUART

Hotte FLOW FAST V
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2 Méthodes

2-1Prélevement des échantillons d"eau de puits

Dans le but de rechercher des bactéries a caracteres PGP (Plant Growth Promotion) et
productrices de molécules antifongique contre les champignons phytopathogenes, des
prélevements sont réalisés en toute asepsie a partir des eaux douces (puits) du village Djebira
(36°41°59.2 « N 5°04°28.8 »E) en mois de Mars 2022.Le puits est a usage agricole situé a la
base d’une montagne recevant ainsi les flux des eaux de ruissellement en période d’hiver, et
n’a pas été¢ nettoy¢ pendant plusieurs années. Les échantillons sont prélevés a 1’aide d’un
récipient désinfecté a 1’eau de javel et sont récupérés dans des flacons stériles en verre puis
transportés au moyen d’une glaciaire (4°C) le jour méme au laboratoire. Les figures suivantes

illustrent 1’endroit de prélévement et sa position géographique.

ntérieur du 'g‘ uits -

-

Nord f

Mer méditerrannée

Figure 03 : Site de prélevement des échantillons d’eau de puits.

2-2 Evaluation de quelques caracteres physico-chimiques des échantillons d’eau

2-2-1- Analyse potentiel d’hydrogéne de I’eau
Les valeurs du pH sont obtenues grace a I’utilisation d’un pH-métre étalonné, en
plongeant la sonde directement dans la solution, et en enregistrant la valeur affichée.

L’expérience est réalisée en triplicata (Mathieu et Pieltain, 2003).
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2-2-2- Conductivité de I’eau :

La conductivité électrique est déterminée selon le protocole de Hardie and Doyle,
(2012). Elle est mesurée a 1’aide d’un conductimétre (Hanna Instruments-HI98129),
préalablement étalonné. La cellule du conductimétre est trempée dans la solution en la
déplagant vers le haut et vers le bas 1égerement. La lecture est faite a 1’arrét de la cellule

lorsque le systeme se stabilise.

2-3- Criblage d’isolats bactériens a caractéres PGP et producteurs de
molécules antifongiques

2-3-1- Isolement et purification des bactéries
Un volume de 1ml de chaque échantillon d’eau prélevé est ensemencé par inondation
sur la surface du milieu GN, les boites sont incubées a 30°C pendant 24 a 72h. Apres
incubation, chaque colonie apparaissant différente a I’ceil nu est repiquée stérilement dans

une autre boite de milieu GN, incubée puis conservée pour les tests ultérieurs.

Prélévement

3 echantillons d’eau
30 isolats

!

Activités antifongiques

!

15 isolats

!

- Activité enzymatiques
- Productions d’ ATA

}

Coloration de Gram des 15 isolats

Figure 04: Etapes de la sélection des isolats bactériens.
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2-3-2- Détermination de I’activité antifongique
2-3-2-1 Repiquage des souches fongiques

A I’aide d’un écouvillon stérile, Oter, une quantité vierge de spores est prélevée a
partir du champignon et I’ensemencer en stries serrées sur milieu PDA. L’incubation des
cultures est effectuée a 28°C pendant 48h.

2-3-2-2- Etude de D’action antagoniste des isolats bactériens a I’égard des
cing champignons

Le premier test permet de faire une sélection préliminaire des différents isolats
bactériens (figure 05). Celui-ci est basé sur I’effet antagoniste a 1’égard des cinq
champignons phytopathogenes : Aspergillus niger, Aspergillus flavipes, Penicillium sp,
Fusarium sp et Botrytis sp. Par la méthode en double culture.

Le test de confrontation directe est réalisé dans des boites de pétri contenant le milieu
gélosé a d’extrait de malt. Un disque de jeune culture mycélienne de Smm de diamétre est
déposé au centre de la boite de pétri entouré par trois disques d’une culture jeune d’isolat
différents. La distance entre les disques est de 2,5cm, ainsi trois répétitions ont été effectuées
pour chaque bactérie/champignon. L’incubation est réalisée a 28°C, les boites sont observées
quotidiennement pendant 8 jours avec une vérification quotidienne de ’apparition ou non
d’une zone d’inhibition. Les témoins négatifs sont des monocultures réalisées pour chaque
champignon, ensemencé dans un milieu gélosé a extrait de malt pur (Bezert et al., 1996)
(figure 05).

disque d’une culture

bacterienne jeune Disque fongique

Incubation

28°C/8jours

Milieu EM

Caleul du PGI%

Figure 05: Mise en évidence de I’inhibition de la croissance mycélienne par les isolats

bactériens
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La capacité de chaque isolat bactérien a inhiber la croissance mycélienne est
déterminée en calculant le pourcentage d’inhibition de la croissance (PGI%) selon la formule

suivante :

PGI1%-= KR-R1/KR x 100

KR: La distance en mm entre le point d’inoculation du champignon et la marge de la colonie
contenue dans le témoin.
R1: La distance en mm entre le point d’inoculation du champignon phytopathogéne et la
marge de la colonie contenue dans la boite de Pétri traitée.

Les résultats de I’activité antifongique par méthode de confrontation sur gélose
ont permis de sélectionner 15 meilleurs isolats bactériens. Ces derniers ont été soumis au test
de caractérisation métabolique et fonctionnelle (quelques traits PGP impliqués dans le

biocontrole).

2-4-Caractérisation métabolique et fonctionnelle (quelques traits PGP
impliqués dans le biocontrdle)
2-4-1- Activités enzymatiques
Afin de déterminer 1’utilité des isolats dans la fertilisation des sols et la lutte contre
les champignons phytopathogénes, différentes enzymes ont été recherchées. Les activités
enzymatiques sont mises en évidence sur milieux gélosés en introduisant le substrat recherché
comme seule source de carbone. Pour toutes les activités, 10ul de chaque suspension

bactérienne (agée de 24h) est déposé a la surface du milieu convenable puis incubé a 28°C.

2-4-1-1 Activité amylasique

Afin de mettre en évidence la capacité des souches a dégrader I’amidon soluble, un
test d’activité amylasique est réalisé sur gélose a base d’amidon. Le milieu contient en (g/l) :
KNO3(0,5), K;HPO4 (1,0), MgSO, (0,2), CaCl, (0,1), FeCls (0,001), amidon soluble (10,0),
agar (15,0), eau distillée 1000 ml. Le pH est ajusté a 7,2 puis autoclavé a 121°C/30mn. Une
solution de lugol (révélateur) est préparée comme suit : 1g d’iodine cristallin, 2g de KI,
300ml d’eau distillée. Le tout est mélangé est laissé au repos puis filtré. Les boites
ensemenceées sont incubées pendant 48-72h, puis la solution de Lugol préalablement préparée
est éparpillée sur toute la surface du milieu, aprés quelques minutes de contact, I’exces est
¢liminé et les boites sont lavées a 1’eau distillée et la lecture est effectuée de la manicre

suivante:
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La présence de I’amidon dans le milieu apparait sous forme d’une couleur bleue
noiratre, ce qui signifie ’absence de ’activité amylasique. En revanche, si I’amidon est
hydrolyse, une zone claire apparaitrait autour de I’inoculum, ce qui traduit la présence d’une

activité amylasique extracellulaire chez les souches (Vinoth Raj et al., 2009)(figure 06).

suspension d'une culture bactérienne
jeune déposée i la surface de la gélose ajout du Lugol

incubée pendant
| 48h a 72h

Gélose 3 base d’amidon \I/La*.rage avec
E.D

une zone claire
autour du disque

Figure 06: Recherche de la production de I’amylase

2-4-1-2 Activité cellulasique

L’activité cellulasique est recherchée sur milieu de Carder (1986) contenant en g/l:
Na,HPO, (6) ; KH,PO, (3); NaCl (0,5); NH4CI (1); extraits de levure (3) ; CMC
(carboxymeéthyl-cellulose) (5) ; Agar (15). Les boites ensemencées sont incubées pendant 7
jours.

Aprés incubation, une solution de rouge Congo (1%) est ajoutée a la surface des
colonies, (Nermeen et al.,2010) et 15min plus tard, la surface est inondée avec une solution
de NaCl a 1M puis laissée au repos une nuit (Jaradat et al.,2008).L’activité cellulasique se

manifeste par ’apparition d’un halo clair autour des inoculums (figure 07).
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suspension d'une culture bactérienne
jeune déposée a la surface de la gélose

milieu Carder inondée \I:Epn5 une nuit

indicateur
) Rouge Congo

15 min

avec NaCl

une zone claire
autour du disque

Figure 07: Recherche de la production de la cellulase.

2-4-2-3 Activité chitinasique

Le milieu de culture est composé de la maniere suivante en g/l :
La chitine colloidale : 0.8 4 0.6, K,HPO, : 2.7, KH,PO, : 0.3, MgSO,7H,0 : 0.7, NaCl : 0.5,
KCI : 0.5, Extrait de levure : 0.13, Agar : 15. L’incubation dure 7 jours.

La présence de chitinase est révélée par ’apparition d’un halo transparent autour des

colonies bactériennes (figure 08).

suspension d'une culture bactérienne
jeune déposée a la surface de la gélose

milieu additionné de la

zone transparente autoure
chitine colloidale P

du disque

Figure 08 : Recherche de la production de la chitinase.
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2-4-2-4 Activité estérasique et lipasique
Ces activés sont recherchées sur le milieu de culture décrit par sierra (1957) qui
contient en g/L : peptone (10) ; NaCl(5) ; CaCl 2H,0 (0.1) ; Agar(18) ; le tween 80 (1%, Vv/v)
est ajouté pour révéler I’activité estératique, alors que le tween 20 est utilisé pour mettre en
¢vidence I’activité lipolytique. Le pH est ajusté a 7,4. Aprés ensemencement, les boites sont
incubées pendant 48h (Carrim et al., 2006).
La présence d’une activité est traduite par ’apparition d’une zone opaque autour des

colonies (figure 09).

Estérase

Milien de culiure + tween S0

28°C/48h
_—

Culture jeune T
o

Lone opaque autour des
disgues (Lipase+: Estérase +)

Lipase

Millen de calture + tween 20

Figure 09 : Mise en évidence des deux activités estérasique et lipasique

2-4-2-5 Activité protéasique

L’activité protéasique est réalisée sur un milieu de culture contenant en g/l : caséine
pancréatique (5) ; Extrait de levures (2,5) ; Glucose (1), et Agar (15). Le milieu est ajusté a
pH 7 et autoclavé 20 minutes a 120°C. Parallelement, 100 ml d’une solution du lait écrémé a
10% autoclavée (120°C/10 min) est préparée et ajoutée au milieu. Ce dernier est ensuite
ensemencé par la méthode des disques (Bach et Munch, 2000).

Les bactéries ayant une activité protéasique positive montrent un halo transparent
(figure 10).
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suspension d'une culture bactérienne
jeune déposée a la surface de la gélose

; \ | 28°C/24-72h

. }'
Milieu additionné du ait Halo transparent autour du
écrémé et de la caséne disque (Protéase+)

Figure 10 : Recherche de la production des protéases

2-4-2-6 Activité uréasique

Pour préparer le milieu, a 950ml d’H,O (CSP): (1g) Peptone, (1g) Glucose, (59)
NaCl, (1.2g) Na;HPO4, (0,8g) KH;PO4, (0,012g) rouge de phénol et (15g) d’agar sont
ajoutés. Le pH du milieu est ajusté a 6,8 puis autoclavé 20 minutes a 120 ° C, 50 ml d’une
solution d’urée a 40% préalablement filtrée (0.22um) sont ajoutés. Enfin le milieu est coulé
en boites de Pétri (Christensen ; 1946).

L’activité uréasique est traduite par la présence d’un halo rose autour des colonies
(figure 11).

\_ 28°Cl48h

—_

Culture jeune Milieu de culture + urée

Halo rose autour du disque

Figure 11 : Recherche de I’activité uréasique

2-4-2- Production d’acide indole acétique (AIA)
La production d’AIA (auxines) par les bactéries sélectionnées est déterminée selon la
méthode de Bric et al.,(1991) illustrée par la figure 12.
Les bactéries sont ensemencées sur milieu Luria Bertani (LB) supplémenté de 0,5%
de glucose et de 0,5 mg/ml de tryptophane. Ce dernier est préalablement filtré a travers a
travers une membrane millipore (0,22 um) et ajouté au milieu aprés autoclavage. Apres une

incubation a 28°C/ 72h sous agitation, les cultures sont centrifugées a 10000 tr /15min. aprés
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centrifugation, 0,5 ml du filtrat est récupéré et additionné de 1ml du réactif de Salkowsky
(150 ml H,SO4 98% +250ml H20 + 7,5 ml FeCl; 0,5M). Le mélange est ensuite incubé a
I’obscurité pendant 20min. I’absorbance de la coloration rose apparue est mesurée par
spectrophotometre a 530nm. Les valeurs d’AIA produit par chaque souche sont calculées par

extrapolation sur une courbe d’étalonnage préparée de la méme fagon avec 1’AIA pure.

% : lli > 28°¢/72h a ,-" Centrifugation ;
\ \ '_) > - —_— taad

10000 tr / 15 min

Culture jeune
Milieu LB + 0.5 % 0.5 ml
Glucose, 0.5 mg/ml trp = m
surnagent
1 ml du réactif
salkowskyt

Incubation a I’obscurité
T° ambiante/ 25 min

Lecture des absorbances a 530 nm

Figure 12 : Recherche de la production d’ Acide Indole Acétique (AIA).
4-2-3- Coloration de Gram des isolats sélectionnés

La coloration de Gram est déterminée selon la méthode de Hans Christian Gram
(1884). (Annexe I1I).
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Dans le but de rechercher des bactéries a effet PGP et biocontréle , des prélevements
ont été effectués a partir d’un puits a usage agricole, d’une profondeur de 17 métre du village
Djebira Bejaia-Algerie, 15 isolats bactériens ont été sélectionnés sur la base des tests
d’antagonisme en double culture a 1’égard de cinq champignons phytopathogénes a savoir A.
niger , A. flavipes, Penicillium sp, Fusarium sp et B. cinerea sur milieu gélosé a extrait de

malt.

1- Evaluation de quelques aracteres physico-chimiques de I’eau de puits utilisées
1-1 Potentiel d’hydrogéne de I’eau
Les 3 échantillons d’eau ont subi une mesure du pH. La valeur moyenne de ces 3
échantillons enregistrée par le pH-metre est de 7,5. Cette valeur est peu différente de celle
enregistrée par Bensidhoum et al., (2016) et Tabli (2018) avec un pH qui varie entre 7,04 et
7,06 respectivement, sur des échantillons prélevés de la méme région. Cette différence est
due aux changements climatiques et aux conditions environnementales. Selon Brunton et
Ourimbah, (2011) ; le pH de la plupart des eaux naturelles est compris entre 5 et 8.
Le pH généralement acceptée pour l'eau d'irrigation se situe entre 5,5 et 7,5. Le pH
d’eau de puits a partir duquel est effectué notre prélévement se situe dans cette gamme, ce qui

suggere qu’elle est adéquate pour I’irrigation.

1-2 Conductivité de I’eau

La conductivité de I’cau est directement proportionnelle a la quantité de solides (sels
minéraux) dissous dans 1’eau. Ainsi plus la concentration en solide dissouts sera importante,
plus la conductivité sera élevée. D’aprés Auber (1976) et Rai (2017), la conductivité
électrique est considérée comme un indicateur de la salinité, plus un échantillon est salé plus
il est inductible. Un échantillon salin est caractérisé par une valeur de conductivité électrique
dépassant 4dSm™

Les résultats de la conductivité électrique enregistrée pour 1’eau de puits est de
6,61dSm™. Cette valeur est supérieure & la valeur maximale tolérée pour une eau d’irrigation,
cette dissemblance peut étre due a la variabilité en teneurs en minéraux avec le temps ou sous

I’effet de la pluviométrie (Geurgazi et al., 2014).
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2- Criblage d’isolats bactériens producteurs de molécules antifongiques

2-1Isolement et purification des bactéries

Les isolats bactériens sont sélectionnes sur la base de leurs criteres phénotypiques
sur gelose nutritive, a savoir, la forme, la taille, la couleur et la texture des colonies obtenues
apres incubation a 30°C / 24 a 48h. 30 isolats sont apparus différents a 1’ ceil nu, ces derniers
sont repiqués et purifiés sur milieu ordinaire neuf, et conservés pour les tests ultérieurs. La

figure suivante montre 1’aspect de quelques isolats obtenus aprés purification.

Figure 13 : Aspects de quelques isolats bactériens obtenus sur boite.

3- Résultats de I’étude de I’action antagoniste des isolats bactériens a I’égard des

cing champignons

L’application de fongicides chimiques en agriculture provoque de graves problémes
de pollution pour I’environnement et des soucis a court et a long terme sur la santé humaine.
En outre, leurs efficacités diminuent continuellement en raison de I’émergence de souches
pathogenes résistantes (Handelsman et Stabb, 1996 ; Zhu et al., 2007). Selon Haggag et
Mohamed (2007), I’utilisation de microorganismes antagonistes ou de leurs métabolites actifs
comme une alternative écologiquement durable aux produits chimiques constitue une
approche non négligeable. En effet, Islam et Hossain, (2013), stipulent que la compétition
entre les bactéries et les phytopathogénes a longtemps été considérée comme étant un moyen
important pour éliminer les maladies des plantes.

Les 30 isolats ont été confrontés a 1’égard des cinq souches fongiques ; Aspergillus
niger, Aspergillus flavipes, Fusarium sp, Botrytis sp et Penicillium sp, en présence de boites
témoins. Aprés 8 jours d’incubation, ’activité antifongique in vitro a révélé la présence

d’une action inhibitrice envers les champignons testés. Les résultats de ce test ont montré que
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la croissance myceélienne enregistrée chez les témoins négatifs est supérieure a celle des
interactions isolats/ champignons. Cependant, 15 isolats ont prouvé des résultats meilleurs
par rapport a I’inhibition du développement mycélien ou de claires zones d’inhibition ont été
obtenus. La mesure des diameétres de ces dernieres a permis de calculer les PGI%
(pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne) pour les cinq champignons cibles qui
varient selon les isolats bactériens.

Les résultats obtenus sont présentés dans les graphes et les figures suivants :

A Aspergillus niger
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Figure 14: Pourcentage d’inhibition de la croissance des champignons phytopathogénes par

les isolats testés (histogrammes A, B, C, D et E)
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Figure 15:Inhibition exercée sur boites par quelques isolats sur les 5 champignons
phytopathogénes en présence de témoins.
A :témoins ( Az : A. niger ; Az :Penicillium sp ; Az : Botrytis sp; A4 : A. flavipes;
A5: Fusarium sp ), B: inhibition en présence des isolats bactériens (B : A. niger ;
B, :Penicillium sp ; Bs :Botrytis sp; By : A. flavipes; Bs: fusarium sp ).

Figure 16 : Inhibition de la sporulation

D’Aspergillus niger par I’isolat 10 sur boites.
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Les antagonistes bactériens ont regu beaucoup d’intéréts en raison de leurs
capacités a contrdler les différentes classes d’agents phytopathogénes a travers plusieurs
modes d’action (Vitullo et al., 2012). Dans ce présent travail, 50% (15/30) des isolats
présentent un effet antagoniste a 1’égard d’au moins un des cinq champignons testés.

Parmi les 15 isolats, 9 ont présenté le spectre d’action le plus important a 1’égard de
Penicillim sp avec des PGI% atteignant les 77%. Par ailleurs, trois isolats ont présenté un
taux de réduction important dépassant les 66,66% a 1’égard de Botrytis sp. En revanche,
certains des isolats ont montré un spectre d’action modéré vis-a-vis d’Aspergillus niger,
Aspergillus flavipes, Fusarium sp, avec des taux d’inhibitions de 53,33%, 52,23% et 51%
respectivement.

Pour Penicillium sp, c’est I’espece fongique qui semble étre la plus inhibée par
les isolats, ou 60% de ces derniers ont présenté plus de 50% d’inhibition. L’isolat 12 a marqué
le pourcentage d’inhibition le plus important, qui égale a 77,14%, tandis que I’isolat 119 a
montré une activité inhibitrice moyenne (51,42%).Ces résultats sont satisfaisants comparés a
ceux obtenus par Jemni et al., (2010), ayant obtenus des pourcentages d’inhibition variant
entre 50 a 70%. Etebarian et al., (2005) ont présenté un taux de réduction de 78,5% a 1’égard
du méme champignon. Ces résultats sont similaires a ceux de la présente étude.

Les isolats I1, 12 et I15, ont présenté les taux d’inhibition les plus importants contre
Botrytis sp avec des PGI% atteignant les 79,41%. Nos résultats sont proches de ceux
obtenues par Bensidhoum et al., (2015) et Bensidhoum et al., (2016), ou le pourcentage
d’inhibition de croissance varie entre 70 & 85% . Dans les travaux similaires comme ceux de
Jemni et al., (2009) ;Tabli, (2018) ; Rai et al., (2016) et Tour et al., (2004), ou leurs isolats
ont exhibé une activité inhibitrice avec un pourcentage de 50, 60, 66 et 70% respectivement,
qui sont inferieurs a nos résultats. La valeur de PG1% la plus faible (41,17%) est enregistrée
avec I’isolat I16.

Pour Aspergillus niger, les 4 isolats (12, 14, 114 et 116) ont présenté des taux
d’inhibition importants avec des PGI% variant de 20% a 53,33%. Ces résultats corroborent
avec ceux obtenus par Bensidhoum et al., (2016) ayant trouvé un pourcentage d’inhibition
dépassant les 50%. A la différence de Rai et al., (2016) ; Jemni et al., (2009) et Tabli,2018,
qui ont noté une activité antifongique a I’égard du méme pathogéne avec des pourcentages
d’inhibition de 66, 70 et 90% respectivement, qui semble supérieur a nos résultats obtenus.
Le faible pourcentage d’inhibition a 1’égard d’Aspergillus niger, est obtenu avec 1’isolat 14
(20%).
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I1 a été observé que I’isolat 110, montre une inhibition de la sporulation d’Aspergillus
niger (figure 16). Le mécanisme exact par lequel cet antagoniste inhibe cette sporulation des

n'est pas encore clair, vu que les mécanismes différent d’un champignon a 1’autre.

Dans le cas d’Aspergillus flavipes, les valeurs de PGI% minimales et maximales
obtenues sont de 26% pour 11 et de 52,23% pour I’Isolat 110. Cependant, une diminution de
la charge mycélienne et un ralentissement de sa croissance sont observées autour des disques
d’isolats ayant une activité positive a 1I’égard du pathogene ciblé.

Dans le cas de Fusarium sp, seul I’isolat (12) a montré une activité inhibitrice avec un
pourcentage d’inhibition de 51%. Par ailleurs, des chiffres presque similaires sont obtenues
par Bensidhoum et al., (2016) , qui quand a eux ont obtenus un pourcentage aux alentour de
60%. A la différence de Ajilogba et al., (2013) et Farhan et al., (2010) qui ont montré un
pouvoir d’inhibition de 95% qui sont supérieurs comparés a nos résultats obtenus.

Tous les isolats sélectionnés ont présenté de différents pourcentages d’inhibition a
I’égard de deux ou de trois champignons, I’isolat antagoniste le plus performant, 12, a pu
inhiber la croissance des cing champignons ciblés; la zone d’inhibition est tellement claire
qu’il n’y a pas eu de contacte physique avec le pathogene, concluant que la bactérie produit
des métabolites antifongiques (Montealegre et al., 2003).

Les résultats des tests d’antagonisme ont révélé une importante activité antifongique
des isolats contre les champignons testés et certains ont réduit considérablement la croissance
des champignons. D’aprés Essghaier et al., (2012), cette inhibition de la croissance des
pathogénes in vitro et la formation de zones d’inhibition semblent étre dues aux métabolites
secondaires libérés par les bactéries antagonistes dans le milieu de culture. Par ailleurs, la
différence entre les pourcentages d’inhibition des souches fongiques testées suggere que le
mode d’action et/ou le type des métabolites produits par les bactéries peut varier, mais aussi

que ces bactéries sont taxonomiquement différentes (Williams et Asher, 1996).

4-Caractérisation métabolique et fonctionnelle (quelques traits PGP
impliqués dans le bio-controle)

Plusieurs auteurs (Tabli et al., 2017 ; Bensidhoum et al., 2016 ; Nabti et al.,
2014 et Tabli et al., 2013) ont décrit les mécanismes d’amélioration de la croissance des
plantes par les PGPB.

La production d’enzymes lytiques extracellulaire peut inhiber la croissance des

champignons. Ainsi, 1’exposition des phytopathogénes a des enzymes lytiques peut
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provoquer la dégradation des composes complexes tels que la chitine, les protéines, la
cellulose, qui sont par conséquent des constituants importants des parois cellulaires de
I’agent pathogene, mais aussi des sources de nutrition (Islam et Hossain, 2013).

Les cing souches fongiques fournies au laboratoire et les isolats sélectionnés sont
testés pour rechercher divers caractéres promoteurs de la croissance végétale : activités

enzymatiques et production d”AlA.

4-1- Activités enzymatiques
Le teste préliminaire des activités antifongiques sur les 30 isolats a permis la sélection
des 15 suivants : 11, 12, 14, 15, 16, 110, 111, 114, 115, 116, 119,121, 123, 124 et 129 qui ont fait
I’objet des tests ultérieurs. Différentes activités enzymatiques sont recherchées sur boites, les
activites testées concernant : les protéases, les lipases, les cellulases, les chitinases, les
estérases, les amylases et les uréases. Pour les activités positives, les résultats varient entre
faibles, moyens et bons d’un isolat a ’autre, a 1’exception de 1’activité uréasique ou aucun
isolat n’a produit 1’uréase.
Les résultats des activités enzymatiques recherchées dans ce travail sont résumés

dans le tableau 05et I’aspect des boites aprés incubation est représenté sur la figure 14.

Tableau 05: Résultats des différents tests d’activités enzymatiques réalisés pour les 15 isolats

Isolats | Cellulase | Lipase | Estérase | Protéase | Chitinase | Amylase | Uréase
11 ++ +++ - +++ - +++ -
12 ++ +++ + +++ - - -
14 ++ +++ - +++ - +++ -
15 ++ - - - - +++ -
16 - +++ ++ - + - -
110 - + ++ +++ - - -
111 - + - ++ - +++ -
114 - - + +++ - - -
115 - - + ++ - - -
116 - +++ ++ +++ - - -
119 - +++ +++ +++ - - -
121 - +++ ++ - - - -
123 - +++ ++ - - - -
124 - +++ +++ - +++ - -
129 - +++ +++ +++ +++ - -

+++ : activité élevee ; ++ : activité moyenne ; + : activité faible ; - : pas d’activité
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Figure 17: Aspect de quelques résultats d’activités enzymatiques
testées sur boites

1: Amylase ; 2:Protéase; 3:Estérase ;4:Lipase ; 5:Uréase ;6:Chitinase; 7:Cellulase

4-1-1 Activité cellulasique

D’apres les résultats du tableau, on constate que quatre isolats (11, 12, 14, 15) ont
manifesté des résultats positifs pour ce test.

Les cellulases sont des enzymes synthétisées par un grand nombre de
microorganismes comprenant aussi bien les champignons (Trichoderma, Aspergillus et
Thermomonospora) que les bactéries (Clostridium) (Kuhad et al., 2011). Les resultats
obtenus montrent que 1’activité cellulasique est observée chez 26,60 % des isolats (Tableau
05). La dégradation de la cellulose joue un rdle clé dans le cycle de carbone (Lee et al.,
2007),elle est principalement convertie par les microorganismes en dioxyde de carbone et en
méthane (Eriksson, 1985). Plusieurs bactéries rhizosphériques de genre Pseudomonas et
Bacillus, ont la capacité de produire I’enzyme cellulase. Cette derniére exerce un meécanisme
important d’inhibition fongique, et ceci, par la dégradation de la paroi cellulaire du
champignon (Reetha et al., 2014).Par conséquent, la cellulase peut étre considérée comme un
moyen potentiel dans le biocontrdle pour la stimulation et la favorisation de le croissance des
plantes grace a I’accélération de la décomposition de la matiére organique et de

I’augmentation de la fertilisation du sol (Ramamoorthy et al., 2001).
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4-1-2 Activité lipasique et estérasique

Dans ce travail, 73% et 80% des isolats se sont révélés producteurs d’enzymes
estérasique et lipasique respectivement. Les lipases sont largement répandues chez les
bactéries, les levures et les champignons filamenteux. Elles sont aussi bien produites chez les
bactéries Gram + telle que Bacillus, que les bactéries Gram — telle que Pseudomonas
(Frickers et al., 2008). Dans 1’étude réalisée par Tabli et al. (2013), concernant 1’activité
lipasique et uréasique, 50% des souches ont montré une activité lipasique positive, ce qui est
inférieur a nos résultats obtenus. Par conséquent, I’activité estérasique est présente chez tous
les isolats (100%), ce qui semble supérieur a nos résultats (73%). Par ailleurs, dans les études
réalisées par Carrim et al., (2006), seulement 40% des isolats ont présenté des activités
esterasique et lipasique positives.

La production de lipases est influencée par le type et la disponibilité de la source
du carbone et d’azote. Les lipases sont produites durant la croissance bactérienne, ou cette
période de production peut varier de quelques heures a plusieurs jours selon les bactéries et
les conditions environnementales (De Guzman et al., 2008). Ces peptides antifongiques
inhibent la croissance d’un grand nombre de champignons y compris les genres Aspergillus,
Penicillium, et Fusarium, les bactéries et les oomycetes (Munimbazi et Bullerman, 1998).

La synthése des lipases et des estérases par les bactéries testées pourrais
participer au recyclage de la matiére organique en fournissant les éléments nécessaires aux
plantes (Ajar Nath Yadav et al., 2020).

4-1-3 Activité protéasique

10 isolats sur les 15testés ont montré un résultat positif pour cette activité. Les
protéases constituent un groupe important d’enzymes jouant un role dans la nutrition et dans
la dégradation de la matiere organique. En plus, ce sont les enzymes les plus importantes
dans le domaine industriel. Elles sont utilisées dans 1’industrie alimentaire, 1’industrie
fromageére, les détergents, domaine de la pharmacologie et la production de médicaments etc
(Muthulakshmi et al., 2011). Il est bien établi que la production des protéases est 1’un des
mécanismes d’action indirecte appliquée par les PGPR dans [1’¢élimination des
microorganismes nuisibles (Ajar Nath Yadav et al., 2020). D’aprés Dunne et al., (1997)
I’inhibition du champignon phytopathogéne Phytium ultimum dans les rhizosphére de la
canne a sucre est due au développement de la protéase extracellulaire par les souches de

Stenotrophomonas maltophilia W81.
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4-1-4 Activité chitinasique

Pour cette activité, seuls les isolats 16, 124 et 129 ont montré un résultat positif. La
chitinase est une enzyme hydrolytiqgue. Comme la cellulose, la chitine est un polymere de
chaines droites de sucre (N-acétyl-glucosamine) (Patil et al., 1999). Les chitinases sont
présentes chez plusieurs microorganismes eux-mémes dépourvus de chitine, mais pour
lesquels la chitine constitue une source de nutriments (Cohen- Kupiec et Chet, 1998 ; Patil et
al., 1999). Chez les bactéries, les chitinases jouent un réle dans la nutrition et le parasitisme,
tandis que chez les champignons, les protozoaires et les invertébrés, elles sont également
impliquées dans la morphogenese (Patil et al., 1999). Certes, la chitine représente le
composant majeur de la plupart des parois des cellules fongiques, I’implication alors de la
lyse enzymatique de ces parois par I’intermédiaire des chitinases extracellulaires par des
microorganismes producteurs de chitinase, ont été signalés comme agents de lutte biologique,
par conséquent de bio-contrdle, pour différents types de maladies fongique. Certaines études
ont révélé une relation entre les chitinases de Bacillus sp et sa capacité a inhiber la croissance
mycélienne de Fusarium oxysporum et Fusarium solani (Bensidhoum et al., 2015), et donc
les chitinases sont impliquées dans le mécanisme de défense des plantes (Patil et al., 1999).
Dans les études realisees par Tabli et al., (2013), Ahmad et al., (2013), Nabti et al., (2014), ,
100%, 75%, 50% des isolats montrent une activité chitinasique, respectivement. Cependant,
ces résultats ne coincident pas avec les nétres, puisque 20% de nos isolats seulement ont cette
activité enzymatique. Ces différences peuvent étre dues aux différents potentiels

enzymatiques des isolats et aux différences des lieux de prélévement.

4-1-5 Activité amylasique

Seuls les isolats 11, 14, 15 et 111 ont manifesté des résultats positifs pour ce test. Les
amylases sont des enzymes qui décomposent I’amidon ou le glycogéne. Elles peuvent étre
produites par plusieurs sources ; microbiennes, animales et méme végétales, mais la plus
demandée en industrie est I’amylase microbienne grace a sa disponibilité et & sa production
volumineuse (Vidylakshmi, 2009 ; Mathew et al.,2016).

Les bactéries assurent directement la croissance des plantes en leur solubilisant
les nutriments dans le milieu. Nos résultats (26.6% d’isolats présentent une activité
amylasique) sont semblables & ceux observés par Dinesh et al., 2015, ayant trouvé que 25%
des souches ont une activité amylasique. Tandis que Tabli et al., 2013 et Nabti et al., 2014

ont constaté que 100% des souches avaient une activité positive pour ce test. Cette différence
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peut étre due a la différence du site de prélévement ainsi qu’a la variabilité et la diversité

génetique des isolats

4-1-6 Activité uréasique

Aucun de nos isolats n’a montré une activité uréasique. L’uréase est une enzyme qui
catalyse I’hydrolyse de l'urée pour former deux molécules d’ammoniac (NH3) et une
molécule de dioxyde de carbone (Sirko et Brodzik, 2000). L uréase est synthétisée chez de
nombreux microorganismes : les algues, les champignons, les bactéries, les plantes et les
invertébrés (Krajewska, 2009). Une activité uréasique a été signalée chez plus de 200 espéeces
de bactéries et ceux-ci incluent les organismes Gram-positifs tels que Sraphylococcus sp. et le
groupe Corynebacterium et les organismes Gram-négatifs, y compris Proteus mirabilis. La
production de cette enzyme peut étre considérée comme un mécanisme indirect de la
stimulation de la croissance des plantes, et ainsi peut étre incluse dans le bio-contrdle. Nos
résultats sont différents de ceux trouves par Tabli et al., (2013) et Nabti et al., (2014)ou 100%
et 75% de leurs isolats étaient uréase+ respectivement. Hasan et al., (2014), ont trouvé que

50% de leurs isolats ont montré une activité uréasique.

4-2- Production de I’acide indole acétique

La production d’auxine (AIA) est considérée comme le mécanisme direct, le plus
important, utilisé par les PGPB pour stimuler et augmenter remarquablement la croissance
des plantes et le rendement des récoltes. Cette phytohormone coordonne différents processus
de développement chez celles-ci (Khalid et al., 2004 ; Baca et Elmerich, 2007 ;Ali et
al.,2009). Selon Zakharova et al., (1999), environ 80% des bactéries rhizosphériques sont
capables de produire I’ AIA.

Pour ce test, 46,66% de nos résultats sont positifs avec une production d’AIA en
quantités variables (figure 18). Les isolats 14 et 129 ont produit les quantités respectives les
plus élevées en ng/ml de : 8 et 13,2. Comparées a ces isolats, le taux de production d’ AIA par
- 16, 110, 111 et 119, sont moyens (2,3 ug/ml < AIA < 3,9 ug/ml). Quant a ’isolat 124 a
montré le taux de production le plus faible (AIA < 2,3ug/ml).Ali et al., (2008)ont établi un
rapport positif sur la production in vitro des auxines par les bactéries du sol et leur capacité a
favoriser la croissance des plantes dans différentes circonstances.

Un taux de production élevé d’ AIA n’est pas toujours a 1’intérét de la plante. En
effet, des concentrations ¢levées en AIA peuvent causer I’effet inverse (inhibition) sur la

croissance des plantes, ce qui a été remarqué par Malik et Sindhu, (2011). Selon Beneduzi et
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Passaglia, (2011), une quantité faible d’AIA stimule la croissance des plantes, alors qu’une
forte concentration peut inhiber le développement des racines.

Une amélioration de 52% de la croissance racinaire est observée par
Egamberdieva, (2009), aprés inoculation du blé par trois souches de Pseudomonas
productrices de 1I’AIA (5, 5.7 et 7.4 ug /ml), ces taux sont proches de ceux élaborés par les
isolats 16, 110, 111, 119 et 124 qui ont produits un taux d’AIA < 3,9ug/ml, ce qui approuve
son utilisation comme inocula & des semences afin d’améliorer la croissance et le rendement

des plantes.
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Figurel8 : Quantités d’ AIA produites par les différents isolas.

A : concentration produite en g par ml ; B : aspect des résultats positifs et négatifs.
4-3- Coloration de Gram des isolats sélectionnés

Les caracteres morphologiques (coloration de Gram) des 15 isolats montrent les

résultats suivants.
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Tableau 06 : Les caracteres microscopiques des 15 isolats.

Coloration de Gram

Isolats
Forme Gram Agencement

11 Bacille G- Isolé

12 Gros batonnet G- Isolé

14 Gros bacille G- Isolé

15 Bacille long G- Isolé

16 Bacille long G- Isolé

110 Coccobacille G- Isolé

111 Cocci G+ Chainette, grappe diplomas
114 Bacille long G- Isolé

115 Petits, gros coccobacilles G- Isolé

116 Bacille G- Isolé

119 Bacille G- Isolé

121 Bacille long G- Isolé

123 Colibacille gros G- Isolé

124 Coccobacille G- Isolé

129 Coccobacille G- Isolé

¢y .
. . 0~
" .
- v ‘
-
. 9
L. ..

Figure 19: Colorations de Gram de quelques isolats bactériens.

A I’exception de I’isolat [11 qui a montré une coloration de Gram +, tous les autres
isolats sont des Gram -.
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Conclusion

L’utilisation des technologies microbiennes dans I’agriculture s’étend tres
rapidement par [’identification de nouvelles souches bactériennes efficaces dans
I’amélioration de la croissance des plantes. L'application des PGPB comme agents de
biocontrole en tant qu'inoculant des plantes cultivées contre les ravageurs (champignons
phytopathogénes) offre une alternative biologique a l'utilisation excessive et incontrdlable de

produits agrochimiques.

Dans cette présente étude, trois échantillons d’eau sont prélevés d’un puits
d’intérét agricole, dans le village Djebira (Wilaya de Bejaia). Ces échantillons ont fait 1’objet
d’un isolement de bactéries d’intérét agricole (PGPB). Trente isolats ont été sélectionnés et
purifiés sur la base des différences d’aspects macroscopiques des colonies. Ces isolats ont fait
I'objet d’une sélection successive afin de choisir les meilleurs antagonistes contre les
champignons phytopathogenes ; Aspergillus niger, Aspergillus flavipes, Penicillium sp.,
Fusarium sp. et Botrytis sp. Il en est ressorti 15 isolats soit (50%) ayant une bonne activité
antagoniste, et qui produisent des moléecules antifongiques et d’intérét agricole, en particulier,
I’isolat I2 qui a inhibé la croissance des cinq champignons par confrontation directe, avec
des PGI% allant de 53,3% a 77,14%. Nos isolats, en plus de leur role dans le biocontréle
(enzymes lytiques), peuvent stimuler et améliorer la croissance des plantes en jouant le role
de biostimulateurs (production d’AIA) et biofertiliseurs (production des enzymes impliquées

dans la fertilisation du sol par la dégradation des substrats comme 1’amidon et cellulose).
Notre travail reste préliminaire et mérite d’étre complété par :

e Destestsde I’activité de nos isolats sur d’autres champignons (genre et espéces) ;

e Larecherche d’autres activités a savoir la résistance aux métaux lourds et 1’activité
insecticides des isolats bactériens.

¢ L’identification phylogénétiques des isolats ;

e Laréalisation des tests d’inoculation in vivo (sur plantes), au laboratoire ou sur
champs pour voir leurs caractéeres de promotion de la croissance des plantes;

e La purification, identification et caractérisation biochimique des mol écules

antifongiques.
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Annexe | : Composition des milieux de culture utilisés (pour un litre de milieu)

» Gélose nutritive (GN)

Composition Quantité(g)
Peptone 5
Extrait de viande 1
Extrait de levure 2
NaCl 5
Agar 7.5
pH 7.2+0.2
» Luria Bertani (LB)
Composition Quantité (g)
NaCl 5
Tryptone 10
Extrait de levure 5
pH 7.240.2
> PotatoDextrose Agar (PDA)
Compositions Quantité (g)
Pomme de terre 200
Glucose 20
Agar 15
pH 5.4+0.2
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» Agar al’extrait de malt(EM)

Compositions Quantité(g)

Peptone mycologique 5

pH 5.4+0.2

» Milieux Brain Heart Infusion Broth (BHIB)

Composition Quantité(g)

Infusion de cervelle de veau 125

Glucose 2

Hydrogénophosphate de sodium 2,5
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Annexe I1: Courbe d’étalonnage de I’AIA.
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Annexe Il : Coloration de Gram.

Préparation d’un frottis

- Déposer sur une lame propre une goutte d’eau distillée stérile.

- Prélever une colonie a I’aide d’une anse de platine stérile.

- Dissocier soigneusement la colonie dans la goutte d’eau, puis sécher et fixer le frottis au-

dessus de la flamme de bec benzene sans trop chauffer (Leyral et Joffin, 2001).

Une fois refroidis, on entame la coloration de Gram :

- Recouvrir la lame avec du violet de Gentiane et laisser agir 1 minute.

- Recouvrir la lame de Lugol et laisser agir 45 secondes.

- Rincer rapidement a 1’eau de robinet et éliminer I’excés d’eau.

- Décolorer la lame avec de 1’alcool pendant 30 secondes.

- Rincer rapidement a 1’eau de robinet.

- Recouvrir la lame de la fuchsine pendant 1 minute.

- Rincer rapidement a 1’eau de robinet.

- Sécher puis observer au microscope grossissement x1000 (Singleton, 2005).



Résumé

En vue des risques croissants des maladies des plantes causées par les champignons
phytopathogénes, une premiére étape de recherche et de sélection de bactéries a pouvoir

antifongique a été effectuée dans ce présent travail.

Des échantillons d’cau prélevés d’un puits agricole situé au village Djebira (wilaya de
Bejaia) ont fait 1’objet de cette étude. 30 isolats ont été purifiés sur la base d’une différence
de I’aspect phénotypique sur boites, puis testés pour leur capacité a inhiber la croissance des
cing champignons phytopathogénes a savoir; Aspergillus niger, Aspergillus flavipes,
Penicillium sp, Fusarium sp et Botrytis sp. Les meilleurs isolats sélectionnés sont testés pour
leurs production de métabolites d’intérét agricole; production de I’AIA phytohormone et les
enzymes lytiques (amylase, protéase, lipase, cellulase, estérase, chitinase et urease). Les
résultats obtenus ont montré que la moitié des isolats ont inhibé la croissance mycélienne
d’au moins un champignon dans le test de confrontation directe sur boites, avec des PGI1%
qui varient entre 20 a 79,41%. L’isolat 12 par contre été efficace a 1’égard des cing
champignons testés. La plus part des isolats étudiés produisent la majorité des enzymes
recherchées, a I’exception de I’uréase. L’ AIA phytohormone est produite par 46.66% d’entre

eux.

Ces résultats ne nous permettent pas d’expliquer exactement les mécanismes
d’antagonisme par lesquels ces isolats ont inhibé le développement des champignons
phytopathogénes, mais il a été clairement déterminé que la cohabitation entre les isolats
inhibiteurs et les champignons phytopathogénes n’est pas possible. Les isolats sélectionnés
peuvent étre une alternative efficace pour remplacer les pesticides chimiques et veiller sur la

bonne santé et la meilleure croissance des plantes.

Mots cles : Puits d’irrigation, isolats, champignons, agents de biocontréle, plant growth
promoting bacteria (PGPB).



Abstract

In view of the increased risks of plant diseases caused by phytopathogenic fungi, a
first stage of research and selection of bacteria with antifungal power was carried out in this

present work.

Water samples taken from an agricultural well located in the village of Djebira
(wilaya of Bejaia) were the subject of this study. 30 isolates were applied on the basis of a
difference in the phenotypic appearance on boxes, then tested for their ability to inhibit the
growth of five phytopathogenic fungi, namely; Aspergillus niger, Aspergillus flavipes,
Penicillium sp, Fusarium sp and Botrytis sp. The best selected isolates are tested for their
production of metabolites of agricultural interest; production of the phytohormone AIA and
Iytic enzymes (amylase, protease, lipase, cellulase, esterase, chitinase and urease). The results
obtained showed that half of the isolates inhibited the mycelial growth of at least one fungus
in the direct confrontation test on dishes, with IGP% varying between 20 and 79.41%. Isolate
12, on the other hand, was effective against the five fungi tested. Most of the isolates sought
produce the majority of the enzymes sought, with the exception of urease. The phytohormone
AlA is produced by 46.66% of them.

These results do not allow us to explain exactly the mechanisms of antagonism by
which these isolates inhibited the development of phytopathogenic fungi, but it was clearly
determined that the cohabitation between the prohibited isolates and phytopathogenic fungi is
not possible. Selected isolates can be an effective alternative to replace chemical pesticides

and ensure the health and best growth of plants.

Keywords: Irrigation wells, isolates, fungi, biocontrol agents, plant growth promoting
bacteria (PGPB).



