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Introduction

Les plantes, en tant qu’élément pionniers du fonctionnement des écosystemes terrestres
vivent universellement en symbiose avec d’autres organismes microscopiques .Ces symbioses
jouent un réle extrémement déterminant et décisif dans le succés de la conquéte des divers

biotopes par le partenaire végétal.

Deux catégories d’effets bénéfiques des microorganismes sur les plantes peuvent étre
distinguées (VAN DERHEIJDEN et al.,2008) : les effets directs via les organismes
microbiens associés a la racine qui mettent en place des relations mutualistes avec les plantes
et les effets indirects via I’action des microorganismes vivant librement dans la rhizosphere
qui modifient les taux disponibilité des éléments nutritifs et donc la productivité, la santé et la
diversité des plantes. Parmi les microorganismes a effets bénéfiques indirects, il existe
notamment des bactéries dont [I’effet global favorise la croissance de la plante
(LEMANCEAU, 1992).Certaines sont utilisées en agriculture comme agents de lutte
biologique (BLOEMBERG et LUGTENBERG, 2001).On prend I’exemple de ces deux
bactéries de genre Pseudomonas et Bacillus qui sont capables de former des associations
intimes avec leurs hotes. Ces associations peuvent mener a une maladie chez les plantes hotes
sensibles (HOFTE et DE VOS, 2006).Par ailleurs ils sont capables de mettre en place des

interactions mutualistes.

Les plantes subissent les attaques de nombreux bio-agresseurs. Parmi eux, les
champignons pathogenes causent des maladies sur tous les organes des plantes. La fréquence
des infections fongiques a augmenté de facon dramatique au cours des deux dernieres
décennies en raison principalement des agents chimiques et méme environnementaux
L’émergence de nouveaux agents fongiques pathogénes et le développement de resistance

sont également des facteurs importants (PEREZ et al., 2002).

Dans ce travail nous avons étudies 1’effet antagoniste de ces deux bactéries sur les trois
agents phytopathogénes: Aspergillus niger, Botrytis cinerea et Penicillium sp. Et ceci par des
confrontations in vitro en boites de pétri. Une deuxiéme série d’essais a été effectuée in vivo
afin d’apprécier 1’effet protecteur des bactéries vis- a- vis des plantes de piments infectées par

Botrytis cinerea.
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Chapitre 1 : Le monde microbien

1-Pseudomonas sp.

Considéré longtemps comme un organisme largement opportuniste, Pseudomonas sp., est
aujourd’hui clairement reconnu comme un pathogene nosocomial majeur chez les patients
immuno-compromis ou affaiblis (PIER et RAMPHAL, 2005).

Cette souche a été isolée pour la premiére fois en 1882 par Charles Gessard comme agent
de surinfection des plaies au cours de la 1ére guerre mondiale (CHAKER, 2012). C’est
une bactérie redoutable car elle est considérée comme le paradigme des espéces

environnementales pathogénes opportunistes de I’homme (PLESIAT, 2011).

1-1-Taxonomie

11 s’agit d’une bactérie que 1’on répertorie conventionnellement comme mentionné dans
le tableau I.

Tableau I: Taxonomie de Pseudomonas sp. (CHAKER, 2012)

Régne Bacteria
Embranchement Prokaryota
Division Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

1-2- Phylogénie

Le genre Pseudomonas sp., est un grand groupe bactérien particulierement important qui
appartient a la sous-classe y des protéo-bactéries. La figure 1 représente les relations

phylogénétiques entre les différents groupes des protéo-bactéries.



Chapitre 1 : Le monde microbien

p Protéobactéries

Y Protéobactéries

Chromohalobacter, Deleya,
Halomonas, Halovibrio
=" Photobacterium, Vibrio

Enterobacteriacae

- Blastobacter, Caulobacter,
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Methylobacterium

Afipia, Bradyrhizobium, Nitrobacter.

: Rhodopseudomonas
O Protéobactéries Agrobacterium, Bartoneiia,

=
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Figure 1. Relations phylogénétiques entre les différents groupes des protéo-bactéries contenant les
genres bactériens actuellement ou anciennement (en gras) associés
aux Pseudomonas (BOSSIS et al., 2000).

1-3-Habitat

La bactérie Pseudomonas sp., est omniprésente dans 1’environnement, on la trouve dans de
tres nombreux milieux : végétaux, poussieres, aliments crus (particulierement les légumes :
tomates, carottes, céleris) et méme parfois commensale du tube digestif de 1’homme
(LECLERC, 2002). C’est une bactérie saprophyte d’ecau, ubiquitaire de 1'environnement
humide, son réservoir naturel est le sol, les lacs, les rivieres, 1’eau polluée, les piscines et les
jacuzzis...etc (FLORET, 2009). Pseudomonas sp., est un germe aquicole qui se multiplie
dans I’eau quel que soit son contenu en matiéres organiques (LECLERC ,2002 ) et comme
leur multiplication est favorisée par la température, on les trouve aussi dans les eaux chaudes
sanitaires, dans les tours de refroidissement, et dans les piscines, les bains bouillonnants,
ventilateurs, nébuliseurs, humidificateurs et malheureusement au milieu hospitalier [éviers,
siphons, vases, antiseptiques (dans les solutions de désinfectants)] incriminé dans les
infections nosocomiales(LECLERC, 2002).

1-4- Caracteres généraux des Pseudomonas sp.

1-4-1-Caractéres morphologiques

Pseudomonas sp., est un bacille fin sous forme de batonnet de 1 a 5 um de longueur et 0,5a 1
um de largeur (CHAKER, 2012). C’est une bactérie a Gram negatif, non sporulée,

strictement aérobie (cytochrome oxydase), généralement non capsulée mais parfois entourée
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d’une pseudo-capsule, elle est tres mobile grace a la présence de plusieurs flagelles polaires.
Elle est mésophile et capable de se développer dans des températures allant de +4°C a +45°C,
mais il faut bien savoir que sa température optimale de croissance se situe entre 30 et 37°C
(CLAVE D, 2011).

1-4-2-Caractéres culturaux

Pseudomonas sp., sont des aérobies a métabolisme strictement respiratoire, oxydase+
(CLAVE, 2011) (utilisent ’oxygéne comme accepteur d’électrons, mais en absence ou en
carence de ce dernier, elles utilisent les nitrates (VASIL, 1986), et chimio-organo-trophes
puisqu’elles peuvent croitre dans un milieu minéral ne contenant qu’une seule source de
carbone. Elles sont aussi catalase positive (MEZAACHE, 2012).

Toutes les especes de ce genre ne peuvent croitre a pH inférieur a 4.5, ni métaboliser le
lactose sur Mc Conkey, I’examen au rouge de méthyle et celui de Voges Proskauer (VVP) sont
négatifs (PALLERONI, 1984).

1-4-3- Caractéristiques métaboliques

Pseudomonas sp., sont Caractérisée par un métabolisme oxydatif et non fermentatif
(MEZAACHE S, 2012). Ces bactéries ont la capacité de dégrader des composés complexes,
tels que les protéines et les polysaccharides complexes comme 1’amidon, la cellulose
(PALLERONI, 1984).

Les espéces du genre Pseudomonas produisent une couche d’exopoly- saccharide entourant
leurs cellules, la protégent de la phagocytose par les macrophages chez les mammifeéres. Cette
couche d’exo-polysaccharide (E.P.S) leur permet de former des bio films, grace auxquels elles
peuvent rester collées aux surfaces, de telle maniere qu’il est difficile de les déloger
(VISCAEet al.,2007). Ce genre produit beaucoup de poly hydroxy alcanoates et d’alginates
ainsi que d’autres substances métaboliques. Ce qui les rend d’un grand intérét

biotechnologique (HOLLOWAY,1992).

1-4-4- Caracteres génomiques

Le génome de cette bactérie a été séquencé en 2000 et a été publiée et révélait le plus large
génome bactérien séquencé a ce jour. Il possede 6.3 millions de paires de bases, codant 5570
cadres de lecture de la souche modéle PAO1 (STOVER et al.,2000).

Ce génome contient un nombre important de genes régulateurs impliqués dans le
métabolisme, le transport, I’efflux de composes organiques et differents systemes de sécrétion

et de mobilité, (STOVER et al.,2000) mais il contient aussi une guantité trés élevée de génes
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codant pour des facteurs de virulence et des mécanismes de régulation, ce qui lui confére une
grande capacité a s’adapter a divers environnements et la capacité d’infecter différents
hotes(FAILLE, 2010).

La virulence de Pseudomonas sp., est multifactorielle (LAMONT 1 et al., 2003), cette
bactérie pouvant produire une multitude de métabolites secondaires dont des facteurs de
virulence extracellulaires de faibles poids moléculaire, qui sont régulés en partie par la
signalisation intercellulaire. De plus, de nombreux facteurs de virulence se retrouvant a la
surface des cellules font de cette espéce un pathogene redoutable. Parmi ces facteurs, on
retrouve le flagelle qui permet a la bactérie de nager, les pilis pour le déplacement et
I’adhésion, et la couche de lipopolysaccharides (LPS) qui se situe a la surface externe de la

membrane et qui est aussi nécessaire a I’adhésion (KIPNIS et al., 2006).

1-4-5-Pouvoir pathogene

Pseudomonas sp., sont des bactérie opportuniste qui provoquent rarement des infections chez
les sujets en bonne santé. 11 s’agit alors :

- D’infestations massives par exemple chez les nageurs de piscines contaminées.

- Ou d’inoculations traumatiques directes dans un tissu ou une cavité (méningites ou
ostéomyélite d’inoculation).

En fait, il est de regle que les infections a pyocyanique surviennent chez les malades fragilisés
en milieu hospitalier. L’antibiothérapie favorise I’implantation des bactéries sur la peau ou les
muqueuses de ces malades. Le concept d’immunodépression inclut 1’état consécutif aux
stress, & des traumatismes divers (brulures, fractures, interventions chirurgicales, injections
intraveineuses d’héroine, manceuvres instrumentales), a des chimiothérapies neutro-péniantes
utilisées par le traitement des cancers ou des leucémies mais aussi les tares (diabete,
mucoviscidose...) la malnutrition (kwashirkor), 1’age (prématurité) ou le délabrement
physiologique (vieillesse) (SOULEY, 2002). Les principales pathologies causées par

Pseudomonas sp., sont résumées dans le Tableau II.
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Tableau Il : Principales pathologies causées par Pseudomonas sp., et classées selon le site
d’infection (MESAROS, 2007).

Site d’infection

Pathologie spécifique

Fréquence (dans une
population a risque)

Tractus respiratoire

Pneumonie aigue
Infections chroniques de
I’arbre

bronchique

Fréquent (hopital, soins
intensifs)
Mucoviscidose

Sang

Bactériémie et septicémie

Fréquent

Tractus urinaire

Infections aigues
Infection chroniques

Relativement fréquent
(complication suite a la
présence de corps étrangers)

Oreille

Otite externe (“’oreille du
nageur’’)

Otite externe maligne
Otite moyenne chronique
suppurative

Fréquen

Peau et tissus mous

Dermatite

Infections de plais
Ecthyma gangrenosa
pyodermite
Folliculiteacnevulgaris
résistant

Relativement fréquent
(Traumatismes)
Relativement fréquent
(Traumatismes)

OEil Kératite (ulcére cornéen) Rare (traumatisme)
Enophtalmie
Ophtalmie néonatale

Systeme nerveux Méningite Rare (secondaire a une

central

Abées cérébral

neurochirurgie ou a un
traumatisme)

Tractus gastrointestinal Entérocolite nécrosante Rare
Infections périrectales
Os et articulations Pyoarthrose sténo-articulaire | Rare

Ostéomyélite vertébrale
Infection de la symphyse
pubienne
Ostéochondrite du pied
Ostéomyélite

1-4-6-L’antibiorésistance

La résistance bactérienne a un antibiotique est définie comme la capacité d’une bactérie a

survivre a une concentration bien déterminée de cette molécule. En pratique, cette résistance

se traduit de différentes fagons. Pour le clinicien, c’est la présence d’échec clinique

d’antibiothérapie aprés un traitement adapté, Pour le biologiste, c’est 1’acquisition par une
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bactérie de mécanismes lui permettant de résister a la concentration minimale inhibitrice

déterminée pour des souches sensibles (WEISS, 2002).

1-4-6-1-Différents types de la résistance bactérienne

1-4-6-1-1-Résistance naturelle

Pseudomonas sp., possédent une résistance naturelle a un grand nombre d’antibiotiques en
raison de la production d’une béta-lactamase chromosomique inductible de classe C qui n’est
pas inhibé par le clavulanate, et une mauvaise permeabilité membranaire. Pseudomonas sp.,
sont donc naturellement résistants aux pénicillines des groupes V G M et A, a la plupart des
cephalosporines de troisieme génération . Pseudomonas sp sont aussi résistant a la
kanamycine (POOLE, 2004) .

Figure 2 : Antibiogramme de la souche sauvage de référence PAOL,
(MESAROS et al., 2007).

1-4-6-1-2-Résistance acquise

A coté de la résistance naturelle, il existe aussi la résistance acquise. Cette résistance ne
concerne que quelques ou de nombreuses souches d’une espece donnée. Ces souches dérivent
de bactéries initialement sensibles (phénotype résistance). Elle résulte de changements dans le
génome bactérien par une mutation comme 1’acquisition des informations génétiques
étrangeres (MULVEY et SIMOR, 2009).
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2- Bacillus sp.

Le groupe Bacillus sp., est composé de bactéries & Gram-positif, anaérobies facultatifs et
capables de former des endospores. Ce sont des batonnets, d’environ 4 pm de long et 1 um de
large, possédant une ciliature péritriche (GUINEBRETIEREet al., 2008).

Les especes de ce groupe sont fréquemment retrouvées dans le sol, I’eau, les poussiéres et sur
les végétaux. Certaines especes se retrouvent dans le tube digestif des animaux ou elles

¢tablissent une relation d’endosymbiose avec leur hote (HONG et al., 2005).

2-1-Caractéristiques

Bacillus sp., sont des bacilles de grande taille (>1.0 pm) a Gram positif, généralement mobiles
grace a une ciliature péritriche. Sont aussi tres répandues dans la nature et de végétaux, ce qui
sont souvent isolées du sol, de la poussiére ou de la surface favorise leur propagation dans les
aliments. Certaines especes sont aussi capables d’infecter des mammiféres et/ou des insectes
(DROBNIEWSKI, 1993, KOTIRANTA, et al., 2000). La capacité a produire des spores
leur permet de résister a des environnements extrémes tels que la pasteurisation ou I’acidité
rencontrée dans I’estomac mais aussi a adhérer aux matériaux utilisés au cours de la chaine de
fabrication des plats cuisinés (LEQUETTE, et al., 2011, MOLS et ABEE, 2011,
CEUPPENS, et al., 2012). La gamme de température de croissance varie en fonction des
souches et s’étend de 5°C a 50°C

2-2-taxonomie

Le groupe Bacillus inclut six especes génétiquement apparentées :

- Bacillus anthracis, responsable de la maladie du charbon (MOCK et FOUET, 2001).

- Bacillust huringiensis, qui synthétise un cristal parasporal contenant des toxines Iétales pour
les insectes (SCHNEPF et al., 1998).

- Bacillus mycoideset, Bacillus pseudomycoides forment des colonies rhizoides
(NAKAMURA, 1998).

- Bacillus weihenstephanensis est une espéce psychrotolérante pouvant se développer a des
températures de réfrigération comprises entre 4°C et 7°C (LECHNER, et al., 1998).

- Bacillus cereus sensu stricto aussi appelé Bacillus cereus, reconnu comme agent causal de
toxi-infections alimentaires (TIA) mais aussi responsable dans une moindre mesure

d’ infections opportunistes locales et systémiques (BOTTONE, 2010, LOGAN, 2012).

Plusieurs études basées sur différents types d’ analyses tels que les profils AFLP (Amplified

Fragment Length Polymorphism), MLST (Multi Locus Sequence Typing), MLEE (Multi

8



Chapitre 1 : Le monde microbien

Locus Enzyme Electrophoresis), les séquences des genes ribosomaux et la séquence du géne
pan C ont montré que ces especes se réepartissent en sept groupes phylogenétiques, chacun se
divisant en sous-groupes (GUINEBRETIERE, et al., 2008, TOURASSE, et al., 2011). Le
groupe phylogénétique I inclut I’ espéce Bacillus pseudomycoides. Les groupes Il, I11, 1V, V
contiennent les espéces Bacillus cereus et Bacillus thuringiensis. Bacillus anthracis est quant
a lui présent uniquement dans le groupe Ill. Bacillus weihenstephanensis et Bacillus
pseudomycoides appartiennent au groupe V1. Le groupe VII contient une espece nouvellement
décrite : Bacillus cytotoxicus (GUINEBRETIERE, et al., 2012).

2-3-Cycle de vie

La connaissance de I'écologie de Bacillus sp., dans le sol est loin d'étre compléete. Les
premiers travaux favorisaient un modele ou Bacillus cereus sensu lato existe dans le sol sous
forme de spore, puis germe et croit en interaction symbiotique avec un héte invertébré ou en
tant que pathogéne chez un héte vertébré ou invertébré (JENSEN, et al., 2003).

Ce mode de vie de Bacillus cereus sensu lato, a été complété par les travaux de Vilain et
collaborateurs qui montrent qu’ elle est aussi capable de germer, de se multiplier et par la
suite de sporuler dans le sol prouvant ainsi que Bacillus, peut également adopter un mode de
vie saprophyte (VILAIN, et al., 2006).

\',.“
D feon il 4
%;:&v » ey -
Mammals Baci
l 3

Insects Rhizosphere

Human body

Figure 3 : Représentation des cycles de vie de Bacillus sp, d’ aprés (MOLS et ABEE,
2011).

Les auteurs décrivent un phénotype multicellulaire avec un mode de croissance filamenteux

qui permettrait a Bacillus sp., de se déplacer dans le sol. La forme filamenteuse de Bacillus
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sp., aussi décrite par Margulis et collaborateurs, existe également au niveau de I’intestin
d’insecte (MARGULIS et al., 1998). Ainsi le mode de croissance filamenteux serait associé
aux modes de vie saprophytique et symbiotique de Bacillus sp., tandis que le mode de
croissance rapide serait associé a un cycle de vie en tant qu’agent infectieux. Il est a noter que
les souches de Bacillus sp., ne sont pas toutes responsables de pathologie chez I’hote.
Plusieurs souches sont inoffensives et certaines sont utilisées comme probiotiques
(CUTTING, 2011).
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1-Botrytis cinerea

1-1-Définition

L’étymologie de son nom fait référence directement a sa morphologie : «Botrytis » signifie «
en forme de grappe », indiquant ainsi la morphologie des conidiophores, et « cinerea »
renvoie a la couleur gris cendrée de la sporulation.

Le genre Botrytis a été décrit pour la premiere fois en 1729 par Pier Antonio Micheli qui la
répertorié dans le « Nova Plantarum Genera » puis le nom de 1’espéce Botrytis cinerea a été
attribué par Elias Magnus Fries, le botaniste suedois qui, a la suite de Linné, fut le fondateur
de la systématique des champignons.

C’est un champignon aérien qui se conserve assez bien dans le sol sous forme de petits
nodules de consistance dure, de couleur sombre, formé de filaments mycéliens entrelacés
appelés sclérotes.

C’est un pathogéne ubiquiste et polyphage capable de se développer sur plusieurs plantes
hotes différentes (ELAD et al., 2007).

Il a un mode de vie nécrotrophe : Aprés infection de son hote, les cellules touchées meurent et
Botrytis cinerea s’y développe de fagon saprophyte (HOLZ et al., 2007).

Se multiplie dans un intervalle de température comprise entre 15 et 20°C et ELAD (2007)
précise qu’une humidité relative élevée (>90%) est primordiale pour que Botrytis envahit les
tissus.

D’autres auteurs (DEYTIEUX-BELLEAU et al., 2009 ; AZOUZ, 2009) accordent une bien
plus grande importance aux nutriments disponibles, notamment les sucres comme source de
carbone qu’ils considérent comme un des facteurs clés dans le développement du tube
germinatif.

Botrytis cinerea est un champignon a risque fort de résistance parce que de nombreuses
caractéristiques de sa biologie rendent plus efficace 1’effet de la sélection naturelle (grandes
tailles de populations, dissemination des conidies par le vent sur de longues distances,
importante variabilité génétique, existence d’une reproduction sexuée et asexuée, large
spectre d’hotes. ..etc)

Ce champignon est une espéce dotée d’un fort pouvoir adaptatif, décrit in natura pour la
résistance aux fongicides. Cependant, trés peut d’éléments sont connus concernant les

mécanismes évolutifs de la sélection au niveau populationnel.
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1-2-Classification

La classification est récapitulée dans le tableau suivant :

Tableau 111 : la taxonomie de 1’espéce Botrytis Cinerea
Regne Mycetes (Fungi)
Embranchement Amastigomycota

Division Deutéromycotina

Classe Ascomycetes

Ordre Leoliale(la forme parfaite téléomorphe)

Moniliale(la forme imparfaite anamorphe)
Scleroteniaceae (téléomorphe)
Famille -
Moniliaceae (anamorphe)
Genre Botrytis
Espéce Botrytis cinerea

La classification ancienne, basée essentiellement sur des caractéres morphologiques et les
spectres d’hotes a été révisée récemment par une approche de généalogie multiple (STAATS
et al., 2005).

1-3-Caracteres morphologiques

Possédes des conidies ovoides hyalines @ marron a pale, unicellulaire et hydrophobe d’une
taille 8-14x6-9um qui sont libérées par le mouvement hygroscopique de rétrécissement des
cellules conidiospores.

Conidiophores sont ronflées et ornées de courts stigmates simples, sur lesquels se déposent les
conidies Micro-conidies : sont de taille de 2,5 a 3 um de diamétre Sclérotes : toujours petites
et arrondis ou avoides, aplatis a la surface de 1’organe qui les porte, constitués par des
mycéliums agrégés blanchatres. lls mesurent 2 a 4mm de longueur et let 3 mm de largeur
(COLEY-SMITH et COOKE, 1971).

12
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Figured: Caractéristiques morphologiques de 1’espéce Botrytis cinerea
A : Apothécie, B : des asques contenant des ascospores, C : Sporulation mycélienne et
D : Culture in vitro sur un milieu synthétiques (WALKER et al ., 2011).

1-4- Cycle de développement de Botrytis cinerea
Il existe deux cycles infectieux possibles pour ce champignon du genre Botrytis :

1-4-1-Le cycle asexué
Dans les conditions favorables, Botrytis cinerea fructifie pour donner des conidies et leurs
développement se manifeste par la production de conidiospores dressés en touffes souvent
étendues.
L’attachement des conidies a la surface de 1’hote se réalise par deux liaisons: la premiere
implique des forces d’adhésion faibles qui résultent d’interactions hydrophobes entre les
conidies et la surface (DOSS et al ., 1993). La deuxiéme liaison est renforcée par 1’adhésion
entre les conidies et la surface des tissus infectés.
Une fois attachées a la surface de I’hote, les conidies commencent le processus de
germination, a I’extrémité du tube germinatif produit une couche extracellulaire (colle
biologique) qui agit comme un adhésif a la surface de 1’h6te. Cette couche protége ces
conidies contre les mécanismes de défense de I’hote (DOSS et al ., 1995).
Les conidies prennent une part importante dans la dissémination du champignon, elles
peuvent étre produites en continue, selon les conditions climatiques, dans le cas de cultures
sous abris. Leur libération est favorisée par un climat humide, puis elles sont transportées par
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le vent, la pluie et les insectes sur de longues distances ou elles forment une source
d’inoculum primaire (HOLZ et al., 2004) ce qui permet de provoquer un nouveau cycle
d’infection. Ce cycle est tres court et ne dure que quelques jours (6 a 7 jours).

Lorsque les conditions deviennent défavorables au développement de mycélium et de

conidies, des sclérotes se forment (reproduction sexuelle).

Figureb:Structures d’infection provoquée par des conidies de Botrytis cinerea.

A) Conidiophore de Botrytis cinerea avec des conidies matures.
B) Germination d’une conidie a la surface d’un pétale d’une rose.

C) Structure d’infection de Botrytis cinerea sur feuille d’un fruit et pénétration de Botrytis
cinerea dans la paroi externe de 1’épiderme de la feuille aprés 12h d’inoculation. (ap)
appressorium, (oew) paroi externe de I’épiderme et (V) : vésicule d’infection (Williamson et
al ., 2007).

1-4-2-Cycle sexuel

Se traduit par la fusion entre les ascogones (gameétes femelles) produite par les sclérotes et
les microconidies (gametes males) produite par les microconidiophores. Elle est suivie d’une
division méiotique et d’une mitose conduite a la formation des apothécies (BEEVER et
WEEDS, 2007) contenant des asques a 8 ascospores.
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Le cycle sexuel est rarement detecté dans la nature facilement mais il est réalisable au

laboratoire et il joue un réle important dans la diversité génétique de Botrytis cinerea.
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Figure 6:Cycle de vie de Botrytis cinerea (FILLINGER et al ., 2007)

1-5- Importance économique de la pourriture grise

La pourriture grise est 1’une des maladies cryptogamiques la plus dévastatrice dans le monde
qui est provoquée par Botrytis cinerea, cet agent pathogéne peut entrainer la destruction
partielle ou totale de I’organisme infecté.

Sur le plan économique, ce champignon est considéré comme un probleme phytosanitaire
majeur dans le monde (MARTINEZ et al ., 2005).

Chez de nombreux fruits et légumes, l’infection commence généralement sur Soit les
ouvertures naturelles (des pétales, des sépales) des feuilles, soit par des blessures et soit par le
tissu intact (CLARK et LORBEER, 1977) (ELAD, 1988). Les symptomes se propagent

ensuite sur les fruits ou les Iégumes adjacents en phase de croissance.

1-6- Les symptdmes sur quelques légumes.
1-6-1-Symptdmes sur la tomate
e Les symptomes apparaissent en premier sur les feuilles les plus anciennes et ensuite
remonter progressivement vers des feuilles plus jeunes.
e Les fruits infectés développé un halo lIéger de couleur blancs-gris et deviennent doux
et pourri qui est a I’ origine d'une infection par les spores dans 'air.
e Cette pourriture est plus considéré sur tomates cultivées a I’extérieur ou en serre, les

dommages sont visibles sur les tiges (WILLIAMSON et al ., 2007).
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Figure 7 : Symptomes de maladie causée par la moisissure grise sur feuilles et le fruit tomate

(https://www.iriisphytoprotection.qc.ca/Fiche/Champignon?imageld=8229)

1-6-2-Symptoémes sur le piment

Les racines pourrissent.

Les tiges contaminées sechent et meurent.

Les feuilles se couvrent de taches créme a brunes, puis sechent ou pourrissent.

Les fleurs flétrissent.

Les fruits et légumes atteints se couvrent d’un feutrage d’abord brunatre, puis

résolument gris.

En cultures sous abris, les risques d'attaque par ce champignon pathogene sont permanents sur

par exemple le poivron, la laitue ou la fraise (JARVIS, 1992).

Figure 8 : la moisissure grise développé sur piment récoltés

(https://www.alamyimages.fr/photo-image-la-moisissure-grise-botrytis-cinerea-developpe-

sur-piments-recoltes-99931391.html)
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1-6-3-Symptomes sur la courgette

Les symptdmes se manifestent par 1’apparition des taches beignes avec un halo jaune a la
bordure de la feuille, on observe une moisissure grise qui gagne ultérieurement la tige et le
fruit.

Le champignon ce conserve sous forme sclérotes sur les déchets végétaux et sur le sol, Une
forte humidité favorise son développement .

Les conidies se dispersent par le vent ou la pluie dans le cas d’une culture en plein champ soit

par le courant d’air ou ’eau de condensation pour le cas de culture sous serres.

Figure 9 : Jeune fruit de courgette dont les pétales infectés et pourris permettront la
contamination rapide du fruit par Botrytis cinerea .( http://ephytia.inra.fr/fr/C/8072/Courgette-
courges-Principaux-symptomes)

2-Penicillium sp.

Parmi les champignons pathogénes, le genre Penicillium est probablement qui est le plus
ubiquitaire. 11 comporte plus de 200 especes qui se rencontrent partout de 1’équateur aux pdles
(REBOUX et al ., 2010).

Les pénicilliums sp., sont des champignons pour la plus part trées connus dans
I’environnement, prophage, pouvant étre responsables de nombreuses dégradations .Ils ont
pour habitat naturel le sol, les denrées alimentaires, les matiéres organiques en décomposition
et les céréales

Ces champignons occasionnent une pourriture bleue verte, entrainant une perte de couleur des

modts et une diminution de leur concentration en sucres.
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L’émergence de défauts organoleptiques (golts moisi-terreux dits GMT) depuis les années
2000 a donné lieu a la mise en place d’études sur les origines de ces défauts et plus
particulierement sur les populations fongiques potentiellement responsables.

Ce genre de champignons majeurs sont impliquées dans la chaine alimentaire humaine et
animale comme des précurseurs (DELAGE et al.,2003 ; LOPEZ DE CERAIN et al.,2002 ;
FILALI et al.,2001 ;OTTENDER et MAJERUS,2000 ).l permet aussi de produire des
toxines telles que les mycotoxines (MILLER et TRENHO, 1994).

Comme dans le cas des Aspergillus, les spores asexuées ou bien les conidies ou conidiospores
sont produites par bourgeonnement (LARPENT et LAPRENT-GOURAUD, 1990).

Ce genre se caractérise par I’aspect du conidiophore qui est divisé en articles, rappelant ainsi
la forme d’un pinceau (CHAMPION, 1997).

2-1-Caractéres général

La morphologie du penicillium se distingue par son organisation en pinceau.

Le thalle, forme de filaments mycéliens septes et hyalins porte des conidiophores lisses et
granuleux, simples ou ramifie qui se terminent par un pénicille .Les conidiospores peuvent
étre isoles, groupe en faisceaux lache ou agrégés en cormiers bien individualises.

Les phialides sont disposés en verticilles a I’extrémité des conidiophores. Ce dernier donne
naissance a des conidies disposes aux longues chaines.

Les phialides sont ampulliforme ou lancéolées, sont serres les unes contre les autres donnant a
I’ensemble I’aspect d’un pinceau.

Les conidies sont des spores unicellulaires, globuleuses, elliptiques, cylindriques ou
fusiformes, lisses ou rugueuses, hyalines, grisatres ou verdatre (BOTTON et al ., 1990) .les
caractéres des pénicilles servent a la différenciation des groupes et des espéces, certaines

especes peuvent présenter une reproduction sexuée avec la production d’ascocarpes.

3-Aspergillus niger

Les champignons du genre Aspergillus ont été décrits pour la premiére fois en 1729. Sont des
champignons filamenteux qui se développent en aérobiose sur la matiére organiques en
décomposition (saprophytismes) de plus, ils participent au recyclage du carbone et de I’azote
de I’environnement.

Cette espece est ubiquitaires : on les rencontre en milieux rural (la paille tasse et humides, les

fruits moisis et les matiéres organiques en décompositions) qu’en milieu urbain, et aussi bien
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a lextérieur dans I’atmosphére qu’a lintérieur des habitations (Poussiéres, conduits
d’aérations) (VAUBOURDOLLE, 2007).

Ils sont capable de se multiplie dans un intervalle de température qui varie entre 6 a 47 °C.,
Les especes thermophiles se développent a un optimum de 35 a 37 ° C, sa capacité de
produire des conidies lui offre une large résistance au milieu les chauds et humides
(SCHUSTER et al ., 2002).

La limite d'activité de I'eau pour la croissance est 0,88 et est une espéce qui peut pousser sur
une tres large gamme de pH : 1,4-9,8.

La multiplication de cette espéce est végétative. Il n’y a pas de reproduction sexuée.

3-1-Caractéres morphologiques

e Un thalle mycélium blanc et de trés nombreuses structures sporiféres érigées,
pulvérulentes, brun-noir, qui est généralement disposées en cercles concentriques et le
verso est souvent incolore a jaune.

e Des tétes conidiennes larges, bisériée radiée, brun trés sombre a noir, tout d’abord
sphériques et secondairement radiées

e Des conidiophores (1,5 a 3 mm de long) qui présentent une paroi épaisse, lisse et
incolore.

e Lavésicule est globuleuse, brune, et de grande taille (40 a 70 um de diametre).

e Les phialides, tres serrées, sont insérées sur la vésicule par 1’intermédiaire de métules
disposées sur tout le pourtour de la vésicule.

e Les conidies sont produites en tres longues chaines qui, au fur et a mesure, ont
tendance a se regrouper en plusieurs colonnes compactes. De forme globuleuses,
brunes, échinulées a tres verruqueuses, et mesurent 3,5 a 5 um de diametre
(QUATRESOUS, 2011)

3-2-Caractéres culturaux

Les Aspergillus présentent une croissance rapide sur les milieux de culture classiques (milieu
gélosé (GACEM, 2011), Sabouraud (TABUC, 2007), PDA (GACEM, 2011)) additionnés
d’antibiotiques. Apres une incubation de 24h a 37 ° Con observe des colonies plates
apparaissent d’abord blanches, puis jaunes, et enfin granuleuses noires.

Les Aspergillus forment des colonies souvent poudreuses ou granuleuses. La couleur de
colonies permet une orientation rapide dans I’identification d’especes. Le virement de la
couleur de jaune vers noir .Le revers de la colonie est incolore ou jaune, mais il peut brunir ou
rougir avec I’age (TABUC, 2007).
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3-3-Les applications

Cette catégorie de moisissures joue un réle utile dans la fabrication de nombreux aliments
(boissons, fromages, saucisses et saucissons...) dans les industries alimentaires
(DELARRAS, 2007)

Aspergillus niger est devenu un organisme industriellement utilisé lorsque l'acide citrique a
été tout d'abord produit par fermentation en 19109.

En plus il offre plusieurs applications par sa production d'enzymes comme Pectinase, protéase
et amyloglucosidase qui ont été initialement produites en culture de surface et exploité pour la
premiére fois (SCHUSTER et al., 2002).

3-4-Pouvoir pathogéne d’Aspergillus

Les moisissures sont des organismes peu virulents mais trés opportunistes. Les especes du
genre Aspergillus ne deviennent pathogenes que dans certaines conditions trés particuliéres ou
elles profitent d’une défaillance des systemes de défense de 1’hdte pour I’infecter latget ,1990
Les Aspergillus sont les plus impliqué en pathologie humaine : Il est en cause dans environ
deux tiers des infections fongiques aspergillaires chez ’homme et de 80 % des cas
documentés d’infection invasive ( DESOUBEAUX et CHANDENIER ,2010), Il est aussi
connu pour sa capacité a se développer sous la forme de truffes aspergillaires, sans invasion
réelle des tissus. Les especes suivantes sont également incriminées dans les manifestations
pathologiques :Aspergillus flavus, niger, nidulans, terreus, versicolor, etc.

La plupart des espéces d’Aspergillus sont incapables de se développer a 37°C et cette
caractéristique fondamentale distingue les espéces inoffensives des especes pathogénes.
D’autres  caractéristiques  participent au pouvoir pathogéne de cette espéce
(DENNING,1998 ;BEUNET, 1995 ; PITT, 1994):

* la petite taille des spores ainsi que leur hydrophobicité facilitent leur mise en suspension
dans I’air (PARIS et al ., 2003) .

* la petite taille des spores leur permet également de pénétrer les poumons profondément

* les hydrophobines présentes a la surface des spores empéchent leur reconnaissance par le
systeme immunitaire (AIMANIANDA et al ., 2009).

* le tropisme vasculaire des spores, c’est a dire leur capacité a atteindre les vaisseaux
sanguins, leur permet de se disséminer dans 1’organisme.

* la production de mycotoxines impliquées dans des processus de sensibilisation est

responsable de manifestations allergiques
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De nombreux sites d’infections ont été¢ décrits, comme la peau, le péritoine, les reins, les os,
les yeux et I’appareil digestif. Cependant, chez la plupart des patients, I’appareil respiratoire,

qui est la principale porte d’entrée des spores, reste la zone d’infection majoritaire.

3-5-Le risque aspergillaire chez les patients immunodéprimés

C’est en 1847 que le premier cas de pneumopathie humaine associée a Aspergillus est décrit,
par Theodor Sluyter (1817-1895), dans le cadre de sa thése de médecine. Il s’agissait vrali
semblablement d’une Aspergillose Pulmonaire Invasive (API). Dans les annees 1970, les
premiéres grandes séries d’API sont décrites (YONG et al., 1970), en relation avec
I’augmentation croissante des thérapeutiques immunosuppressives pour le traitements des
leucémies et pour les transplantations

Les sujets immunocompétents développent tres rarement des pathologies pulmonaires
aspergillaires.

L’inhalation de spores d’Aspergillus est la plupart du temps sans conséquences car le systeme
immunitaire élimine les spores et empéche leur croissance. Cependant, le tabac, une infection
par d’autres agents pathogenes (virus, bactéries), une fibrose pulmonaire ou d’autres
antécédents broncho-pulmonaires (mucoviscidose, sarcoidose, broncho-pneumopathie
chronique obstructive) peuvent altérer le tapis muco-ciliaire et créer des lésions des cellules
épithéliales des muqueuses. Ces Iésions favoriseraient 1’adhésion des spores, pouvant mener a
des pathologies séveres comme 1’Aspergillose Broncho-Pulmonaire Allergique (ABPA)
Apres le poumon, le cerveau est I’organe le plus fréquemment atteint mais la peau ,le rein, la
thyroide, les os, le ceeur et les yeux peuvent étre touchés également (RIBAUD et al . ,1999).
Elle est de trés mauvais pronostic, d’une part parce qu’elle touche des patients sévérement
immunodéprimés (GRAF et al ., 2011)et d’autre part parce que son diagnostic est souvent
tardif .

Une exposition répétée a des spores ou a des antigénes d’Aspergillus peut également étre
responsable de pathologies allergiques bénignes, incluant I’asthme, la sinusite allergique et
I’alvéolite. Ces pathologies n’impliquent pas de croissance fongique dans le corps du patient,
et il suffit en général de supprimer le facteur environnemental pour que les symptomes
s’estompent.

Les taux de mortalité rapportés varient de 28 % a 100 % selon les sources. C’est aujourd’hui
une pathologie directement responsable de la mort de patients leucémiques, et de 1’échec de
traitements chimiothérapiques. C’est également une cause principale de déces chez les greffés

de moelle osseuse.
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Le risque aspergillaire constitue un probléme de santé publique important: Aspergillus est
progressivement devenu 1’un des pathogénes fongiques les plus prévalent, responsable en
1992 de 30 % des infections fongiques chez les patients cancéreux ; Ces derniéres sont
récemment devenues la premiére cause de mortalité d’origine infectieuse dans les Services
d’hématologie et de greffe de moelle osseuse (DESOUBEAUX, GAUD CHAUDEMIER,
2010).

Figure 10: Représentation schématique de ’infection par les spores aspergillaires avec inhalation puis

germination des spores au niveau alvéolaire (AIMANIAUDA et al ., 2009)
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1-Introduction
La protection phytosanitaire est mise en ceuvre des méthodes appropriées pour éviter au
maximum la réduction de la valeur marchande de la production agricole occasionnée par des

parasites, des ravageurs, des adventices ou encore par des troubles d’ordre physiologique.

2-Lutte biologique

Selon 1’organisation internationale de la lutte biologique (OILB), la lutte biologique est
définie ainsi : «Utilisation d’organismes vivants pour prévenir ou réduire les dégats causés pas
des bio-agresseurs. Elle se base sur la relation naturelle entre deux étres vivants, ainsi que sur
’utilisation de composés minéraux, organiques et d’extraits de plantes.

2-1-Les agents biologiques

Ces agents biologiques décrits dans la littérature sont principalement représentés par des
bactéries appartenant aux genres Acinetobacter, Bacillus, Pantoea et Pseudomonas et par des
champignons non phytopathogénes tel que Trichoderma spp, capables d’avoir une efficacité
contre les moisissures et/ou en méme temps d’induire des réactions de défense avec la cellule
hote (MASIH et al ., 2001; MAGNIN-ROBERT et al., 2007; TROTEL-AZIZ et al., 2008;
GABRIOLOTTO et al., 2009).

Les agents de la lutte biologique peuvent avoir les activités suivantes :

e Antibiose : Ce phénomeéne se passe quand un microorganisme sécrete des substances
secondaires toxiques pour 1’agent pathogeéne qui ont un effet négatif sur la croissance
de celui-ci (MELIN et al., 2007). Plusieurs genres fongiques sont considérés comme
des producteurs d'antibiotiques. Certains métabolites sont capables d’interférer avec la
germination, la croissance mycélienne et/ou la sporulation des agents phytopathogenes
par une inhibition de la germination des spores des champignons ou une lyse du
mycélium des champignons (SOUFIANE, 1998).

e Hyperparasitisme : est I’association étroite entre deux espéces fongique, elle se
représente dans l'attaque directe d'un microorganisme par un autre dans un but
nutritionnel. Le parasite tire de 1’hote un profit de ressources normalement destinée a
sa croissance, sa survie et sa reproduction (SOUFIANE, 1998). Il s’agit aussi d’un
organisme antagoniste, qui colonise sa cible, en I’occurrence Botrytis cinerea est la
détruit (BULL et al., 1998).

e Compétition nutritive : IZALLALEN (1997) a défini la compétition comme étant
deux populations ou plusieurs sont limitées, en termes de vitesse de croissance ou de

taille de population, par une dépendance commune envers un facteur externe

23



Chapitre 3 : Les méthodes de lutte phytosanitaires

nécessaire pour la croissance. On peut prendre 1’exemple de Botrytis cinerea qui a
besoin de nutriments exogénes pour assurer son cycle infecticux. La présence d’autres
microorganismes peut inhiber sa croissance par la compétition pour certains éléments
nutritifs (ELAD et STEWART, 2004).

e Interférence avec le pouvoir pathogéne : I’agent de controle biologique peut
interférer avec les facteurs de pathogénie du champignon, par exemple, en inhibant les
enzymes hydrolytiques. L’interférence est efficace a des phases précoces de 1’infection
(BAARLEN et al., 2004).

e Stimulateur des defenses des plantes : ce mode d’action est majoritaire chez les
bactéries telles que Pseudomonas sp (BUNSTER et al., 1989). Elles induisent des
changements physiologiques de la plante qui répond a cette infection, notamment, par
un changement des caractéristiques de surface des feuilles de la plante. Ceci a pour
conséquence de géner I’attachement et la croissance des agents pathogenes sur les
feuilles.

Des nombreuses études ont décrites des organismes ayant une activité antagoniste qui peuvent
étre isolés de 1’environnement naturel. Ces organismes se sont de bons candidats de bio-
controle antifongique dans les conditions de laboratoire alors que, dans les conditions du
champ, seuls certains sont efficaces et il peut s’agir de champignons, de levures ou de
bactéries (DROBY et al., 2009); (ELMER et REGLINSKI, 2006).

La lutte biologique utilise un ensemble de méthodes satisfaisant les exigences a la fois
économiques, €cologiques et toxicologiques, en réservant la priorit¢ a la mise en ceuvre
délibérée des éléments naturels de limitation et en respectant les seuils de tolérance.

En fait, I’utilisation des moyens de lutte biologique contre les agents phytopathogénes
antagonistes a connu un essor considérable durant les deux derniéres décades (MOURIA et al
.,2013).

Plusieurs genres de champignons appartenant a différents groupes antagonistes de
champignons phytopathogénes intervient dans ce type de lutte. Parmi ceux-ci, ceux qui sont

présenté dans le tableau suivant :
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Tableau IV : les champignons phytopatogénes et leurs roles dans la lutte

Le champignon

réle

Référence

Microdochiumdimerum(Penz.)
Arx 1984

un agent fongique potentiel de

lutte contre Botrytis cinerea

(AJOUZ, 2009)

Trichodermaspp.

semblent étre les champignons les

plus utilisés dans la lutte
biologique contre de nombreux
champignons

phytopathogeénes :Phytophthora

cryptogea, Botrytis cinerea

(MOAYEDI et
MOSTOWFIZADEH-
GHALAMFARSA R,

2010)
(HMOUNI et al., 1999 :
TRONSMO et

YSTAAS, 1980).

Gliocladium virens

efficace contre plusieurs agents
phytopathogénes comme des
des

especes champignons

décomposeurs du bois

(HIGHLEY et
RICARD, 1988)

Paraconiothyriumminitans(W.A.
Campb.)

un parasite fongique obligatoire
de Sclerotiniasclerotiorumqui se
développe au détriment de son
hote dont il empéche sa

prolifération

(VERKLEY et al, 2004)

Penicillium restrictum

a un effet antagoniste sur de
nombreux champignons

phytopathogeénes

2-2- Les facteurs abiotiques

Le climat semble jouer un role essentiel sur le développement des champignons et notamment

sur

Botrytis cinerea. Une pluviométrie
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conditionnerait trés précocement I’état physiologique de la pellicule, la rendant plus
vulnérable aux attaques de Botrytis. La gréle et les pluies violentes peuvent également
occasionner des blessures sur baies qui peuvent étre alors, colonisées par différentes
moisissures (DUBQOS, 2002).

3-Lutte chimique

La lutte chimique a pris son ampleur considérable grace au développement de la chimie
organique et des pesticides. Elle reste une nécessité économique, a cause des pertes de récolte
importantes et en 1’absence de la mise en points d’autres méthodes efficaces et economiques.
L’objectif serait de trouver un équilibre entre la sauvegarde des produits agricoles et la
protection de la santé publique et ’environnement. Ce genre de lutte utilise principalement les
fongicides contre les parasites et les acariens.
3-1-Les fongicides

Les fongicides sont destinés a lutter contre les maladies des plantes provoquées par des
champignons ascomyceétes, basidiomycetes et des oomycetes, de fagon directe ou indirecte.

IIs peuvent étre classés selon plusieurs critéres : mode d’action biologique (préventif/curatif),
comportement dans les plantes (pénétrant, systémique) et leurs structures chimiques.
L’industrie phytosanitaire s’est accordée a classer les fongicides selon leurs modes d’action
biochimique (FRAC). Il y a des fongicides dits multi-sites qui affectent plusieurs cibles.
D’autres fongicides, dits uni-sites, ont pour cible une protéine essentielle au champignon
(LEROUX et al., 2002)

3-1-1-Les fongicides uni-sites

Les fongicides uni-sites sont les plus utilisés actuellement. Ils se caractérisent par une matiére
active ciblant une protéine cellulaire, perturbant un processus cellulaire donné.

L’un des processus ciblés par les fongicides est la respiration cellulaire qui permet la
production d’énergie sous forme d’ATP.

Chez les champignons et les eucaryotes en général, les phases finales se déroulent dans la
mitochondrie. Celle-ci contient une série de transporteurs d’électrons (YAMAGUCHI et
FUJIMURA, 2005) parmi lesquels cinqg complexes protéiques ayant des fonctions
enzymatiques cataboliques. Tous les complexes enzymatiques de la chaine respiratoire, mis a
part le complexe 1V, constituent les cibles de divers fongicides. Ces derniers ont une action
préventive car ils bloguent la germination des spores de champignons et immobilisent les

zoospores des Oomycetes
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3-1-2- Les fongicides polyvalentes ou multi-sites

Il s’agit de la premiére classe de fongicides apparus dés le xiXe siécle, aux prémices de la lutte
chimique, Les premiers fongicides multi-sites étaient a base de cuivre ou de soufre.
L’intégration de la chimie de synthése dans le domaine de I’agrochimie a permis de
développer plusieurs familles chimiques de fongicides multi-sites (LEROUX et al.,2002).

lIs peuvent inhiber les enzymes impliquées dans le catabolisme primaire, le cycle de Krebs
ou la chaine respiratoire. Ils inhibent aussi d’autres processus comme la perméabilité
cellulaire. Peu affectés par la selection de résistances, ces fongicides se caractérisent par leurs
effets non sélectifs et une efficacité a forte dose. Par conséquent, ils comportent des risques
éco-toxicologiques et toxicologiques pour les organismes non cibles.

Tableau V : les différentes familles chimiques de fongicides multi-sites (LEROUX et
al .,2002).

Famille chimique Fongicides
Sulfamides dichlofluanide, tolyfluanide
Phtalimides captafol, captane, folpet
Dithiocarbamates ferbame, mancozebe, manebe, metirame,

propinebe, thirame, zinebe,zirame

Chloronitriles Chlorothalonil

Triazines anilazine

Guanidines guazatine, iminoctadine

Quinones dithianon

Quinoxalines Chinomethiona te/quinomethionate
Maleimides fluoroimide

Minéraux cuivre, soufre

3-1-3- Les fongicides anti-botrytis autorisés en France
Les différentes familles chimiques utilisées pour lutter contre Botrytis cinerea en France se
caractérisent par des modes d’actions différentes : Les thiophanates représenté par le

thiophanate méthyl (WALKER et al ., 2013). 11 inhibe 1’élongation du tube germinatif et la
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croissance mycélienne en se fixant sur la B-tubuline (CLEMONS et SISLER, 1971,
DAVIDSE, 1973).

Apres plusieurs années d’utilisation, des souches résistantes ont été sélectionnées chez
Botrytis cinerea, la famille des N-phenyl carbamates diethofencarbe est largement utilisée
contre la pourriture grise en association avec la carbendazime, un benzimidazole.

A cause de I’émergence des souches résistantes, 1’utilisation des fongicides anti-microtubules
a diminué et ils ont été remplacés par des fongicides d’autres modes d’action.

En France, un seul fongicide multi-site est autorisé. Il s’agit du thirame appartenant a la
famille des dithiocarbamates. Son utilisation est limitée a une application par saison a cause
de sa faible efficacité contre Botrytis cinerea, ainsi que de sa faible pénétration dans la plante.

Le thirame cible plusieurs fonctions thiol des enzymes impliquées dans la respiration des

spores.

D’autres fongicides ciblent les enzymes impliqués dans le processus respiratoire : En France,
deux fongicides sont autorisés; le premier est le fluazinam qui inhibe la germination des
spores et la croissance mycélienne chez Botrytis cinerea. Il s’agit d’un découplant de la
phosphorylation oxydative. Le fluazinam peut étre appliqué une fois par saison.

Le deuxiéme fongicide est le boscalid, un pyridine-cardoxamide, introduit en France en 2005.
C’est un inhibiteur du complexe Il (Succinate déshydrogénase). Il bloque le transfert
d’¢lectrons du succinate vers 1’ubiquinone, en se positionnant dans une zone délimitée par les
sous unités de la SDH (SdhB, SdhC et SdhD) ( RAMSAY et al .,1981). Il existe deux
familles chimiques affectant I’osmo-régulation chez Botrytis cinerea. 11 s’agit des
dicarboxamides (Iprodione) et celle des phénylpyrroles représentée par le fludioxonil. Ces
deux familles interférent avec la signalisation osmotique probablement via une histidine
kinase (FILLINGER et al., 2012).

La famille des anilino pyrimidine Pyriméthanil est utilisee aussi comme anti-botrytis. Des
études suggerent que cette famille inhibe la biosynthése de la méthionine (FRITZ et al
.,2003).

4- Mécanisme de résistance

La résistance a un fongicide peut étre due a plusieurs mécanismes de resistance :

4-1-La modification de la cible

Est due a une mutation ou un polymorphisme provoquant le changement de la structure de la

protéine cible du fongicide. Elle modifie I’affinité du fongicide pour celle-ci.
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4-2-La surexpression de la cible

Ce mécanisme engendre une production massive de la cible, ce qui nécessite une dose plus
importante de fongicide pour inhiber son activiteé.

4-3-Modification du transport

Il s’agit soit une pénétration réduite, c’est-a-dire le fongicide penetre dans la cellule & des
doses insuffisantes pour inhiber la cible, soit d’une excrétion accrue impliquant des
transporteurs membranaires. La surexpression de ce(s) transporteur(s) non sélectif(s) conduit
a une sensibilité réduite a des molécules trés variées appelée également multi drogue-
résistance (MDR).

4-4-Le contournement par une voie alternative ou un systéme secondaire

Est mis en place pour remplacer le systéeme principale qui est enrayé par le fongicide.

4-5-La métabolisation

Ce mécanisme permet de métaboliser la matiére active en des métabolites moins actifs. Il
implique trois superfamilles d’enzymes : des hydrolases, des glutathion-S-transférases et des
mono oxygénases a cytochromes P450.

5-Les mesures prophylactiques

La prophylaxie représente un ensemble de mesures visant a réduire I’installation et la
propagation de l’organisme pathogéne. Ces mesures prophylactiques occupent une place
importante dans la lutte contre les maladies fongiques. Elles exigent un contréle de la
température, de 1’humidité relative et, dans le cas des cultures annuelles, cela implique
également la rotation des cultures et des semis sains. Dans le cas concret de la lutte contre la
pourriture grise, les mesures suivantes sont conseillées :

e Eliminer les feuilles sénescentes et les organes infectés des parcelles et des serres. Le
but de cette opération est de diminuer les sources possibles d’inocula primaires
(DECOGNET et al., 2010). Le retrait des feuilles sénescentes dans les serres peut
diminuer le nombre des Iésions et la mort des plantes d’environ 50% (ELAD et al
.,2004).

e Augmenter I’aération et I'ensoleillement des grappes des tomates et des vignes par
effeuillage (DECOGNET et al., 2010) et tailles réguliéres. Réduire ainsi la densité
des plantes diminue les zones de confinement qui entraineraient 1’augmentation de
I’humidité relative autour des grappes dans les serres.

e Fertiliser avec modération permet également de réduire le développement de

I’organisme pathogene. Plusieurs études ont démontré 1’efficacité de ces méthodes
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(DAUGAARD et al., 2003). Une diminution d’apport en nitrates et une addition de
potassium dans le fertilisant réduit significativement la maladie de la pourriture grise

causée par Botrytis cinerea de 27-30%, tandis que 1’ajout de calcium réduit I’incidence

de la maladie de 35 a 50%.
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Chapitre 1 : Matériels et méthode

Notre travail a été réalisé au niveau de laboratoire pédagogique en commun de I’université
MOULOUD MAMMERI de Tizi-Ouzou, durant la période allant du mois de Mars au mois de
juillet de I’année 2017/2018.

1-Matériels

1-1-Les souches fongiques et bactériennes :

Les souches fongiques utilisées dans cette étude appartiennent a trois genre de moisissures
Aspergillus niger, Botrytis cineria et Penicillium sp., et pour les bactéries sont : Bacillus sp., et
Pseudomonas sp. .

Les trois champignons et les souches bactériennes d’année 2015/2016 ont été fournis par
Monsieur OUELHADJ.A.

1-2-Milieux de culture
e Gélose de sabouraud : Institut Pasteur. Algérie
e Gélose Mueller-Hinton (gélose MH) :Conda Pronadisa. Espagne
e Gélose nutritif (GN)

e Bouillon infusion cceur-cervelle (BHIB) : Himedia. Inde

1-3-Solutions et réactifs
e Alcool : Sigma Aldrich. Allemagne
e Eaudistillée ;
e Fushine : Fluka Analytical. Allemagne
e Violet de Gentiane : Sigma Aldrich. Allemagne
e Huile a immersion :Biochem Chemopharma. France
e Solution de Lugol : Biochem Chemopharma. Québec

e Rouge de méthyle (RM) : Sigma Aldrich. Allemagne

1-4-Appareillage
e Microscope optique : Hondwetzlar. Allemagne.
e Spectrophotometre: Vis-7220G. Biotech Engineering.Management CO.LTD (UK).
e Etuve : BINDER. Allemagne.
e Balance de précision : KERN 770. Allemagne.
e Autoclave : WEBECO. Allemagne.
e Bain Marie : MEMMERT. Allemagne
e Agitateur a barreau magnétique non chauffant : GERHARDT. Allemagne.
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e Réfrigérateur : ENIEM. Algérie.)

2-Méthode

2-1-Ensemencement
Dans le BHIB on a repiqué les souches bactériennes pour les reviviez pendant 24 h a
37°Capres 24h de revivication, on ensemence une quantité de BHIB contenant les souches

bactériennes dans le milieu GN et on I’incube une autre fois dans 37°C durant 24h.

2-2-Examen macroscopique

L’aspect des colonies est observé apres culture pendant 24 heures a 37 °C sur le milieu GN.
L’observation de I’aspect macroscopique des colonies permet d’effectuer une premicre
caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de I’identification.

Dans notre cas, I’étude macroscopique a été réalisée dans le but d’assurer la pureté de nos
enchantions le fait qu’ils sont déja identifiés, en tenant compte de : La forme des colonies :
rondes, irrégulicres,...ctc. La taille par la mesure du diamétre (pinctiformes ou non
pinctiformes), La chromogénése ( couleur de la colonie.),I’élévation ( convexe, concave, plate),

I’opacité ( opaque, translucide ou transparente) et la surface ( lisse, rugueuse, séche...etc).

2-2-Examen microscopique

A partir des deux souches pures, une toute petite quantité de bactéries a été prélevée pour
effectuer I’observation microscopique des caractéres morphologiques des cellules. Cette étude
nous a permis de distinguer entre les différentes especes bactériennes par rapport a
I’agencement et la forme de leurs cellules.

Pour vérifier la pureté des isolats et s'orienter dans I’identification nous avons utilisé la
coloration de Gram.

La coloration de Gram est un aspect important et essentiel pour I’identification d’une bactérie
isolée et la vérification de la pureté de I’isolat. A partir d’une colonie de 24h, un frottis est fixé
a la chaleur puis recouvert par le violet de Gentiane pendant une minute, ensuite il est éliminé
par I’ajout du Lugol pendant une minute. Le frottis est ensuite décoloré avec de 1’éthanol
jusqu'a ce que le colorant cesse de s’échapper librement du frottis. A ce stade, les cellules Gram
négatives seront incolores et les cellules Gram positives violettes.

Ensuite, le frottis est soumit a une contre coloration de 30 secondes a la fuchsine, pour colorer
les cellules Gram négative présentes. Apres un bref rincage, le frottis est séché puis examing,
consécutivement, a I’objectif 40X et a immersion 100 X (SINGLETON, 2005).
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2-3-Préparation de ’inoculum

Les tests antifongiques doivent étre réalisés a partir des cultures jeunes de (18 a 24heures) pour
les bactéries, et (4 a 5jours) pour les champignons.

Des repiquages ont été réalisé dans des boites de pétri contenant la gélose nutritive(GN),
incuber & 37 °C pendant 24heures pour les bactéries, et dans des boites de pétri contenants le
milieu sabouraud, incuber a 28 °C pendent 4 a 5 jours pour les champignons.

2-4-Préparation de la suspension bactérienne

A partir des cultures jeunes, on préléve 3 a 5 colonies de bactéries et de champignons qu’on va
mettre dans un tube contenant 1’eau physiologique stérile. On agite pendant quelques secondes.
La standardisation de la suspension bactérienne & 10’ UFC /ml, est réalisée a ’aide d’un
spectrophotometre réglé sur une longueur d’onde de 620nm. Selon Mac Farland, on admet une
DO comprise entre 0,08 et 0,1 correspond & une concentration de 10" & 10°® germes/ml, et la
standardisation des champignons 10° UFC / ml et réalisée avec la cellule de malacez sous le
microscope photonique a grossissement x40.

2-5-Tests d’activités antifongiques

Les tests d’antagonisme fongique ont été réalisés sur des milieux de cultures solides
(Sabouraud) ; en utilisant la méthode des disques de gélose décrite par Patel et Brown (1969).
Cette méthode permet le contact direct entre les champignons et les bactéries. Des disques
fongiques de 7mm de diamétre provenant d’une jeune culture de 5 jours, ont été déposés au
centre des boites gelosées. Trois disques bactériens du méme diametre provenant d’une
culture de 24h ont été déposés autour de chaque disque fongique a une distance égale environ
2cm.

Des témoins négatifs de champignons ont été réalisés en déposants un disque de chaque
champignons au centre des boites contenant le milieu sabouraud.

Cette confrontation des bactéries avec les champignons cryptogamiques est suivit chaque deux
jours pendant une semaine (jusqu’a que le développement des témoins négatifs des
champignons a atteint son maximum dans la boite) a 28°C.

Les observations ont portées sur I’existence ou I’absence d’une inhibition de la croissance
mycelienne. Cette derniere a été estimée par la mesure du diamétre moyen de la colonie
fongique entourée des disques bactériens et est comparée au diamétre du témoin ne contenant

que le disque fongique.
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2-6-Recherche d'une substance inhibitrice volatile

La recherche d’une substance inhibitrice volatile a été réalisée par I’utilisation de boites de
Pétri contenant une couche de gélose dans le fond de la boite et une couche de gélose sur le
couvercle : Le champignon est ensemencé dans le fond de la boite sur le milieu sabouraud. La
bactérie est ensemencée dans la boite contenant le milieu MH sur le couvercle. Les boites

témoins ne sont pas ensemencées avec la bactérie.

2-7-Test d’antagonisme in vivo

Le test d’antagonisme in Vvivo a été effectué en testant 1’activité de Bacillus sp., et Pseudomonas
sp., sur les piments infectés par Botrytis cinerea agent de la « pourriture grise ».Ce champignon
possede un large spectre d’action et infecte les feuilles et les fruits de nombreuses plantes
(ADAM, 2008).

2-8-Préparation des plantes de piment
On a prit douze plantes de méme taille

e Les étapes suivies pour le test
Préparation des témoins : trois plantes de piment en été misent dans un pot ne contient ni
champignon, ni bactérie.
Trois autre plantes ont été contaminées par le champignon Botrytis cinerea au niveau des
feuilles, provenant d’une culture de cing jours.
Pulvérisation : la pulvérisation a été effectuée en prenant six nouvelles plantes contaminés par
le champignon Botrytis, ensuit chacune est inoculée de la suspension bactérienne standardisée a
I’aide d’une seringue dont trois par Bacillus sp., et trois restantes par Pseudomonas sp.,.
Les observations ont portées sur 1’existence ou I’absence de la croissance mycélienne au niveau
des feuilles pulvérisées en comparant avec les feuilles contaminées et les témoins négatifs,

pendant 20 jours.

2-9-Analyse statistique
L’analyse statistique de taux d’inhibition a été realisée par le logiciel EXCEL, en calculant la

moyenne et 1’écart-type.
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I-Résultats
1-Criteres morphologiques

1-1-Examen macroscopique

La culture de deux souches cultivées sur les boites de Pétri observées a 1°ceil nu, qui y a pour
but de caractériser la forme, la taille, la couleur, I’opacité, le contour, le relief, ainsi que la
surface des colonies.

Les critéres morphologiques des deux souches bactériennes cultivées sur milieux gélose
nutritive (GN) sont représentés dans le tableau VI.

Tableau VI: Résultats de I’examen macroscopique des souches bactériennes utilisés sur
milieu GN a 37 °C pendant 24h.

Bacteéries Forme Conteur | Relief Taille | Surface | Couleur | Opacité

Pseudomonas | Bombe irregulier grande | Lisse verte opaque

sp brillante

Bacillus sp irréguliere | irrégulier | Légerement | petite | Lisse Blanche | Opaque
convexe brillante | jaunatre

Figure 12: Pseudomonas sp.,
cultivé sur milieu GN

Figure 11 : Bacillus sp., cultivé sur
milieu GN
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1-2-Examen microscopique

L'étude microscopique est basée sur la coloration de Gram, Cette technique nous a permet de
distinguer entre bactéries Gram négatifs et des bactéries Gram positif qui apparaissent sous
deux formes .Cette observation a montré que la souche 1 qui représente la bactérie
Pseudomonas sp., apparue sous forme des petits bacilles roses. Elles possédent des parois a
Gram négatif. Chez les bactéries a Gram négatif, I’alcool mis au contact de cellules colorees,
solubilise les lipides de leur paroi. Ces derniers sont alors perdus et la paroi devenu poreuse,
puis la Fushine va occuper la place des phospholipides solubilisés et donne une couleur rose.
La souche 2 représente par la bactérie Bacillus sp., est un long bacille de forme reguliére et
souvent en courte chaine. C’est un bacille Gram positif qui est mobile, aéroanaérobie
facultatif et qui forme des spores non déformantes. Les Bacillus sp., se développent sur des
géloses ordinaires.

Les résultats de 1‘examen microscopique sont illustrés dans le tableau.

Tableau VI1 : résultats de I’examen microscopique des souches bactériennes

Coloration de Gram

Souches

Forme | Gram | Agencement Aspect microscopique

Petits | Négatif | Isoles :Diplobacilles

Pseudomonas | bacilles
Sp

Bacillus sp Gros Positif | En chainette .

bacilles
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2-Aspergillus niger

2-1-Morphologie macroscopique

Ce champignon pousse rapidement (2-3 jours) sur les milieux de culture classiques (géloses
au malt et Sabouraud). La température optimale de croissance varie généralement entre 25 et
30°C, mais cette espece peut se développer jusqu’a 42°C.

Les colonies d’Aspergillus niger sont granuleuses, blanches au début, puis jaunes et, a

maturité, elles deviennent noires. Le revers des colonies est incolore ou jaune péle.

Figurel3 : Aspergillus niger cultivé sur milieu sabouraud

2-2-Morphologie microscopique

Les tétes conidiennes, bisériées, radiées, sont disposées en plusieurs colonnes brunatres ou
noires.

Les phialides sont portées par des métules brunatres, de dimensions variables. Les conidies
sont habituellement globuleuses, parfois légerement aplaties brunes, échinulées a trés

verrugueuses.

Figure 14 : L’aspect microscopique d’Aspergillus sous
microscope photonique (G x 40)
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3-Penicillium sp.

3-1-Morphologie macroscopique

Aprés 2 jours d’incubation, on observe des petites colonies plates, formées de courts filaments
aeriens, habituellement blancs. Aprés 3-4 jours d’incubation, la sporulation va conférer aux
colonies leur teinte, le plus souvent dans les tons vert, vert bleu, vert-gris, vert-jaune, gris-bleu

mais aussi, pour certaines especes, jaune, orange, chamois, rose, ou rouge.

Figure 15 : Penicillium sp cultivé sur milieu sabouraud

3-2-Morphologie microscopique
Le thalle, formé de filaments mycéliens septés et hyalins, porte des conidiophores lisses ou
granuleux, simples ou ramifiés qui se terminent par un peénicille. Les conidiosporespeuvent

étre isolés, groupés en faisceaux laches ou agrégés en corémies bien individualisés

Figue 16 : L aspect microscopique de genre Penicillium sp., sous microscope
photonique (G x 40)
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4-Botrytis cinerea

4-1-Morphologie macroscopique
L’aspect macroscopique de Botrytis cinerea est présenté par une colonie de couleur brunatre
ayant un développement rasé sur toute la boite. Les conidiophores dressés grisatres (gris

brunatre ou gris cendré) présentent des ramifications a leur sommet

Figurel7: Botrytis sur milieu sabouraud

4-2-Morphologie microscopique
Les macroconidies sont ovoides contrairement aux micro-conidies qui sont sphériques et de
petite taille.

Figurel8 : L’aspect microscopique de genre de Botrytis cinerea a Gx 40 .

5-Confrontation du champignon et de la bactérie en boite de Pétri

Elle permet d’étudier I’activité antifongique des bactéries testée (Bacillus sp., et Pseudomonas
sp.) sur milieu sabouraud envers trois champignons connus pour leur pouvoir
phytopathogéne : Aspergillus niger, Botrytis cinerea et Penicillium sp.

L’action inhibitrice des bactéries se manifeste par 1’apparition d’une zone d’inhibition de la
croissance du champignon autour de la colonie bactérienne. Cette zone d’inhibition varie selon

I’espéce fongique et la souche bactérienne. Pour chaque confrontation nous avons calculé le
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pourcentage d’inhibition exercé par ces bactéries par la formule de (ALBUQUERQUE,
2006) :

| (%) =Dt — De / Dt x 100

I (%) : Inhibition de la croissance fongique en pourcentage

Dt (mm) : diamétre de la croissance fongique dans la boite témoin

De (mm) : diameétre de la croissance fongique dans la boite

Le taux d’inhibition estimé par différentes confrontations sont présentés dans le tableau
suivant.

Tableau VI1I: Taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne (moyenne +écart type)

W Taux d’inhibition (moyenne + écart type )
Penicillium sp

champignons | Aspergillus niger | Botrytis cinerea

Pseudomonas sp 43+3,2 66+ 3 56+ 1,5
Bacillus sp 00+ 00 66 + 3,5 83+272

La souche utilisée Pseudomonas sp., a une action inhibitrice de la croissance (> 40% )sur les
trois champignons phytopathogenes par contre la souche Bacillus sp inhibe que la croissance

de deux champignons phytopathogénes (Botrytis cinerea et Penicillium sp.) .

5-1-Action sur Aspergillus niger
L’examen des résultats de I’effet des deux souches bactériennes sur le taux de croissance
d’Aspergillus niger est comme le présentent les photos :
e Pseudomonas sp., prouve que c¢’est un bon antagoniste selon les zones d’inhibitions
formés avec un taux d’inhibition de 43% =+ 0,32
e Bacillus sp., prouve que c’est un agoniste selon les zones d’inhibitions qui ne sont pas

formés.
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Figure 19: A_sper,gillys niger Figure 20 : Effet antagoniste de
Témoin negatif Bacillus sp., sur Aspergillus niger

Figure 21 : Effet antagoniste de
Pseudomonas sp., sur 1I’Aspergillus niger

5-2-Action sur Botrytis cinerea
L’action inhibitrice des souches bactériennes sur Botrytis cinerea présente des résultats
encourageants, il s’agit de Bacillus sp et Pseudomonas sp avec un taux d’inhibition de

croissance mycélium de 66% = 0, 30

Figure 22 : Botrytis cinerea Figure 23 : Effet antagoniste de
Témoin négatif Bacillus sp., sur Botrytis cinerea
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Figure 24 : Effet antagoniste de Pseudomonas sp., sur
Botrytis cinerea

5-3- Action sur Penicillium sp.
Le pourcentage d’inhibition le plus €élevé de la croissance mycélienne de Penicillium sp.,
obtenue avec Bacillus sp., est de 83+2,28 alors que pour Pseudomonas sp., a présenté un

pourcentage moyen d’environ 56 + 1,52 % comme les photos représentent.

Figure 25 : Penicellium sp., Figure 26 : Effet antagoniste de
Témoin négatif Bacillus sp., sur Penicellium sp.

—

Figure 27 : Effet antagoniste de Pseudomonas sp., sur
Penicellium sp.
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Les valeurs de tableau VIII nous ont permis de réaliser le diagramme de la (moyenne *écart

type)
pourcentage d'inhibition de la croisssance
mycélienne

o 90
S 80
c m Aspergillus

70
o I I :
S 60 | niger
L 50 — m Penicillium sp
i
£ 40 - [
S 30 - — Botrytis cinerea
X 20 - -
-}
G 10 - |
]
(D) 0 - T 1
— Pseudomonas sp Bacillus sp

les souches

Figure 28 : Diagramme représentant les pourcentages d’inhibition de la croissance

mycélienne par les bactéries.

6-Activité antifongique des bactéries par les composés volatils :

Cette technique est utilisée pour la mise en évidence des substances volatiles chez les souches
Pseudomonas sp., et Bacillus sp., apres 10 jours de confrontation, les résultats obtenu nous a
permet de calculer le pourcentage d’inhibition de la croissance mycelienne par les composes
volatils a partir de la formule décrite par Albuquerque (2006).Les résultats sont présentés dans

le tableau suivant :

Tableau IX: Taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne par les composés volatil

(moyenne *écart type)

W Taus d’inhibition % ( moyennez écart type)
C

hampions | Aspergillus Niger Botrytis Cinerea Penicillium sp.
Pseudomonas sp. 50 +1,5 10£1,0 60+1,0
Bacillus sp. 61 +0,9 87 =1 80 +1,10

L’antagonisme fongique  produit par les substances volatiles est retrouvé chez la
bactérie :Pseudomonas sp ., qui a montré une inhibition importante de la croissance de
Botrytis cinerea avec un taux estimé a 50 %, et pour Bacillus sp., I’effet d’inhibition est aussi

remarquable allant de 61 jusqu’a 87% .
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Figure 29 : Botrytis cinerea Figure 30 : Effet antagoniste de
Bacillus sp., sur Botrytis cinerea

Témoin négatif aprés 15 jours d’incubation

Figure 31: Effet antagoniste de Pseudomonas
sp., sur Botrytis cinerea apres 15 jours
d’incubation

Figure 32: Aspergillus niger Figure 33 : Effet antagoniste de Bacillus
Témoin négatif sp., sur |’Aspergillus niger aprés un temps
d’incubation d’environ 15jours
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o)

Figure 34 : Effet antagoniste de Pseudomonas sp., sur
I’Aspergillus niger aprés I’incubation aprés 15 jours
d’incubation

Figure 36 : Effet antagoniste de Bacillus

Figure 35 : Penicellium sp sp., sur Penicillium sp., apres 15 jours
Témoin négatif » d’incubation

Figure 37 : Effet antagonite de Pseudomonas sp., sur
Penicillium sp., aprés 15 jours d’incubatioin
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Les valeurs de tableau IX nous ont permis de réaliser le diagramme de la (moyenne +écart

type)

Pourcentage d'inhibition de la croissance

mycélienne

° 100

>

c

o

=

=2 A illus ni

= l Aspergillus niger

._E B Penicilium sp

© L

< Botrytis cinerea

>

©

o

(<) Pseudomonas sp Bacillus sp

-
Les souches

Figure 38 : Diagramme représentant les pourcentages d’inhibition de la croissance mycélium
d’Aspergillus ; Botrytis et Penicillium sp., en confrontation indirecte avec les bactéries

antagonistes.

Les pourcentages d’inhibitions des souches bactériennes varient entre 10 et 87 % ceci montre
que I’action des composés volatils sur la croissance des champignons est trés importante
comme les confrontations directes.

Plusieurs travaux ont démontré que les souches bactériennes non antagonistes sur boites (in
vitro) sont généralement inactives aussi in vivo. Il est donc préférable de passer par des tests
in vitro, et cela malgré les limites de ces derniers, pour le contrdle in planta (INAM-UL-HAQ
et al ., 2003) . Sur la base de cette hypothese et suite a nos différents résultats, nous avons
choisi de tester pour la suite de notre travail les deux souches bactériennes par les

champignons qui porte de bon résultat in vitro qu’il s’agit de Botrytis cinerea.
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7-Evaluation de I’activité antifongique in vivo

Pour réalisé ce test on a traité les (six) plantules de piment par pulvérisation avec une
suspension bactérienne : (trois) plantules avec Bacillus sp., et les (trois) autres avec
Pseudomonas sp..

Ce traitement des plantules a montré la capacité de ces deux derniéres a protéger les plantes

de piments pendant 1’entreposage, des pourritures occasionnées par Botrytis cinerea.

Figure 39 : La plante du piment traite par le pathogene
Botrytis cinerea Témoin positif

Figure40 : La plante du piment sans traitement
Témoin négatif

Aprés un mois de teste, les résultats in vivo ont montrés un développement ordinaire de la

plante avec une sécheresse au niveau de quelques feuilles environ 4 sur 12 dans le témoin
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positif qui porte le champignon Botrytis cinerea, or que au niveau de témoin négatif les

feuilles sont saine et en bonne état.

Figure 41 : Le devenir des plantes du piments infectées par
Botrytis cinerea et pulvérisées par Pseudomonas sp., apres 20
jours d’incubation

Figure 42: Le devenir des plantes du piment infectées par
Botrytis cinerea et Pulvérisées par Bacillus sp., apres 20 jours
d’incubation
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Par contre au niveau des feuilles infectées par la moisissure pulvérisées par Pseudomonas sp.,
et Bacillus sp., on remarque que le nombre des feuilles malades est moins par rapport au
témoin positif et le nombre des feuilles est plus aussi dont on a commencé par e quinze(15) a
dix-sept (17) feuilles et aprés un mois la taille des plantes est augmenté jusqu’a lcm de plus
et le nombre des feuilles est arrivé jusqu’a vint (20) feuilles .

I1-Discission

L’agriculture biologique a été adoptée comme solution alternative a 1’agriculture intensive
dans le but de diminuer les risques liés a 1’usage des pesticides. Il s’agit d’une politique
agraire qui exclut 1’utilisation des produits phytosanitaire chimique et utilise des traitements
naturels dits « biopesticides » (COLEACP, 2011).

Dans notre travail, I’isolement des bactéries antagonistes qu’on les a eu par Mr
OUELHADJ.A a été réalisé a partir de la rhizosphére. Ce biotope a été choisi car il se
caractérise par un accroissement considérable des populations microbiennes suite a
I’abondance des substrats énergétiques. KHAN (1982) et DAVET (1996) ont rapporté que les
bactéries sont plus abondantes dans la rhizosphere que dans le sol.

Le genre Bacillus par exemple appartient au groupe de rhizobactéries promotrice de la
croissance des plantes largement utilisées en agriculture comme agent naturels de bio contrdle
(McSPADDEN-GARDNER, 2004).

L'abondance et Il'activité des micro-organismes du sol sont influencées par de nombreux
facteurs, notamment les facteurs environnementaux. Cependant, la matiére organique qui
constitue une source de carbone pour les populations microbiennes du sol influence
énormément sur la composition de cette microflore. La diversité des microorganismes
rhizosphériques de différentes espéces végétales peut étre due a la variation des sources de
carbone exsudeé par ces plantes (GRAYSTON et al. ,1998).

Le teste d’antagonisme effectué dans le présent travail, sur sabouraud, au cour de contact
direct a permis de sélectionner des isolats développant une activité antifongique vis-a-vis de
certaine moisissures phytopathogéne en 1’occurrence : Aspergillus niger, Botrytis cinerea et
Penicillium sp.

Plusieurs études ont décrit des effets antifongiques in vitro, des souches de Bacillus sp., vis-a
vis  moisissures  phytopathogéne  (SCHIPPERS et al.,1992,JONGSIK et
KYUNG,2000 ;GONG et al.,2006 ;ONGENA et al.,2007).

La souche Bacillus sp., avec un taux d’inhibition de 83% et 66% peut étres un bon antagoniste

pour Penicillium sp., et Botrytis cinerea, et I'un des mécanismes par le quels les Bacillus
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exercent un effet antifongique est le parasitisme par dégradation des membranes
phytopathogenes b. Licheniformis (TRACHUCK et al.,1996) et b.Cerculans
(WATANABetal ., 1990) produisent I’enzyme chitanase qui dégrade la chitine .

Grace a cette habilité & dégrader la chitine composant majeur dans la structure des
membranes cellulaires des phytopathogenes (SOMEYAet al., 2004), ces enzymes
chitinolytiques sont considérés importantes dans le contrdle biologique des pathogénes du sol
(SINGH et al.,1999).

On peut supposé aussi que la souche pseudomonas sp., avec environ 56%et 66% peut
représenter comme un bon antagoniste. VANDENBERGH et al.(1983) et
RAMAMOORTHYet al.(2002) ont établi que Pseudomonas fluorescens stimulait les
mécanismes de défenses des plantes en améliorant leurs résistance a différents

phytopathogenes .

Pour le contacte indirecte, I’utilisation de boites contenant une couche de sabouraud dans le
fond de la boite et une couche de gélose sur le couvercle nous a permet de mettre en évidence
la production de substance volatile par les souches Bacillus sp., et Pseudomonas sp., avec des
taux d’inhibitions varies entre 61% a 80% pour Bacillus sp., et 50% a 60% pour Pseudomonas
sp., donc les deux bactéries ont le méme effet sur les trois champignons, en produisant les
composés volatils. Seules ces substances produites par la bactérie pourront dans cet essai
provoquer une inhibition de la croissance du champignon. D’apres les résultats qu’on a
obtenus a la suite de cette expérience, Il ressort que, malgré I'absence d'un contact direct entre
les champignons testés et les souches bactériennes, ces bactéries ont pu exercer une activité
inhibitrice sur le développement des champignons phytopathogenes. Ces résultats sont plus
importants a ceux obtenu par BOUNOUA (2008) qui a montré la capacité des bactéries de
genre Bacillus a réduire la croissance de F.oxysporum par la production des composés
volatiles. De méme LOUNACI et ATHMANI-GUEMOURI (2014) ont mis en évidence la
production d’une substance volatile par la souche Paenibacillus polymyxa. Les composés
volatils tels que I’ammoniac et le cyanure d’hydrogene sont produits par un grand nombre de
rhizobactéries et jouent un grand réle dans le biocontréle (BRIMECOMBLE et al., 2001).
ALABOUVETTE et al. (1993) ont démontré que 1’efficacité d’un agent de contrdle
biologique n’était pas due a un seul mécanisme mais une combinaison, de différents modes

d’action.
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In vivo, les plantes de piments soit les témoins négatifs ou les échantillons infectés par
Botrytis cinerea et pulvérisés par Bacillus sp., et Pseudomonas sp., sont poussés de plus et
I’effet de champignon sur ces feuilles et presque négligeable.

La finalité de la bactérisation est d’augmenter le rendement des cultures. Seules certaines
souches semblent présenter cette capacité, elles ont été appelées « Plant Growth Promoting
Rhizobacteria » (PGPR). L’augmentation de rendement d’une culture bactérisée résulte de
deux effets bénéfiques principaux : la stimulation de croissance des plantes et la protection
des plantes contre les maladies d’origine tellurique (LEMANCEAU, 1992).

BOSSIS et al. (2000) ont rapporté que les bactéries appartenant aux espéces de Pseudomonas
fluorescents présentent un intérét potentiel pour I'environnement. Certaines améliorent la
croissance et la santé des plantes, et contribuent donc a réduire l'utilisation d'intrants de
synthese en agriculture, ces résultats concordent avec le nétre.

En effet, Plusieurs espéces microbiennes ont montré leur efficacité dans la promotion de la

croissance et la protection des plantes de piment contre les différents ennemis de cultures.

L’effet in vitro été confirmé par le test in vivo. En effet, nous pouvons dire que I’application
foliaire de la souche antagoniste sur les feuilles de piment en présence de 1’agent pathogene a
abouti a I’absence et/ou la réduction des symptdémes de la maladie.

Les essais de lutte biologique a 1’aide de ses souches, ont montré qu’il était possible de limiter
I’incidence du Botrytis cinerea , bien que le niveau de protection ne soit assez important.
Néanmoins, 1’utilisation de ce traitement biologique permet de maintenir la maladie a un seuil
acceptable, d’autant plus que les mesures prophylactiques préconisées seront effectivement
misent en pratique.

D’autre travaux ont permis de démontrer I’importance de ’action inhibitrice exercée par des
souches de Pseudomonas sur Fusariose du pois chiche (INAM-UL-HAQ et al., 2003).
UPPAL et al .(2008) ont noté une réduction significative de I’incidence de la verticilliose sur
la culture de la pomme de terre par des souches de Pseudomonas sp.

D’autre part, AHMED IDRISS et al, (2007) et ZHANG et al, (2008) ont signalés que des
enzymes du Bacillus sp., auraient un réle dans la lyse hyphale de certains champignons
phytopathogénes tels que Fusarium-oxysporum, Rhysocto-niasolani, Pythimultimum et
Alternariasolani.

Dans la majorité des travaux relatifs a 1’utilisassions de Pseudomonas sp., et Bacillus sp., , la

présélection des souches repose en grande partie sur I’activité de 1’antagonisme in vitro .
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Cependant, la corrélation entre les potentialités exhibées in vitro et les niveaux des actions de
bio contrdle ou de bio stimulation de la croissance végétale, n’est pas toujours évidente
(TOUA, 1996 ; BENCHAABAN et al., 2000).

Donc, malgré les bon résultats obtenu par Bacillus sp., et Pseudomonas sp., une certaine

différence existe entre les résultats in vitro et in vivo .

Cette différence de comportement antagoniste des souches bactériennes in vitro et in vivo a
été également signalé par Mercado-Blanco et al. (2004), qui ont montré 1’absence de
corrélation entre le traitement des plantes d’olivier infectés par V. dahliae et les essaies in

vitro en présence de Pseudomonas sp.

Ces résultats rejoignent ceux de BURR et al. (1978) qui ont observé que I’effet antagoniste
exprimé in vitro n’est pas toujours le méme dans le sol.

La diminution de I’effet antagoniste par rapport aux confrontation in vitro , pourrai
s’expliqué par la concentration des nutriments dans la rhizosphére qui différe du milieu de
culture, effectuant ainsi la production de métabolites secondaires nécessitant un certain
nombre de carbone (ELAD et BAKER,1985).

La variation des niveaux des sources de carbone dans la rhizosphere pourrait étres une des
raisons de la variation des résultats in vitro et in vivo concernant les mémes isolats bactériens
(LYNCH, 1999).

Les mécanismes qui régissent les interactions plante-bactérie-champignon sont complexe,
donc il est primordial de ne pas considérer la maladie seulement comme une relation entre la
plante hote et le parasite, mais de tenir compte aussi des organismes non pathogénes de phyllo
plant et ou de la rhizosphére. L’équilibre entre ces trois éléments dépend des conditions
extérieurs, tel que le climat et la nature de sol (BORA et OZACTAN, 1998).

Les essaie effectués in vitro et in vivo nous en permet de mettre en évidence des effets
antagonistes de quelques souches bactériennes. Ces effets antagonistes non négligeables
pourraient s’ajouter autres méthodes de lutte chimiques ou génétiques.

Selon HENNI (1987) et OMAR et al .,(2006), il serait intéressant de combiner la lutte
biologique avec lutte chimique a moindre dose , et les testes qu’on a développés peuvent
servir de base a la mise en évidence de propriéeté antibiotiques des Bacillus et Pseudomonas.
La mise au point d’autre teste permettra de révéler d’autre aspect de I’activité antagoniste des
souches bactériennes et de recherche des espéces plus efficaces afin de les utiliser dans la lutte

contre les maladies telluriques. Récemment, le mécanisme I’ISR (Induced systemic
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résistance) est mis en évidence, en rapport avec la lutte biologique, Il s’agit de la stimulation
des mécanismes de défense chez la plante contre les agents pathogénes (RYU et al.,2004).

En fin bien qu’il s’agisse d’un domaine de recherche assez récent par rapport a la lutte
chimique, nous pensons que des possibilités de lutte biologique s’étendront aux différents
types de cultures et espece végétales, d’ailleurs plusieurs auteurs (AKKOPRU et DEMIR,
2005 ; HE et al ., 2006) , estime qu’elle sera appelée dans un temps proche a jouer le role

d’un fongicide .
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Dans le cadre de notre travail, nous sommes intéressées a 1’observation de 1’efficacité ou
non de deux agents antagonistes appartenant a I’espece Pseudomonas sp., et Bacillus sp.,
isolées a partir des rhizospheéres de 1’ail et I’orignaux Vis-a-vis de trois champignons (Botrytis
cinerea, Aspergillus niger et Pénicillium sp.).

L'effet de [I'activité antagoniste des  deux souches contre les trois champignons
phytopathogénes a été étudié selon la méthode de confrontation directe et la méthode
indirecte. Les résultats de la confrontation directe en utilisant Bacillus sp., comme agent
antagoniste , montrent un pourcentage d'inhibition varie de 66% a 83% selon les especes
phyto-pathogenes testées, et 61% a 80% dans le contacte indirect. Cependant, la confrontation
directe de Bacillus sp., et Aspergillus niger n’a donné aucun effet inhibiteur, par contres
I’action des composés volatiles sur ce champignon a empéché sa croissance avec un taux
d’inhibition de 61% , il en est ressorti que la méthode la plus efficace pour Bacillus sur la
croissance des champignons était la méthode indirecte par 1’action des composés volatiles. Et
pour Pseudomonas sp., 1’étude a montré que lui aussi porte un taux d’inhibition varie de 43%
a 56% dans le contact direct et un effet plus dans le contacte indirect avec 50% a 60 % qui
montre encore une fois I’efficacité de la méthode indirect.

Ces résultats confirment ’importance des molécules produites par ces deux souches dans
I’amélioration de la croissance des plantes et le contr6le des pathogenes fongiques.
L’utilisation de ces micro-organismes constitue une alternative biologique a I’emploi de
produit chimique, essentielle & une agriculture saine et durable dans un souci de protection de

I’environnement.

On perspective pour cette étude, il est recommandé :

- L’observation de I’efficacité de I’activité fongique de deux agents antagonistes vis-a-
vis les trois souches fongiques a montré que les deux bactéries possedent une activité
antifongique au moins sur I’un de ces champignons.

- L’activité antifongique révélée que la confrontation directe peut engendrer la synthése
des substances inhibitrices de la croissance mycéliennes.

- Malgré I’absence d’un contact direct entre les pathogénes et les souches antagonistes
dans le cas de confrontation indirecte, on remarque une diminution de la croissance
des myceétes en comparant au témoin négatif.

- Purifier les molécules antifongiques produites par ces isolats et déterminer leur

structure.
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L’utilisation de Pseudomonas sp., et Bacillus sp., a montré qu’il était possible de
limiter I’incidence du Botrytis cinerea; néanmoins I’utilisation de ce traitement
permet de gardé la maladie a un seuil acceptable en assurant la croissance des plantes
de piments. Afin d'ameéliorer les niveaux de protection par un agent de bio contréle,
une stratégie consiste a combiner plusieurs micro-organismes. Les combinaisons
peuvent étre faites en associant, soit des souches de la méme espece, soit de plusieurs
especes différentes.

La mise en point d’autres testes permettra de révele d’autres aspects de 1’activité
antagonistes des souches bactériennes et de recherche des espéces plus efficace afin
de les utilise dans la lutte des maladies telluriques.

Evaluer I'efficacité de ces agents de lutte biologique potentiels sur une grande échelle

(en serre puis en champ).
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ANNEXE



Annexe 1
Composition des solutions et milieux de culture utilisés

e Eau physiologique stérile (composition en g/l)

Chlorure de sodium (NaCl) ........ccccecvvvervennnne 90.
Eau distillée .....ccoveveieiiic 1000 ml.
pH=17.

stérilisation a 120 °C/15 min.

e Gélose nutritive (composition en g/l).Extrait de viande 1,0g

Extrait de levure .......ccccooevvveiiiciiece e 2049
PEPLONE ... 509
Chlorure de sodium ........cccceeeviiiieiieiecicceens 500
AT it 1509
Eau distillée .......ccoooeiiiieee, 1000 ml
pH =7,4

e Gélose Mueller Hinton (composition en g/l)

Extrait de viande ..........ccccooveveiiiciiecece e 30
AMIAON v 15¢g
Hydrolysat acide de caseine ..........c.cccceeevruenees 1759
AGAT i 189
Eau distillée ... 1000 mi
pH=74

e Milieu SABOUREAUD

PEPLONE ..eeviii et 109
AGAN <. 209
GIUCOSE ..o 20 g
Eau distillée ... 1 000 ml

pH=7,0



pH=8, pH=11 pour I’¢tude de I’effet de Ph sur I’activité antifongique

e Bouillon nutritif :

PEPLONe ..o 159
EXtrait de ...ccocovevveeeece e 5¢

NACH..eeii e 5¢

Eau diStillée ........coooviiiiie e, 1000ml
pH=7

Annexe 2

A/ Résultats des diamétres d’inhibition en mm (moyenne + écart type) de la croissance

mycélienne par confrontation directe.

Taux d’inhibition (moyenne =+ écart type )

champignons

Aspergillus niger

Botrytis cinerea

Penicillium sp

Pseudomonas sp

43+3,2

66+ 3

56+ 15

Bacillus sp

00 +00

66 + 3,5

83+2,2

B/Résultats des diametres d’inhibition en mm ((moyenne =+ écart type) de la croissance

mycélienne par confro

ntation indirect.

Taus d’inhibition % ( moyennex écart type)

Bactiies_——
C

hampions | Aspergillus Niger Botrytis Cinerea Penicillium sp
Pseudomonas sp 50 1,5 10+£1,0 60+1,0
Bacillus sp 61 £0,9 87 £1 80 £1,10




