REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
" v Université Mouloud Mammeri de

Tizi-Ouzou

Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques

Département de Biochimie et Microbiologie

Mémorire de finv détudes
Envue de Uobtention dw dipléme de
Master

Filiére : Biotechnologie

Spécialité : Biotechnologie microbienne

Theme

Activité antifongique des bactéries des genres Bacillus et

Pseudomonas et effet de leur inoculation en pots chez la

tomate
Présenté par :
BADJI Tigiri
AIT ABDELMALEK Celiv
Soutenu le 17/09/2017 devant le jury composé¢ de:

Président : M®"* BEN AHMDE DJILALI A : Maitre de conférences A a P'UMMTO
Promoteur : M OUELHADJ A. : Maitre de conférences A a P'UMMTO
Examinateur : M" MOUALEK I : Maitre assistant A 3 P'UMMTO

Examinateur : M"™ BEN AZOUZ K : Maitre assistant A a P'UMMTO

Année Universitaire : 2016-2017



PARAA ARG ARG ARASASASAGARASAD LIS AR A A ARASADASASASAEASAG LA AS LS AGAS L QA ASLEAG A LG Ag

o X Xp Xp X Xe X Xp Xp X Xp Xp X Xe X Xp Xe b Xp Np X Xp X Xp Np X X Np N X X Xp Ne X X Xp e X N X N X X Xp e X N X X X X Np X X X X X X X X X N X %

Remerciement

Je rends avant toute chose grace a dieu le tout puissant
de nous avoir donné la volonté et la patience nécessaires

pour réaliser ce modeste mémoire nous lui sommes

redevable de nous avoir guidé et soutenu durant notre long

cursus scolaire. Nous formons le veeu et Iespoir qu’il

continuera a nous aider a réussir tout ce qu’entreprenons.

Nous sinceres remerciements s’adressent ensuite a :
Notre promoteur : Monsieur OUELHADJ A : Maitre de
conférences A a PUMMTO, d’avoir bien voulu accepter de
diriger cette recherche.

Mademoiselle BEN AHMED DJILALI A : Maitre de

conférences A a PUMMTO, d’avoir accepté de présider le

jury.
Madame BEN AZOUZ k: Maitre assistant A d’avoir accepté
d’examiner ce travail et d’étre parmi le jury.
Monsieur MOUALEK I: Maitre assistant A a PUMMTO, pour

avoir accepté d’examiner ce travail et d’étre parmi le jury.

Nous tenant également a remercie les membres de jury qui
nous font honneur de présider et d’examiner notre travail.

Enfin, on remercie tous ceux qui ont participé de loin ou de

prés a la réalisation ce mémoire.

ARSI AGASADAASAS A LS A A AL LA G A S LA AGAGASA S AR i A S i i A g i i A A i A A

o X Xp Tp X Xp N Xp NP X Xp Np X Xp N X Np X X Np X Xp N X Np X Xp NP X Xp Np X Ne X X NP X X Np X Ne X X NP X X Np X X X X NP X X N 0 X X N X X N 3P %



PARAA ARG ARG ARASASASAGARASAD LIS AR A A ARASADASASASAEASAG LA AS LS AGAS L QA ASLEAG A LG Ag

o X Xp Xp X Xe X Xp Xp X Xp Xp X Xe X Xp Xe b Xp Np X Xp X Xp Np X X Np N X X Xp Ne X X Xp e X N X N X X Xp e X N X X X X Np X X X X X X X X X N X %

Remerciements = BADJI Tiziri *
Toutes les lettres ne seraient trouver les mots qu’il faut...
Tous les mots ne seraient exprimer la gratitude, 'amour, le respect et la reconnaissance...
Aussi ¢’est tout simplement que je dédie ce travail a...

Allah

Le tout miséricordieux, le tout puissant qui ma mespéré, qui ma guidé sur le droit chemin.

Soumissions, louange et remerciements pour votre clémence et miséricordes.
A mon trés cher pere
J’ai vécu dans 'administration de ta grande personnalité et de ta bonté.
Tu es pour moi 'exemple de la réussite et du grand coeur.

Puisse ce travail symbolisé le fruit de tes longues années de sacrifices consenties pour mes
études et mon éducation.

A ma trés chére meére
Ta noblesse et ta bonté sont sans limites

Que ce travail soit un hommage aux énormes sacrifices que tu t’es imposées afin d’assurer mon
bien étre

A mes grandes meres
Que Dieu tout puissant préserve vos sourires et vous assure une bonne santé et une longue vie
A mes trés chéres
Freres : Achour et zillancen, et sceurs : Thilleli, Sarah, et Manel
Jimporte Dieu a vous apporte bonheur et vous aide a réaliser vos voeux
A tous mes oncles et tantes
Ce travail et aussi le fruit de vos encouragements et de vos bénédictions
A la mémoire de mon grand pére
Puisse ton dme repose en paix. Que Dieu t'accueille dans son éternel paradis
A mes trés chers amis (es)

Sonia, Milouda, Hayat, Kaissa, Sthem, Thanina, Zohra, Sylia, Yasmine et Zaina.

A tous mes collegues de la promotion

A mon bindme Célia Merci pour tous les moments qu’on a partagés... /¥

ARSI AGASADAASAS A LS A A AL LA G A S LA AGAGASA S AR i A S i i A g i i A A i A A

o X Xp Tp X Xp N Xp NP X Xp Np X Xp N X Np X X Np X Xp N X Np X Xp NP X Xp Np X Ne X X NP X X Np X Ne X X NP X X Np X X X X NP X X N 0 X X N X X N 3P %



PARAA ARG ARG ARASASASAGARASAD LIS AR A A ARASADASASASAEASAG LA AS LS AGAS L QA ASLEAG A LG Ag

o X Xp Xp X Xe X Xp Xp X Xp Xp X Xe X Xp Xe b Xp Np X Xp X Xp Np X X Np N X X Xp Ne X X Xp e X N X N X X Xp e X N X X X X Np X X X X X X X X X N X %

Remerciements = AIT ABDELMALEK Celia *

Toutes les lettres ne seraient trouver les mots qu’il faut...
Tous les mots ne seraient exprimer la gratitude, ’amour, le respect et la reconnaissance...
Aussi ¢’est tout simplement que je dédie ce travail a...
Allah
Le tout miséricordieux, le tout puissant qui ma inespéré, qui ma guidé sur le droit chemin.
Soumissions, louange et remerciements pour votre clémence et miséricordes.
A mon trés cher pere
J a1 vécu dans P'admimistration de ta grande personnalité et de ta bonté.
Tu es pour moi 'exemple de la réussite et du grand coeur.

Puisse ce travail symbolisé le fruit de tes longues années de sacrifices consenties pour mes
études et mon éducation.

A ma trés chére meére
Ta noblesse et ta bonté sont sans limites

Que ce travail soit un hommage aux énormes sacrifices que tu t’es imposées afin d’assurer mon
bien étre

A mes grandes meéres
Que Dieu tout puissant préserve vos sourires et vous assure une bonne santé et une longue vie
A mes trés cheres
Frére : Ahcen
Et mes soeurs
J importe Dieu a vous apporter bonheur et vous aide a réaliser vos voeux
A mon fiancé Slimane
Pour le soutien moral
A tous mes oncles et tantes
Ce travail et aussi le fruit de vos encouragements et de vos bénédictions
A la mémoire de mon grand pére
Puisse ton dme repose en paix. Que Dieu t'accueille dans son éternel paradis
A mes trés chéres amis (es)
Massissilia, Hocine, Hakima, Zohra, Sylia, Yasmine, Zaina.
A tous mes collegues de la promotion

A mon bindme Tizir

Merci pour tous les moments qu’on a partagés

ARSI AGASADAASAS A LS A A AL LA G A S LA AGAGASA S AR i A S i i A g i i A A i A A

o X Xp Tp X Xp N Xp NP X Xp Np X Xp N X Np X X Np X Xp N X Np X Xp NP X Xp Np X Ne X X NP X X Np X Ne X X NP X X Np X X X X NP X X N 0 X X N X X N 3P %



TR T 9XTSTITT9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9 9T 9T X 9T 9T T 9T 9 9T 9T T 9T 9T 9T 9T 9 9T 9T T 9T 9T T 9T 92 9T 9T 9%

PARAA ARG ARG ARASASASAGARASAD LIS AR A A ARASADASASASAEASAG LA AS LS AGAS L QA ASLEAG A LG Ag
PARAA ARG ARG ARASASASAGARASAD LIS AR A A ARASADASASASAEASAG LA AS LS AGAS L QA ASLEAG A LG Ag

TR TSI T 9T 99T LT 9T 9T 99T XTG9S T 9T 9T 9T 09T 9T 9T 9T T 9T 9T 9T 9T 9T 9T 9T T 9T T 9T 9T 9T 9T 5K



Liste des abréviations

PGPR: Plant Promoting Growth Rhizobacteria. (Les rhizobactéries promotrices de la
croissance des plantes).

ISR: Induced Systemic Resistance.

DDT: Dichloro diphényl trichloroéthane.

MH: Mueller- Hinton.

GN: Gélose Nutritive.

BHIB: Brain Heart Infusion Broth.

SAB : Gélose Sabouraud.

INRA : Institut National de la Recherche Agronomique.

FAOQO: Food and Agriculture Organization of the United Nations.(Organisation des nations
unies pour 1’ Alimentation et I’ Agriculture).

B : Bacillus.

P : Phosphore.

AIA : Acide indole-3-acétique.
pm : Micrométre.

C° : Degr¢ Celsius.

Cm : Centimetre.

Mm : Millimétre.

T : Temps.



Liste des tableaux

Tableau I : Milieux de culture UtiliS€s. ..........oeiuimmiiti e, 31
Tableau I : Les appareilles UtiliS€s. .......o.oviiriiiiiiii e e 32
Tableau III : Résultats de I’examen macroscopique des souches bactériennes sur milieu GN a
3TCO pendant 24N ... oo e 39
Tableau IV : Résultats de la coloration de Gram des souches bactériennes..................... 41

Tableau V : Taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne en confrontation directe avec

leS DaCteries antagOMISTES. .. .ttt ettt et e e et et e e e e e e 45

Tableau VI: Les taux d’inhibition (%) des la croissance mycélienne en confrontation

indirecte avec les SOUChes anta@oniStes. ......o.ueereiiett e 53

Tableau VII : Résultats de I’estimation de la hauteur des plantes de tomate.................... 59



Liste des figures

Figure 1 : Principaux caractéres morphologiques des Aspergillus..............cccccovvviiiininn. 12
Figure 2 : Principaux caractéres morphologiques des Penicilliums...............cc...ccooevue..n. 14
Figure 3 : Principaux caractéres morphologiques de Botrytis cinerea................c........... 15
Figure 4 : Jaunissement des feuilles de tomate................oooiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 17
Figure 5 : Cloque de feuille du pécher causé par le champignon Taphrina deformans........ 18
Figure 6 : Flétrissement des plantes de tomates.............oooviiiiiiiiiiiiiii e, 18
Figure 7 : Pourriture grise sur chasselas causée par Botrytis cinered.................ccccc....... 19
Figure 8 : Chancre sec de la tige causé par le champignon Fusarium solani.................... 19
Figure 9 : Tomates atteintes de mildiou causé par le champignon Phytophthora infestans......
.............................................................................................................. 20
Figure 10 : Feuilles de mais avec des symptomes de la rouille causée par Puccinia sorghi....

.............................................................................................................. 20
Figure 11 : Fusariose des épis de blé....... ... 21

Figure 12 :

Taches angulaires de la feuille de I’haricot causées par Phaesariopsis griseola....

.............................................................................................................. 21
Figure 13 : Photos des t€moins négatifs.............coiiiiiiiiiii e 36
Figure 14 : Photos des t€moins positifs..........ovuiiiiiiiii i 37
Figure 15 : Plantes contaminées par Botrytis cinerea et pulvérisées par la souche

DACTETICIINE. . ...ttt ettt et et e e et e e e e 37
Figure 16 : Aspect macroscopiques des souches bactériennes.................c.ooevviiiiniinnnn. 40
Figure 17 : Aspect macroscopique d’Aspergillus niger.............ccccovvviiieeieinninneninnnn. 42
Figure 18 : Aspect macroscopique de Botrytis Cinered. ...........cc.uuueeeeeiiimiiaeeeeseneennnn 42
Figure 19 : Aspect macroscopique de PeniCillium SP...........ovveeeeeiniiiiiiiiiiiiaiiie e, 43
Figure 20 : Aspect microscopique d’Aspergillus niger............ccccooevieiiiiiiiiiiiniininnnn. 43



Liste des figures

Figure 21 : Aspect microscopique de Botrytis CInerea...........c..ouuuiuiueeneiiniiiiainannanns.. 44

Figure 22 : Aspect microscopique de PeniCillium SP.........ccoveivnriieiiiaii i, 44

Figure 23: Résultats d’antagonisme direct des bactéries testées contre Penicillium

Figure 24: Résultats d’antagonisme direct des bactéries testées contre Botrytis

(6l 11121 X=2 B 48

Figure 25: Resultats d’antagonisme directe des bactéries testées contre Aspergillus

Figure 26: Diagramme représentant les pourcentages d’inhibition de la croissance
mycélienne en confrontation direct avec les bactéries

Y0110 0 ] 1 P 50

Figure 27: Résultats d’antagonisme indirect des bactéries testées contre Penicillium

Figure 28: Résultats d’antagonisme indirect des bactéries testées contre Botrytis

16l 17121 227 NS 55

Figure 29 : Résultats d’antagonisme indirect des bactéries testées contre Aspergillus

Figure 30: Diagramme représentant les pourcentages d’inhibition de la croissance

mycélienne en confrontation indirecte avec les souches
Y0110 0 ] 1T P 57
Figure 31 : Effet de la batérisation sur la croissance des plantes, aprés 3 semaines............ 60
Figure 32 : Effet de la batérisation sur la croissance des plantes apres 5 semaines............. 61
Figure 33 : Plante de tomate traitée par I’antagoniste et le pathogeéne............................ 62
Figure 34 : Plante de tomate non traitée (témoin négatif)..................coooeiiiiiiiiiiiinn, 62

Figure 35 : Plante de tomate traitée par le pathogeéne Botrytis cinerea........................... 63



Liste des figures



SOMMAIRE

Liste des abréviations.
Liste des tableaux.

Liste des figures.

INTRODUCTION ............................................................................................... 1

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE I : MICROFLORE DU SOL

1. La rhizosphére et les bactéries thizoSpheriques..........cceeveevveeriierciienieenienne, 3
1.1. Les Rhizobactéries promotrice de la croissance des plantes (PGPR)....... 4
1.2. Effets des rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes.......... 4

1.2.1. Effets dir€Cts ...ooeuvieeiiiiiieee et 4
1.2.1.1.  FixXation d’azote .......cccevvevieiieiiieiieieceeeeeeeee e 4
1.2.1.2.  Solubilisation de phosphate ...........cccceevveeviienciierciieeieeeeeee, 4
1.2.1.3.  La production des phytohormones.............cccccveeeecirieerieeennneen. 5
1.2.1.4.  Induction de la résistance SySt€mMique ..........cceevcveeervreerneeennen. 5

1.2.2. Effets INAITECtS .....oovviieiiiiiieeiieee e 5
1.2.2.1. La COMPELIION ..eeeerieeeiieeeeiie ettt et e e 5
1.2.2.2.  La production d’antibiotiques..........cceccveerveenieerireeerieeeeeeennen. 5
1.2.2.3.  Détoxification du mili€U..........ccceeeeviiiieciiiiiie e, 6

1.3. Les interactions entre les microorganismes de la rhizosphére.................. 6

1.3.1. L’antibiose €t parasitiSIme ..........ccceeevueeerieenveenieenieeesreeeseeeesaeeneneens 6

1.3.2. MUTUAIISINE...ccceeiiieiiie ettt e 7

1.3.3. COMPELILION.....eeiiieeiieeiieeiieeeieeeteeesteeeieeesteeesteesbeeeseeessseennneensseens 7

1.3.4. COMMENSALISINE ...ccuviieiiiiiiieiieeeiee ettt 7

1.4. Quelques rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes .......... 7
1.4.1. Le genre PSCUAOMONAS SP...ccuveeeeeueeeeiiieeeiieeeeiieeenieeeenveeesnesaesennens 7

1.4.1.1.  Classification €t habitat........ccoevveeeieeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeaens 7



SOMMAIRE

1.4.1.2.  Caractéristiques métaboliques .........ccccveeviiercieeriieeeieeeiieenee. 8
1.4.1.3. Le genre Pseudomonas en association avec les plantes......... 8
1.4.2. L& GNTC BACIIIUS SP.vvveeeeeieieeieeeeeieeeeeieeeete et vee e e e 9
1.4.2.1.  Classification et habitats .........c.cccecceevieriiniiiiieeereee e, 9
1.42.2. Caractéristiques meétaboliques .........ccceeevveeercieeenciiee e, 9
1.42.3. Le genre Bacillus en association avec les plantes .................. 9

CHAPITRE II : LES CHAMPIGNONS PHYTOPATHOGENES

Lo GENETALIEE ...ttt et 10
P ATCRIMYCELES ..veiiiiiiieciiieeciie ettt e et e e e ereeeenes 10

> PRYCOMYCELES ...veieiiiiiiieeiieceeeeeeee ettt e 11

D s 1) 14} o £ U 11

> BaSidIOMYCEIES ...ccvviiiiiiiieciie ettt 11

P DEULETOMYCEIES ...vvevieiiiieeiiieeiiiieeeiiee ettt e e e eeeneee e e 11

2. Les principaux genres de champignons telluriques phytopathogenes........... 11
2.1.GENTC ASPEFGIIIUS ......oooceeeeeieeieeeeeee ettt s 11
2,11, GENEIAlItE......iieeieie et 11

2.1..2. Potentiel tOXINOZENE ........cveveeeiieeciiieeie et 12
2.2.Gente PERICIIIIUNM SP...cccueeeeeiieeeieee ettt e 13
2.2.1. GENETAlIE.......eeeeiiieeeee et 13

2.2..2. Le potentiel toXINOZENE .........eevvieeiieeiiieeiieeie e e 14
2.3.GENTE BOIFYLIS CINEITEA ......ooeeeeeieeeeeiieeeieeeeieeeeteeesee e eaeeeeeaee e aeeas 14
23,1 GENEIAlItE......eieneieiie et 14

2.3..2. Le potentiel toXINOZENE .........eevveeeiieeirieeiieeie e e 15

3. Les maladies des plantes.........ccceeeuiieiiiiieeiiieeeeee e 16
3.1 DEIINITION ..ttt sttt e 16
3.2. Le triangle de la maladie...........ccceeeviiieniiiniiieciiecee e 16

3.3. Classification des Maladies ........eeeeeeeneeeeeeeee e 16



SOMMAIRE

3.3..1. Les maladies non infectiCUSES ..........coovvvuvevirieiieeiiiieeiiiiieeeeeeen, 16

3.3..2. Les maladies INfeCtiGUSES .....uvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 17

3.4. Principaux symptomes de maladies fongiques.........ccceeeevieeecieeennnennn, 17
3.4..1. HYPOPIASIC ..ooeviiiiieeiiieeiieeiee ettt 17

A, JAUNISSEMENT ....oooeiiiiiiiiiiiii e, 17

D. INANISITIE ..evvvviiiiiiiiiieieitieeeeeeeeeaaeeeeeaeeeeeeaeaeeeeaseeseaeasasssaneeenasennennes 17

3.4.2. HYPEIPIaSIC..ccuvieeeiieeiieeiieciie ettt e 18

a. Verrues, galles, balais de sorciere, cloque de feuille................ 18

R T A\ [<Te3 ¢ Yo PR 18

A. FIEtIISSEMENt ....ooviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18

D, POUITITUIES ...ttt eeaeeeaaeseeanannennes 19

o O 1 F: 11 1e) (< RPN 19

d. MIldIOU.....ooooiiiii 20

€. ROUIIES ..o 20

£, FUSAIIOSE ...t 21

. TaACKC ..o 21

4. Les relations plante-pathogene............ccccveeviiiiiiiieiiieiieecieeceeeee e 22
4.1. Larelation NON-ROTE ..........uuuueeeiiiiiiieiiieeeeteeee e eeaeeaeeeeeaeanenns 22
4.2, Larelation NOTE ........uueeeiiieiiee et a e e eeaesensesseennenes 22

CHAPITRE III : LES MOYENS DE LUTTE

1. Lalutte ChIMIiqUe ......ccocvieeiiieiiecieeee et 23
L.1. Les fongiCides ....ccccuviieeiiiieeciiee et 23
L.1.1. HISTOTIQUE ..uvvieeiieciieciee ettt st 23

1.1.2. DEfINTEION. ....cciieiieiiecie et 23

1.1.3. Les fongicides non syStémiques...........ceeeeveererreenveeneeennenns 24

1.1.4. Les fongicides SyStemMIqUES..........ccccveerreeerreerseeenreenereennrens 24

1.2. Le mode d’action des fongicides ..........ccccveeerciieenciieeeciieeeiee e, 24



SOMMAIRE

» Pénétration du fongicide dans le champignon.............cccoevevvieieeieennenne. 24
» Effets du fongicide sur le contenu cellulaire ............ccoecevvevieneeneneennne. 24
1.3. Les inconvénients de la lutte chimique............cccccvevevrieeeiieennnnnn. 25

1.3.1. La résistance des champignons pathogenes aux fongicides. 25

1.3.2. Effets sur la sant€ humaine...........cccccoevveeriiinnieiniennieeene 25

1.3.3. Effets sur I’environnement.............ccceeeevieeecieeesciieeeeneee e, 26

2. Lalutte DIOlOZIQUE ....cccvvieeeiieeiieeiie ettt eeas 26

258 DR & § 11 1) o 1o 1§ (< U SR 27

2.2, DEINITION ...eeiiiiiiiiiiieeie ettt st sttt sae e 27

2.3. Les auxiliaires de la lutte biologique ........ccccvveeieerieencieeeiieeeeenee, 28

2.3.1. Les bactéries utilisées en lutte biologique.............cceeeennenn. 28

2.3.1.1. Mode d’action.........c.eevueeveenieniiieiienienie e 29

P L ANtAZONISINIC .....oooooeeeeeee s 29

» Induction de résistance chez la plante hote ... 29

2.4. Les avantages et les inconvénients de la lutte biologique .............. 29

2.4.1. Les avantages ......cccccvvieeeeriiiiieeeniieeeeesiieeeeeeinreeesesnrneeeeenns 29

2.4.2. Les INCONVENIENLS .....eevvrerereeeiiieeiieeieeeieeeieeesteeeseneessseessneens 30
PARTIE EXPERIMENTALE

CHAPITRE I: MATERIEL ET METHODES

| Y] B 1< & () PR 31
1.1. Les Souches fONGIQUES.........ecevieeiiieiieeie ettt 31
1.2. Les souches DaCtEriennes ...........oevvvvviiiiiiiiiiiiiieiieeieieeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeees 31
1.3. MilieU de CUILUTE ....ooviiiiiieeeeeeeeee e 32
1.4, SOIUtIONS €t TEACHIES ....ovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
1.5, APPArEillage ........coovueieuiiiiieciie et 32

Y, <11 416 Yo (<SOSR 32

2.1. Repiquage et revivification des souches bactériennes..............ccveeeneeee. 32



SOMMAIRE

2.2. Les caractéres morphologiques des souches bactériennes...................... 33
2.2.1. L aspect macroscopique des COlonies.........cceevveerveencieeeiveeeneeennen. 33
2.2.2. L’aspect microscopique des souches bactériennes......................... 33

2.3. Repiquage des souches fONgiques........ccceeevieeriieereeenieeie e 33

2.4. Les caractéres morphologiques des souches fongiques...........c.ccveeneee. 33
2.4.1. L>aspect MaCrOSCOPIQUE. ....ccruvrreererreeeiereeerrreeeasreeessreeesnseeesssseeesnnns 33
2.4.2. L aspect MICTOSCOPIQUE ..euvereereerrreerieenreeerreeereessreesseesseesseeensnns 34

2.5. Préparation de I'INoCulum..........ccveeeeiiieeiiiieciie e 34
2.5.1. Standardisation des suspensions fongiques ...........ccceeeveeecveeenveeennen. 34
2.5.2. Standardisation des suspensions bactériennes..............cceeveeeveennnen. 34

2.6. L’¢étude de I’action antagoniste des bactéries vis-a-vis les champignons

L] O OO OO T PO PP PRRUPPROP 35
2.6.1. EtUd@ 1N VL0 .eeiuiieiiieeiie ettt e e 35
2.6.1.1. Confrontation directe entre bactérie et champignon............. 35

2.6.1.2. Confrontation indirecte entre bactérie et champignon

(Production des substances inhibitrices volatiles)..........cccceevvieeeiiieenciieeeiieeee, 35
2.6.2. TESE IN VIVO...tetieiieiieeiiieieesieestte sttt ettt et e st et st e seeesaeesaneas 36
2.7. ANAlySE StALISTIQUE ...veeeeeeiieeeiiieeeeiieeeiieeeiree e v eeeereeeeseraeesereeeeneseeeesnneas 38

CHAPITRE II : RESULTATS ET DESCUSSION

1. Resultats des criteres morphologiques des souches bactériennes.................. 39
1.1. ASPECt MACTOSCOPIQUE ...eeuvveeereeenreeerreereeenereesseesreeeseeesseeessseesseessseeenes 39
1.2. ASPECt MICTOSCOPIQUE ....eeeeuvreeeeerreeeeiteeeeireeeeereeessereeassseeeassseeesssseaesssseenns 41

2. Resultats des critéres morphologiques des souches fongiques...................... 42
2.1. ASPEects MACTOSCOPIQUES ..eeevvreeerirreeeereeeesireeesrreeeesreeesssaeesssseeesssseeesssnes 42

2.1.1. ASPErillUs NIEF .......ccccuveeeeeeeiiieeieeeieeeee et svae s 42
2.1.2. BOIFYLIS CINEI O .......eeeeeeeeeiee e etee e s e naeee e 42

2.1.3. PeRiCIllIUM SP....eveeeeeeeeeiee ettt e e e 43



SOMMAIRE

2.2, ASPECES MICTOSCOPIQUES ..uvvreeurreerrrerireerireesreeeseessseeesseeensseessseessseesssesanns 43
2.2.1. ASPEIrGillUS NIGEF .......oeeeeeeieeeeieeeieeeeeecee et 43

2.2.2. BOITYHIS CIN@TEA «.eceenvvveeeeeeiieeeeeeiieeeeeeiiteaaeesaveeesesssaeeesesnsseeesenns 44

2.2.3. PeniCilliUm SP...c..veeeveeeiie ittt 44

3. Résultats de ’antagonisme 1N VItr0.......ccceeeevieeeeiieeesiieeeciie e 45

3.1. Resultats de I’antagonisme par confrontation directe en boite de pétri.. 45

3.2. Résultats de I’antagonisme par confrontation indirecte..........c...ceueenee. 53
4. Résultats d’antagoniSme 1N VIVO .....ccueeeeevereeiieeeeieieeesieeeesieeeesereeesssveeessnneeens 58
4.1. Stimulation de la croissance des plantes..........ccceeeveevieenieeniieencieeenenne, 59
4.2. Pouvoir pathogene de Botrytis Cinereq.............ccouueeveeveecveeeceencreenrnennn, 61
4.3. Antagonisme in vivo : inhibition de Botrytis cinerea............................. 61
CONCLUSION ...ttt ettt sttt st 65
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUE
ANNEXES
RESUME

ABSTRACT



INTRODUCTION



INTRODUCTION

Tout au long de leur cycle de vie, les plantes et les agents pathogénes interagissent avec une
grande variété d’organismes ; ces interactions peuvent affecter la santé des plantes d’une
maniere positive et/ou négative (Corbaz, 1990 ; Nakkeeran et al., 2005). On estime que pres
de 50% de la production agricole mondiale est perdue avant et apres la récolte. 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). Les pertes économiques sont
énormes. D’apres la F.A.O (1999) les maladies phytopathogénes réduisent de 12 a 14% la

production agricole mondiale, 70% des dommages étant d’origine fongique.

La majorité des maladies de plantes sont causées par les champignons phytopathogénes qui
réduisent de facon importante la productivité des cultures dans le monde entier. En
provoquant des pourritures de cultures aussi ils endommagent de nombreuses espéces d’arbres
forestiers. Pour lutter contre ces maladies, 1’application illimitée de pesticides dans les sols
peut entrainer la pollution de I’environnement et les eaux souterraines. En outre, I’efficacité
des fongicides chimiques est souvent compromise par 1I’émergence de pathogenes résistants,
et par ailleurs, sont responsable de divers problémes sur la santé chez les humains et les

animaux (Gerhardson, 2002).

Pour faire face a ces problémes, des solutions alternatives sont donc recherchées. De
nouvelles stratégies biotechnologiques ont pour but d’introduire des microorganismes
bénéfiques afin de stimuler les capacités défensives naturelles des plantes et d’interférer avec
les mécanismes employés par les bioagresseurs. La compréhension des bases moléculaires des
systemes de défense des plantes et des stratégies des attaques microbiennes ont ouvert de

nouvelles voies pour une agriculture durable et plus respectueuse de 1I’environnement (Gust et

al., 2010).

Le contréle biologique des maladies telluriques par I’introduction de microorganismes
bénéfiques dans la rhizosphére est propos¢é comme une solution de rechange ou
complémentaire a [’utilisation des produits chimiques de synthése. Certaines bactéries
associées aux plantes (plant growth promoting rhizobacteria) ont été exploitées comme des
inoculants pour I’induction de la résistance systémique chez les plantes, le biocontrole, la
biofertilisation et la phytostimulation (Choudhary et al., 2009). Des bactéries de divers
genres ont été identifiées comme PGPR, dont Pseudomonas et Bacillus sont prédominant

(Podile et Kishor, 2006).




INTRODUCTION

L’objectif principale de ce travaille est I’étude de I’effet antagoniste des souches
bactériennes des genres Pseudomonas et Bacillus sur trois agents phytopathogénes :
Aspergillus niger, Botrytis cinerea et Penicillium sp, et ceci par des confrontations in vitro en
boites de pétri et a 1’aide des différentes méthodes. Une deuxiéme série d’essais a été
effectuée in vivo afin d’apprécier 1’effet protecteur de la souche Pseudomonas sp vis-a-vis des

plantes tests (tomate) infectées par Botrytis cinerea.
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1. La rhizosphére et les bactéries rhizospheriques

Le sol est considéré comme 'un des environnements les plus complexe de la biosphere
(Faugier, 2010), il est constitu¢ de 5 composant majeurs : la fraction minérale, matiére
organique, eau, air et organismes vivants (Morel, 1989). Les microorganismes du sol
présentent environ un quart de toute la biodiversité terrestre (Potocnik, 2010), ils
comprennent les microbes (archées, bactéries, champignons) et la microfaune (animaux de
moins de 0,1 mm) (Stengel et Gascuel, 2015), de part de leur diversité¢ taxonomique, ces
microorganismes jouent un réle fondamental dans le fonctionnement du sol, au travers du
cycle du carbone, de I’azote et de la biodisponibilité des ¢léments nutritifs (Milou, 2009).
Les microorganismes du sol ont une influence directe sur le développement de la plante. Il
existe une zone ou les relations entre plantes et microorganismes sont particuliérement active ;
c’est la rhizosphere.

Le terme rhizosphére a été utilisé la premicre fois en 1904 par le microbiologiste et
agronome bavarois Lorenz Hiltner pour designer la zone du sol influencée par les racines et
leurs microorganismes associés (Garbaye, 2013). Ces microorganismes trouvent en effet
dans cette zone des substrats énergétiques libérés par les racines et nécessaire a leur

métabolisme : les sucres, acides aminés, acides organiques, hormones... (Adam, 2008).

Il est évident que tous les microorganismes ne sont pas attirés de la méme maniére par les
racines. Parmi les bactéries, alors que les gram-positives comme les Bacillus ne sont guére
influencées par la rhizosphere, les gram-négatives tels les Pseudomonas y répondent treés
fortement. De méme, certains champignons sont trés bien représentés dans la rhizosphére :
Fusarium, Aspergillus, pénicillium, Gliocladium,... D’autre part comme les exsudats des
racines varient d’une espéce de plante a 'autre, il n’est également pas étonnant que la
composition et la quantit¢ des microorganismes s’y trouve varient également (Jacques et
Hérissé, 1999). Certains de ces microorganismes, principalement des bactéries, sont capables
de coloniser efficacement les systémes racinaires et influencent de maniére bénéfique la
plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des infections par des agents
phytopathogénes. Ces bactéries de la rhizosphére sont alors reprises sous le terme PGPR

(Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) (Adam, 2008).
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1.1. Les Rhizobactéries promotrice de la croissance des plantes (PGPR)

Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) ont été décrits par
Kleopper et Schroth en 1978 (Compant et al., 2005). Parmi tous les microorganismes
rhizospheriques, les PGPR représentent un groupe de bactéries inoffensives qui colonise la
rhizosphére et contribue a la croissance et la santé des plante en supprimant les pathogenes du

sol (Beneduzi et al., 2012).

Les PGPR affecte la croissance des plantes de deux manieres, indirectement ou directement
(Glick, 1995). Elles stimulent directement la croissance des plantes, en augmentant le
prélevement des éléments nutritifs du sol, en induisant et produisant des régulateurs de
croissance végétale et en activant les mécanismes de résistance induite chez les végétaux
(Hallaman et al., 1997). La promotion indirecte de la croissance des plantes se produit
lorsque le PGPR diminue ou empéche les effets délétéres d’un ou plusieurs organismes

phytopathogénes (Glick, 1995).

1.2. Effets des rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes
1.2.1. Effets directs
Certaine souches de PGPR des genres Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum, Rhizobium,
ont récemment ¢été décrites pour leur effet direct positif sur la croissance des plantes et
I’augmentation du rendement de la culture (Vessy, 2003). Ces PGPR exercent leurs actions
sur la croissance des plantes de plusieurs facons :
1.2.1.1. Fixation d’azote
Plusieurs genres bactériens ont été décrits comme étant capable de fixer I’azote
atmosphérique, dans le sol et également lors de la symbiose associative avec la plante. En
conditions de micro-anaérobie, ces bactéries convertissent 1’azote atmosphérique en
ammoniac grace a I’action de la nitrogénase (Benmati, 2014).
1.2.1.2. Solubilisation de phosphate
Le phosphore P est un macronutriment essentiel pour la croissance et le développement
des plantes mais aussi un important élément nutritif limitant cette croissance. Les bactéries
solubilisant le phosphate sont fréquentes dans la rhizosphere et peuvent étre utilisées pour
résoudre ce probléme (Vessey, 2003). Ces bactéries ont la capacité de solubiliser le phosphore
organique par I’action de phosphatase ou le phosphore inorganique par la libération d’acide

organique (Kleopper et al., 1989).
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1.2.1.3. La production des phytohormones

La production des phytohormones par les PGPR est considérée comme 1'un des
mécanismes les plus importants pour améliorer la croissance des plantes. Ce sont des petites
molécules de signale produites en treés faible concentration, elles agissent comme des
messagers chimiques influengant les processus biochimiques, physiologiques et
morphologiques dans les plantes. Il existe cinq principaux groupes d’hormones : les auxines,
les gibbérellines, I’éthyleéne, les cytokinines et 1’acide abscissique. L’acide indole-3-acétique
(AIA) est le plus important du groupe des auxines, il joue un réle trés important dans
I’¢longation des racines et dans la prolifération des poils absorbants (Martinez-V et al.,

2010).

1.2.1.4. Induction de la résistance systémique
Certaines PGPR peuvent stimuler le systéme immunitaire des plantes et leur permettre une
résistance contre certains virus, champignons et méme les bactéries pathogenes. Le
phénomene est désigné ISR (Induced Systemic Resistance) ou résistance systémique induite
(Benmati, 2014).
1.2.2. Effets indirects
Certaines PGPR produisent des effets bénéfiques sur la croissance des plantes en présence
d’un pathogene. Ces modes d’action indirects sont généralement attribuables a la compétition,
a la production d’antibiotiques et a la détoxification du milieu (Beauchamp, 1993).
1.2.2.1. La compétition
La présence des PGPR dans la rhizosphére génére dans certains cas une relation de
compétition trophique a I’avantage des bactéries bénéfiques. Cette compétition s’exprime
surtout par rapport au fer, ¢lément indispensable au métabolisme des organismes aérobies.
Des stratégies multiples de captage ont été développées par les microorganismes. Citons des
sidérophores des Pseudomonas qui sont des captures externes de fer et dont 1’efficience est
supérieure a celle des pathogénes. Ainsi ces derniers sont mal alimentés et ont de grandes
difficultés a ce multiplié, ce qui se traduit par la diminution des nuisances causées a la plante
hote (Kirdi, 2011).
1.2.2.2. La production d’antibiotiques

Certaines souches de PGPR ont la capacité d’excréter des métabolites actifs contre
différents bactéries et champignons. Certaines de ces molécules sont de véritables

antibiotiques, qui jouent un role important dans I’inactivation des facteurs de germination du
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pathogeéne ou la dégradation de leurs facteurs de pathogénicité comme les toxines (Benmati,

2014).

1.2.2.3. Détoxification du milieu
Les phytotoxines sont produits par des microorganismes saprophytes et parasitaires du sol
et inhibent a des faibles concentrations la croissance et le développement des plantes. Dans le
sol, ces toxines s’accumulent en quantité plus appréciable lors de monoculture. Certaines
souches du genre Pseudomonas éliminent ces phytotoxines (Beauchamp, 1993).

1.3. Les interactions entres les microorganismes de la rhizosphére

Les microorganismes en particuliers les bactéries sont fréquemment impliquées dans une
multitude d’interactions non génétiques avec d’autres microorganismes, notamment au niveau
de la rhizosphére. Ces interactions sont souvent nutritionnelles. Dans d’autre cas, un
microorganisme peut exercer un effet nuisible sur les autres microorganismes, par exemple

par la production d’antibiotiques ou des composés toxiques.

Les interactions entre populations microbiennes peuvent €tre reconnues comme des
interactions négatives (compétition), positives (commensalisme, synergie et mutualisme), ou
positives pour I'une et négatives pour I’autre population (parasitisme) (Kaioua et Grairi,

2015).
1.3.1. L’antibiose et parasitisme

L’antibiose est définie comme inhibition d’un organisme par le produit métabolique d’un
autre organisme. Les produits métaboliques sont de différentes natures comme des agents
lytiques, enzymes, substances volatiles et des substances toxiques. L’antibiose joue un role
important dans le controle biologique (Sharma et al., 2013). Il consiste en une inhibition
directe de la croissance du pathogeéne via la production des métabolites aux propriétés
antifongiques et/ou antibiotiques. Plusieurs facteurs abiotiques (I’oxygene, la température, des
sources spécifiques du carbone, et des micro-éléments), biotiques (la plante hote, le
pathogeéne, la microflore indigeéne, et la densit¢ des cellules de la souche productrice) et
physiologiques ont été identifiés pour influencer la production des antibiotiques par les agents
bactériens de biocontrdle. Certaines souches de PGPR ont la capacité d’excréter des
métabolites qui jouent un réle important dans 1’inactivation des facteurs de germination du
pathogeéne ou la dégradation de leurs facteurs de pathogénicité comme les toxines. Ainsi la
capacité de certaines bactéries a parasiter et a dégrader les spores des pathogenes a travers la

production d’enzymes détruisant la barriére cellulaire (Adam, 2008).
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1.3.2. Mutualisme

C’est une interaction entre deux ou plusieurs espéces, dans laquelle les organismes
impliqués tirent tous les deux profits de cette relation. On parle alors d’une interaction a
bénéfices réciproques. Toutefois, le mutualisme au sens strict n’est pas une relation
obligatoire entre les individus impliqués. Dans ce cas plutdt de symbiose qu’est une forme de
mutualisme dans laquelle les espéces concernées, les symbiotes et leurs hotes respectifs,

vivent en contacte directe les une avec les autres (Janzen, 1985).
1.3.3. Compétition

C’est une interaction directe ou indirecte, de type compétition pour une ressource
insuffisante pour deux espéces occupants une méme niche écologique (Bronstein, 2004).
Certains microorganismes (bactéries, levures, champignons filamenteux) peuvent ainsi
inhiber la germination des conidies de cet agent pathogeéne via la compétition pour des
¢léments nutritifs comme 1’azote, le carbone, ou des macro ou micro-¢léments présents dans

le milieu (Ajouz, 2009).
1.3.4. Commensalisme

C’est une association entre deux especes dont une seule tire profit sans pour autant nuire a
I’autre. (Bronstein, 2004). Il existe de nombreux exemples de commensalisme. Beaucoup
concernent 1’utilisation par une espece, de produits secondaire du métabolisme d’une autre
espece. Dans d’autre cas, au lieu de profiter de la fourniture d’un métabolite utile, le
commensal bénéficie de la dégradation d’un produit toxique, ou d’une modification des

conditions du milieu dans un sens plus favorable (Davet, 1996).

1.4. Quelques rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes
1.4.1. Le genre Pseudomonas sp

1.4.1.1. Classification et habitat

Le genre Pseudomonas est découvert en 1894 par Migula, il appartient au phylum des
proteobacteria, classe des Gammaproteobacteria, Famille des pseudomonaceae, Ordre des
Pseudomonales (Moore et al., 2006). Ce sont des bacilles a Gram négatif de 0.5 a 1um de
diametre sur 1.5 a Sum de long, mobiles et asporulées (Bell-Pekins et Lynch, 2002). Les
Pseudomonas sp sont des bactéries ubiquistes particulierement abondants dans les sols, les
eaux, et souvent pathogeénes des animaux et des végétaux. Elles posseédent plusieurs

caractéristiques qui les rendent particuliérement intéressantes pour une utilisation comme
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agents de lutte biologique. Ainsi leur capacité a coloniser les racines et a y maintenir une forte

densité de population est remarquables (Hass et Keel, 2003).
1.4.1.2. Caractéristiques métaboliques

Le genre Pseudomonas est caractéris€¢ par un métabolisme oxydatif et non fermentatif,
utilisant oxygéne comme accepteur final d’¢électrons, et méme quelques souches utilisent la
dénitrification (les nitrates sont parfois utilis€ comme accepteurs d’électrons ce qui permet
une croissance en aérobiose). Les Pseudomonas sp sont chimio-organotrophes facultatifs et
peuvent utiliser H, comme source d’énergie et n’ont pas besoin de facteurs de croissance pour

ce multiplier (Stanier et al., 1966).
1.4.1.3. Le genre Pseudomonas en association aves les plantes

Les Pseudomonas sp sont les habitants type des sols agricoles et la rhizosphere des plantes,
et sont impliqué dans de nombreuses interactions avec les plantes (Schroth et al., 1992), elles
incluent des souches pathogenes et des souches bénéfiques. Ces bactéries ont une capacité
¢levée a coloniser la rhizosphére ainsi que les racines des plantes et sont capable de former
des associations intimes avec leurs hotes. Les exsudats racinaires, et en particulier les sucres
et les acides aminés, attirent les bactéries par chimiotactisme a la surface des racines. Ils
stimulent notamment la mobilité flagellée des bactéries, ce qui permit a ces derniéres de
coloniser la rhizosphére (De Weert et al., 2002). Ces associations peuvent mener a une

maladie chez les plantes hote sensible.

Néanmoins, certaines espéces de Pseudomonas sont capables de mettre en place des
interactions mutualistes influengant avantageusement 1’hote végétal, elles sont désignées sous
le terme « plant-probiotic fluorescens Pseudomonas spp » (Hofte et Altier, 2010). Ces
bactéries sont connues comme promotrice de la nutrition et la croissance des plantes par la
solubilisation des minéraux comme le phosphore, par la production des sidérophores ou par la

production de régulateurs de croissances comme les auxines (Lemanceau, 1992).

L’inoculation des plantes a 1’aide de certaines souches de Pseudomonas sp s’accompagne
en effet d’une augmentation significative du rendement de la culture. Celle-ci résulte de la
stimulation de la croissance des plantes et de leur protection contre des microorganismes
pathogeénes. Deux types de mécanismes sont responsables de ces effets bénéfiques. L’un
concerne la modification des équilibres microbiens au niveau de la rhizosphére, I’autre la

modification du métabolisme et de la physiologie de la plante. Ainsi la compétition et
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I’antibiose exercés par les Pseudomonas sp baissent la densité et 1’activité néfaste des

microorganismes pathogenes (Lemanceau, 1992).

1.4.2. Le genre Bacillus sp
1.4.2.1. Classification et habitat

Les Bacillus forment un genre de bactéries a gram positif, appartenant a la famille des
bacillacées (Bacillaceae), I’ordre des bacillales (Bacillales), la classe des bacilles (Bacilli).Ces
bactéries sont capables de produire des endospores leur permettant de résister a des conditions
environnementales défavorables (Benmati, 2014). Les cellules bactériennes de ce genre ont
une taille large, allant de 0.5 4 2.5 pm x 1.2 a 10 pm. Ce genre est généralement présent dans
le sol et les plantes ou elles ont un role important dans le cycle du carbone et de 1’azote

(Koneman, 2001).
1.4.2.2. Caractéristiques métaboliques

Les bactéries du genre Bacillus peuvent dégrader la plupart de la matiére organique animale
ou végétale (cellulose, amidon, protéines, hydrocarbures...) par la production d’enzymes
extracellulaires (Chirif, 2014), sont des bactéries aérobies ou aéro-anaérobies facultatifs, et
tirent leur énergie par respiration ou fermentation. Les Bacillus sont hétérotrophes,
saprophytes et ubiquitaires, il existe des especes thermophiles, acidophiles, psychrophiles,

alcalinophiles (Bounoua, 2008).
1.4.2.3. Le genre Bacillus en association avec les plantes

De nombreuses recherches ont concernée Bacillus qui sont des habitants communs de la
rhizospheére et possédent une grande activité dans le contréle biologique des maladies liées au
sol. Ces rhizobactéries ont la capacité¢ de produire de nombreux antibiotiques inhibant divers
phytopathogénes (Raaijmakers et al., 2002); produire des sidérophores; sécréter des
enzymes hydrolytiques telles que les chitinases, glucanase, protéase et lipases qui peuvent
lyser les cellules fongiques ; stimuler le systeme de la défense systémique (ISR) chez I’hote et
de produire des substances volatiles. Plusieurs souches du genre Bacillus: B.
amyloliquefaciens, B. subtilis, B. pasteurii, B. cereus, B. pumilus, B. mycoides et B.
sphaericus provoquent des réductions significatives de I'intensité et la gravité¢ de diverses

maladies sur une diversité¢ d’hotes (Choudhary et Johri, 2008).
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1. Généralité sur les champignons phytopathogénes

Les champignons sont définis comme des organismes eucaryotes, sporogones et non
chlorophylliens, se reproduisant par voie sexuée ou asexuée. Le terme « champignons »
regroupe principalement : les levures, les champignons filamenteux (communément appelés

moisissures) et les champignons supérieures (ou champignons comestibles) (Sylvain, 1996).

Les champignons filamenteux sont des organismes pluricellulaires dont I’appareil végétatif
forme un thalle composé de filaments microscopiques, souvent ramifiés, appelés hyphes ;
I’ensemble de ces hyphes forme le mycélium. Les hyphes sont entourés par une paroi
cellulaire protectrice, qui permet les échanges avec le milieu extérieur. Elle est en générale
formée de chitine associée a d’autres constituants (chitosanes, glucanes, protéines)
(Champion, 1997). Les champignons filamenteux sont ubiquitaires et trés répandus dans la
nature, notamment au niveau des végétaux en décompositions, ils sont hétérotrophes, et plus
particulierement absorbotrophes puisqu’ils absorbent les éléments, digéres de maniere
extracellulaire, au travers de leur appareil végétatif présentant une perméabilité pariétale. Ils
ne peuvent pas synthétiser de matieére organique a partir du gaz carbonique atmosphérique. En
effet, ils sont incapables d’assurer la photosynthése. Une source de carbone organique est
donc nécessaire a leur développement. Ils synthétisent leurs propres nutriments a partir de
I’eau et des éléments nutritifs et minéraux qu’ils puisent dans leur environnement. Il joue un
role important dans le recyclage des matieéres organiques en puisant leur énergie a partir de
ces sources carbonées externes (Lecellier, 2013). La plupart des champignons sont
mésophiles avec des optimums de croissance variant de 25°C a 35°C (Nguyen Minh Tri,

2007).

Les champignons se reproduisent essentiellement par des spores uni- ou pluricellulaires. On
distingue, selon leur origine, les spores sexuées et les asexuées. La forme sexuée, ou
téléomorphe, a pour fonction de maintenir I’espéce et apparait souvent en fin de saison alors

que la forme asexuée, dite aussi forme imparfaite ou anamorphe, assure la propagation.
Les grands groupes de champignons sont au nombre de cinq (Corbaz, 1990).
e Archimycétes

IIs sont trés primitifs, liés a la présence d’eau, car les zoospores flagellées ne se trouvent

que dans la terre (Corbaz, 1990).
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e Phycomycétes

Les phycomycetes ou siphomycetes, sont des champignons primitifs a thalle en forme de
tubes non cloisonnés, a cellules reproductrices flagellées, aquatiques .certaines moisissures
sont des phycomycétes saprophytes ; elles attaquent les aliments, le linge, le cuir (Doucet,

2008).
e Ascomycétes

IIs possedent un mycélium cloisonné ; les spores sexuées sont formées dans un sac, 1’asque,
situe au centre d’un réceptacle foncé appelé périthéce ou apothécie selon la forme. Les spores
asexuées se trouvent soit en surface, soit a I’intérieure de divers réceptacle dénommé pycnides

ou acervules (Corbaz, 1990).
e Basidiomycétes

Leur mycélium est aussi cloisonné. Les spores sexuées ou basidiospores sont formées au
sommet des basides, homologue des asques. Les basides ne sont pas enfermées dans des

réceptacles mais se trouvent en surface (Corbaz, 1990).
e Deutéromycetes

Les deutéromycetes, ou champignons imparfait, sont caractérisés par un mycélium septé et
qui groupent tous les champignons dont on connait que la phase végétative ou qui n’ont pas

de phase sexuée (Doucet, 2008).
2. les principaux genres de champignons telluriques phytopathogénes

Plusieurs genres des champignons telluriques sont capables d’infecter les racines de plantes
sauvages et cultivées et de causer des dégats importants. Il s’agit notamment des Aspergillus,
des Penicillium, les Fusarium, Rhizoctonia, Alternaria, Pythium, Verticilium, Botrytis...
(Agrios, 2005). Ils sont la principale cause des maladies chez les plantes et sont responsables

d’environ 70% des maladies des plantes cultivées (Deacon, 2006).

2.1. Genre Aspergillus
2.1.1. Généralité

Le genre Aspergillus est classé dans la division des Deutéromycetes. Certaines formes
sexuées d’Aspergillus sp sont connues et appartiennent a la division des Ascomycétes, dont

les genres les plus notables sont Eurotium et Emericella. 11 existe actuellement environ 180
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especes reconnues d’Aspergillus (Gugnani, 2003), définies d’aprés les caractéres de
I’appareil reproducteur (Botton et al.1990). Les especes d’Aspergillus se développent sur la
matiere organique en décomposition, dans le sol, le compost, les denrées alimentaires et les

céréales (Gugnani, 2003).

La répartition géographique des Aspergillus est assez vaste. Ils sont les plus souvent
présents dans les zones tropicales et subtropicales, donc adaptés a des climats chauds et a des

milieux pauvres en eau (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002).

Les Aspergillus poussent rapidement, ils sont poudreux ou duveteux, de couleur variables :
blanc, vert, brun a noir. Ils se caractérisent par la formation d’organes de reproduction
asexués : les tétes Aspergillaires. Le conidiophore, de longueur variable, se renfle a son
extrémité terminale formant une vésicule globuleuse, a partir de celle-ci se forment des
phialides, soit directement, soit par 1’intermédiaire de métules. Les phialides forment des

conidies unicellulaires, basipétales disposées en chainettes (Rouviere, 2002).

Conidies

) 4 e
Raa B 8 ____ Phialides —_
T )iy A =
N Y€ ———_  Métules
‘,l T
- Vésicule |
]
|
Conidiophore |
e (large. non cloisonné) 3 -
Y Ccllule podale ——

Figure 1 : Principaux caractéres morphologiques des Aspergillus (Bendaoud-Tabet
Aoul. 2014).

2.1.2. Potentiel toxinogene

De nombreuses especes appartenant au genre Aspergillus sont connues pour leur capacité a

produire certaines mycotoxines (Pitt, 2000).

Aspergillus terreus €labore des substances antibactériennes, de toxicité variable (flavipine,

terréine, citrinine, erdine et molécules voisines, calavacine) (Botton et al., 1990).
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Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus sont les principaux producteurs d’aflatoxines.

L’aflatoxine B1 est classée comme cancérigéne chez ’homme et I’animale (Iare, 1993).

Aspergillus fumigatus synthétise plusieurs métabolites trés toxiques comme la fumagiline,
acide helovlique, la gliotoxine, des alcaloides voisins de ceux de I’ergot de seigle (Moreau,

1982).

Aspergillus niger synthétise de [’acide oxalique (Raistrick et Clark, 1919), des

malformines, et certaines souches synthétisent des aflatoxines.

Aspergillus ochraceus est le principale producteur d’ochratoxine A. Il colonise de tres

nombreux substrats (Ramos ez al., 1998).

2.2. Genre Penicillium

2.2.1. Généralité

Le genre Penicillium comprend entre 150 et 300 especes, réparties en quatre sous genres
appartenant a la division des Deutéromycetes. Les formes téléomorphe de certaines d’entre
elle sont connues et appartiennent a I’embranchement des Ascomycetes dont les genres les
plus représentatifs sont Eupenicillium et Talaromyces (Pitt et Hoking, 1997). Ce genre de
moisissure est trés rependu dans les régions a climat tempéré. Certaines espéces de

penicillium contaminent les céréales et les grains avant la récolte.

Les penicilliums sp sont les organismes dominants des « moisissures bleues et vertes »
associées ou pourrissement des aliments en particulier les fruits et les 1égumes. 85 especes
sont connues pour étre toxinogene, et la plupart des mycotoxines sont produites par un petit

nombre d’espéces (Rouviere, 2002).

Les penicilliums se distinguent par leur organisation en pinceau. Le thalle, formé de
filaments mycéliens septés hyalins, porte des conidiophores lisses ou granuleux, simples ou
ramifiés qui se terminent par un pénicille. Les conidiophores peuvent étre isol€s, groupés, en

faisceaux lache ou agrégés en corémies bien individualisés (Anani et Bentaleb, 2016).
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Conidies
Chaines basipetales

TS

Phialide

Métule

Ramification

<— Conidiophore =+

Monoverticillé Biverticillé symétrique Triverticillé

Figure 2 : Principaux caractéres morphologiques des pénicilliums (Tabuc, 2007).

2.2.2. Potentiel toxinogene

La majorité d’espece du genre penicillium sont capable de produire des mycotoxines :
I’acide cyclopiazonique (Penicillium chrysogenum) ; 1’acide pénicillique (Penicillium
cyclopium) ; la patuline ou la clavacine (Penicillium expansum, Penicillium griseofulvum) ; la

citrinine (Penicillium expansum) ; I’ochratoxine A (Penicillium verrucosum) (Pitt, 2000).

2.3. Genre Botrytis
2.3.1. Généralité

Le genre Botrytis comprend 22 especes dont la plupart ont un spectre d’hote restreint
comme Botrytis fabae sur les légumineuses. Au contraire Botrytis cinerea est capable
d’attaquer plus de 230 espéces de plantes sur lesquelles il peut engendré des dégats sérieux
avant et apres la récolte. Ce champignon appartient a la division de Deutéromycetes de la

classe Hyphomycétes, de 1’ordre de Moniliales, famille des moniliaceae. Les formes
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téléomorphe appartiennent a 1‘embranchement des Ascomycota, de la classe Ascomycétes, de

I’ordre des Léotiales, famille des Sclerotiniaceae (Jarvis, 1977).

Botrytis cinerea est un champignon ubiquiste, trés polyphage et opportuniste qui colonise
plus facilement les tissus affaiblis (Blancard et al., 2003). Le mycélium du champignon
observé au microscope lors de son développement, montre des houppes constituées par de
gros tubes se ramifiant au sommet sous forme arborescente. Lorsque le développement de la
moisissure est assez avancé, on apercoit aux extrémités des grappes trés nombreuses formées

de conidies ; de ces conidies se détachent des spores ovoides.

Conidies

Conidiophore

Figure 3 : Principaux caractéres morphologiques de Botrytis cinerea (Agrios, 2005).
2.3.2. Le potentiel toxinogéne

Botrytis cinerea a la capacité de produire beaucoup d’enzymes qui jouent un role dans sa
virulence, en particulier les pectinases qui dégradent la pectine, un polysaccharide majoritaire

des parois de la cellule végétale.

Les enzymes pectolytiques sont sécrétées par 1’agent pathogene lors de contact avec la
paroi des cellules végétales. Ce n’est que lorsque la fraction pectique de la paroi est
suffisamment dégradée que d’autres enzymes comme les cellulases, xylanases et protéases

sont secretées (Le poivre, 2003).

Botrytis cinerea sécréte aussi des toxines non spécifiques pour tuer un large spectre des
plantes. La toxine la plus connue est le sesquiterpene botrydial (Mathias et al., 2007). De

méme Botrytis cinerea est capable de produire des métabolites secondaires comme 1’acide
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abscisique et ’acide botcinique qui sont impliqués dans sa pathogénicité¢ (Collado et al.,

2007).

3. Les maladies des plantes

3.1. Définition

Une maladie des plantes peut étre définie par une succession de réponses invisibles et/ou
visibles a un microorganisme phytopathogéne ou a la modification d’un facteur
environnemental (température, pH, humidité et disponibilité d’oxygene), qui provoque des
bouleversements de forme, de fonction ou de I’intégrité de la plante. Il existe de ce fait deux
types de maladies des plantes : des maladies non infectieuses (abiotiques) et des maladies
infectieuses (biotiques) causées par les champignons, bactéries, des virus, nématodes et des

protozoaires (Sarah et al., 2008).
3.2. Le triangle de la maladie

Pour qu’une maladie d’une plante se développe, trois composants sont nécessaires : la
plante et le pathogeéne doivent se mettre en contact et interagir, et les conditions de
I’environnement doivent €tre favorables. Par ailleurs, chacun de ces trois composants peut
varier considérablement aboutissant a différents degrés de sévérit¢ de la maladie pour une
plante. La plante peut étre plus ou moins résistante, sensible, jeune, agée... Le pathogeéne peut
étre plus ou moins virulent, actif, dormant... Les conditions de 1’environnement peuvent
affecter plus ou moins la croissance, la sensibilité et la résistance de la plante hote, la
croissance, la multiplication, le degré de wvirulence et la dispersion du
pathogéene...L’interaction plante hote, pathogeéne et environnement est généralement

considérée comme formant un triangle appelé « le triangle de la maladie » (Nasraoui, 2008).

3.3. Classification des maladies

3.3.1. Les maladies non infectieuses

Les maladies non infectieuses résultent d’une inadéquation de conditions
environnementales, qui ne sont pas favorables pour la plante, ils peuvent s’agir de problémes
liés en carence des conditions minérales du sol (azote, potassium, magnésium, fer...),
inondation des sols, trop de soleil, exposition ou polluants atmosphériques (ozone, dioxyde de

soufre), I’exposition accidentelle aux herbicides...(Knudsen, 2013).
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3.3.2. Les maladies infectieuses

Les maladies infectieuses sont des maladies causées par des organismes phytopathogénes
tels que les champignons, les bactéries, les nématodes, et les virus (il y a aussi quelques

plantes parasitaires).

Les champignons et les nématodes peuvent entrer dans les plantes par les blessures ou les

ouvertures naturelles, et aussi directement.

Les bactéries et les virus peuvent entrer dans les plantes par les blessures ou les ouvertures

naturelles, ou par vecteur, mais jamais directement (Knudsen, 2013).
3.4. Principaux symptomes des maladies fongiques

Un symptome est une indication de la présence de la maladie par la réaction de I’hote (par
exemple, le chancre, la tache des feuilles, le flétrissement) (Knudsen, 2013). On peut répartir

les symptomes en trois groupes.
3.4.1. Hypoplasie
Réduction de la chlorophylle ou de tissus entrainant la diminution en taille (Prabhu, 1992).

a. jaunissement : les feuilles jaunissent ce qui est due a un agent pathogeéne (figure 4). la

carence en Zn, Fe ou Mn provoque le méme effet (Prabhu, 1992).

Figure 4 : Jaunissement des feuilles de tomate (Aydi, 2013).

b. Nanisme : I’organe de la plante ou la plante devient nains (Prabhu, 1992).

17

—
| —



CHAPITRE II CHAMPIGNONS PHYTOPATHOGENES

3.4.2. Hyperplasie

a. verrues, galles, balais de sorciére, cloque de feuille : les organes tels que la racine,

la feuille (figure 5), le fruit ou parfois la tige deviennent plus gros que leur taille normale
(Prabhu, 1992).

Figure 5 : Cloque de feuille du pécher causé par le champignon Taphrina deformans
(Gaveriaux, 2010).

3.4.3. Nécrose : mort cellulaire ou tissulaire (Prabhu, 1992). Est un symptome tres fréquent
sur les différents organes d’un végétal (feuilles, rameaux, tiges, branches, racines, etc.)
(Clément, 1981).
a. flétrissement : c’est une infection vasculaire. Le mycélium bloque les vaisseaux. En
méme temps le champignon secréte des toxines affectant la vitalité des tissus. La plante perd
sa vigueur et devient molle (Prabhu, 1992) (figure 6).
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b. pourritures : Les pourritures se rencontrent sur tous les organes, aériens et
souterrains, des plantes. Selon 1’agent responsable, elles s’extériorisent différemment, ce qui
permet, dans de nombreux cas, d’identifier la maladie. Selon les cas, la pourriture peut étre
seche, humide ou molle. Lorsqu’il s’agit d’une pourriture d’origine cryptogamique, les tissus
malades sont envahis par le champignon, qui bien souvent ne tarde pas a fructifier.

Parmi les pourritures les plus fréquemment rencontrées chez les plantes cultivées, on peut
citer les pourritures des fruits, la pourriture grise, due a un Botrytis (Mazoyer, 2002) (figure

7).

Figure 7 : Pourriture grise sur chasselas causée par Botrytis cinerea (Ajouz, 2009).

c. Chancres : Sur les tiges, au voisinage du sol apparaissent des taches noires allongées,
nombreuses et bientdt confluentes. Les parties malades se creusent donnant 1’aspect d’un

chancre (Lechvalier, 1947) (figure 8).

Figure 8 : Chancre sec de la tige de tomate causé par le champignon Fusarium solani

(Lambert, 2015).
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d. Mildiou : Maladie cryptogamique des plantes due a des champignons appartenant aux
genres Phytophthora, Plasmopara et Peronospora (Mazoyer, 2002). L’agent pathogene
attaque d’abord les feuilles. Des taches, d’abord petites, jaunes puis brunes et qui séchent
rapidement apparaissent. Les tiges sont ensuite attaquées et présentent de grandes taches
brunes irrégulieres. La perte de récoltés est potentiellement trés forte par destruction des
plantes (Knudsen, 2013) (figure 9). La maladie provoque des dégats considérables dans des
conditions favorables (Prabhu, 1992).

Figure 9 : Tomates atteintes de mildiou causé par le champignon Phytophthora infestans
(Aydi, 2013).
e. Rouille : Est une maladie causée par un agent pathogéne appartenant a la classe des
basidiomycetes (Prabhu, 1992). Elle apparait en général a la fin de 1’été et ne cause que peu
de mal. Sur les feuilles s’observent de petites taches de couleur jaune de 1 a 2 mm, de
diamétre. A la face inférieure, la tiche est plus claire et porte au centre une petite pustule
atteignant 1/3 de mm, de diameétre, de couleur foncé, brune ou noire. Les taches de rouilles
peuvent étre trées nombreuses (figure 10). Dans ce cas, le champignon épuise les feuilles qui

ne tardent pas a jaunir (Lechevalier, 1947).

Figure 10 : Feuilles de mais avec des symptomes de la rouille causée par Puccinia sorghi

(Narla, 2015).
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f. Fusariose : Maladie cryptogamique due a un champignon appartenant au genre
Fusarium 11 existe de nombreuses especes de Fusarium qui, du fait de leur pouvoir
d’adaptation qui se recouvrent des points noirs (Clément, 2002) (figure 11). Cette maladie est
en voie d’extension depuis quelques années et provoque de trés graves pertes (Lechevalier,

1947).

Figure 11 : Fusariose des épis de blé (Siou, 2013).
g. Tache : C’est une Iésion précise, localisé, ronde réguliére, souvent avec une bordure
de couleur différente, caractérisée quant a I’emplacement (la tache des feuilles, la tiche des
fruits.) et la couleur (tache brune, tache noire) (figure 12) ; si elles sont nombreuses ou si des
taches agrandissent et fusionnent, une grande tache régulieére ou une brulure peuvent se

développer comme tache grise de la feuille de la tomate (Narla, 2015).

Figure 12 : Taches angulaires de la feuille de 1’haricot causées par Phaesariopsis griseola

(Narla, 2015).
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4. Les relations plante-pathogéne

D’une maniére générale, les plantes mettent en ceuvre des mécanismes tres efficaces qui
controlent leurs rapports avec les agents potentiellement pathogénes. A cet égard, il est

classique de distinguer deux grands types de relations (Lepoivre, 2003).
4.1. La relation non — hote

Les plantes sont des « non- hote » vis-a-vis de la plupart des microorganismes de leur
environnement. Elles ne sont attaquées que par un nombre restreint de microorganismes

(Rocher, 2004).
4.2. La relation hote

L’évolution d’une maladie fongique ainsi que ses symptdmes sont étroitement liés aux
relations qui s’établissent entre le végétal et son parasite. Si le champignon ne réveille pas les
mécanismes de défense de la plante, il s’y installe pour s’y développer, la plante est alors dite
sensible. Au contraire, certaines plantes, dites résistantes, répondent rapidement a la tentative
d’invasion et sont épargnées. Cette propriété est largement utilisée pour sélectionner des

variétés résistantes (Mazoyer, 2002).
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Les luttes applicables

Les plantes subissent souvent des dégats causés par des « ravageurs ». Insectes et acariens
sont les plus importants et leur controle a souvent constitué une des préoccupations majeures
des agriculteurs. Les plantes peuvent étre aussi attaquées par des maladies du fait du
développement de bactéries, de champignons, de virus. Les ravageurs et les maladies
constituent les ennemis des cultures que 1’on appelle communément parasites. Pour lutter
contre ces ennemis, ’homme a développé un ensemble de pratiques et de produits (Resche-
Rigon, 2008).

1. La lutte chimique

La lutte chimique est I’application d’un produit phytosanitaire en vue de détruire une

population indésirable. Une population a pris possession d’un territoire grace a des facteurs

perturbants ou favorisants.

1.1. Les fongicides
1.1.1. Historique
Depuis les débuts de 1’agriculture, I’homme utilise divers moyens pour protéger les plantes
cultivées de leurs bioagresseurs. Les premiéres mentions, mal référencées, de I’activité
biocide de I’arsenic et du soufre seraient évoquées par Homeére et par Pline I’ancien. En
France, la lutte chimique se démocratise peu a peu a partir de la seconde moitié¢ du XIXeéme
siecle (notamment avec la découverte de la bouillie bordelaise) (Walker, 2013). Des
améliorations notables seront faites chaque année concernant 1’utilisation de ces produits ou
de leurs mélanges. Les organo-mercuriques s’ajouteront a la gamme des fongicides en 1913
par I’intermédiaire de REHM. Ce n’est qu’a partir de 1934 que TISDALE et WILLIAMS
ouvriront une nouvelle voie dans la recherche des fongicides (Lhoste, 1960).

1.1.2. Définition

Le mot "fongicide" désigne un produit chimique capable de tuer un champignon. Au terme
fongicide il faut adjoindre les termes de fongistatique et d’antisporulant. Le terme de
fongistatique qualifie I’effet d’un produit qui inhibe le développement d’un champignon, soit
sous sa forme végétative, soit sous sa forme de conservation. Lorsque le produit n’entrave pas
la croissance du mycélium, mais seulement les phénomeénes de sporulation ou de

reproduction, il est dit antisporulant ou généstatique (Lhoste, 1960).
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1.1.3. Les fongicides non systémiques

Les fongicides non systémiques sont ceux qui demeurent au niveau du point d’application
sur la plante. Ils sont dits de surface s’ils restent a ’extérieur du végétal, a la surface des
feuilles dans le cas d’une application foliaire. Lorsque les fongicides sont suffisamment
lipophiles, ils sont piégés au niveau de la cuticule des feuilles; on les appelle alors
cuticulaires. Ils peuvent aussi franchir la cuticule et diffuser dans les parois des premicres

couches cellulaires. Dans ce cas, il s’agit de fongicides pénétrants (Rocher, 2004).

1.1.4. Les fongicides systémiques
La systémie des fongicides se limite uniquement a une systémie xylémienne : le produit
diffuse de la semence (zone d’application) vers le sol environnant puis est absorbé par les

racines au moment de la germination pour migrer vers les parties aériennes (Rocher, 2004).

1.2. Le mode d’action des fongicides

Le mode d’action des fongicides sur les cryptogamiques est évidemment variable en

fonction de la nature chimique des composés.

» Pénétration du fongicide dans le champignon : Pour agir, le toxique doit franchir, la
membrane cellulosique semi- perméable. Lorsque les produits sont partiellement solubles
dans I’eau, donc 1’opération est assez simple. Le toxique passe dans le milieu intérieur en
méme temps que 1’eau nécessaire a la vie du champignon. Mais lorsque le produit est
considéré comme insoluble, la pénétration du toxique dans [’organisme est plus
compliquée. Dans ce cas, le produit pénétrerait sous la forme de molécules qui se
détacheraient sous des influences variées. Parmi celles-ci ont été retenus: les gaz
atmosphériques, 1’excrétion des organes du végétal —hote ou I’excrétion des organes du
cryptogame (Lhoste, 1960).

» Effets du fongicide sur le contenu cellulaire : Ces effets sont certainement nombreux
et complexes. Au seul point de vue du métabolisme, les fongicides attaquent et détruisent
les lourdes molécules protéiniques comme certains d’autres brisent les molécules de
glucose ou empéchent leur utilisation. Il s’en suit 1’élimination des métabolites. Leurs
structures est alors assez voisine du corps entrant dans le métabolisme du champignon
(Lhoste, 1960). La plupart des fongicides affectent directement des fonctions essentielles,
comme par exemple la respiration, la biosyntheése des stérols ou la division cellulaire

(Leroux, 2004).
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1.3. Les inconvénients de la lutte chimique

L’utilisation irraisonnée des produits chimiques a eu dans certaines situations, des
conséquences inattendues sur la santé humaine et pour I’environnement telles que, la pollution
importante des écosystemes et problémes de santé publique causé par le chlordécone, aux
Antilles (Dallaire et al., 2012). Pour les fongicides, leur usage intensif a rapidement conduit a
la sélection des souches résistantes (le premier cas est celui de la résistance aux
benzimidazoles, premiers fongicides de synthése a cible biochimique unique, chez de
nombreux champignons phytopathogenes). Cette résistance est d’autant plus facilitée, chez les
champignons, que ces organismes possedent des caractéristiques biologiques favorisant leur

adaptation aux contraintes anthropiques (Stukenbrock et McDonald, 2008).

1.3.1. La résistance des champignons pathogénes aux fongicides

Etant donné que de nombreux organismes unicellulaires et pathogénes peuvent acquérir une
immunité partielle ou totale lorsqu’ils sont mis en présence de sulfamides ou d’antibiotiques,
que de nombreuse espéces d’insectes sont devenues résistantes aux l’insecticides, il n’y a
apparemment aucune raison pour que certains champignons ne puissant devenir résistants aux
fongicides (Lhoste, 1960). Comme les fongicides : régimes de reproduction mixte, grande
tailles de population, grandes capacité de dispersion, temps de génération courts contribuant
ainsi a généraliser les résistances sur de larges territoires. D’un point de vue théorique,
I’évolution des pathogeénes aux fongicides constitue un cas d’école de sélection naturelle,
observable in natura est sur un échelle temporelle humaine, voire parfois trés courte par
exemple :chez Zymoseptoria tritici, 1’agent de la septoriose du blé, la résistance aux
strobilurines (Torriani et al., 2009). Diverses études ont mis en évidence des niveaux
différents de résistances aux fongicides sur 38 souches de Botrytis cinerea de cultures
maraicheéres en suisse (tomate et laitue principalement), 44.7% sont résistantes aux
diacrboximides, 73,6 % aux benzimidazoles et 31.8% présentaient une double résistance
(Corbaz, 1990).

1.3.2. [Effets sur la santé humaine

La révolution verte nous a enseigné que I’emploi intensif de pesticides et d’engrais est
nocif pour les écosystemes et par conséquent pour la santé de 1’animal et de 1’homme
(Rachel, 1962). Plusieurs études expérimentales ou épidémiologiques laissent supposer un
risque important d’atteinte par certaines formes de cancer a la suite de 1’exposition chronique
a certains pesticides couramment utilisés. Les types de cancers les plus souvent cités sont le

cancer de cerveau, de poumon, de foie, de I’estomac et la leucémie. Ils peuvent méme affecter
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la reproduction humaine en exercant une toxicité directe sur les organes de reproduction ou en
interférant avec la fonction hormonale (Capkin et al., 2006). L’exposition a ces produits
augmente les risques d’atteinte par des maladies infectieuses en plus des effets comme la
chute de production d’anticorps et des réactions d’hypersensibilité. D’autre part, ils pourraient
supprimer la réponse normale du systéme immunitaire humain a I’invasion de virus, de
bactérie, de parasite et de tumeurs. Les effets neurologiques constituent 1’une des
manifestations les plus fréquents des intoxications aigues des pesticides (Cuppen et al.,
2000).
1.3.3. Effets sur ’environnement

D’un point de vue écologique, les pesticides ne sont pas des produits anodins. En effet, ils
sont responsables de nombreux effets toxiques secondaires causant des risques potentiels pour
I’environnement (Relyea, 2009). L’utilisation intensive des pesticides affecte la fertilité de
sol. La longueur des racines de plantes colonisées pas les mycorhizes était ainsi 40% plus
¢levé dans les systemes biologiques que dans les exploitations conventionnelles (Mader et
al., 2002). Des études ont montré aussi que les herbicides sulfonylurées metsulfuron et dans
une moindre mesure le chlorsulfuron sont a ’origine d’une réduction de la croissance des
bactéries du sol Pseudomonas (Boldt et Jacobsen, 2006). Les animaux absorbent les produits
phytosanitaires via la nourriture ou I’eau d’alimentation, via I’air respiré ou au travers de leur
peau. Ayant franchi diverses barriere, le toxique atteint les sites du métabolisme ou il est
stocké. Cette exposition peut engendrer chez les mammiféres toute une gamme d’effets

toxiques dont des baisses spectaculaires de fertilité souvent remarquée (Aissaoui, 2013).

2. La lutte biologique

Le milieu agricole et le milieu forestier sont I’objet depuis plusieurs années de critiques
concernant leur impact environnemental. Les citoyens s’inquictent de la dégradation des
milieux naturels ainsi que de I’innocuité des aliments qu’ils consomment. Cette perception
négative a été exacerbée en Europe suite aux crises successives qui ont frappé le milieu
agricole (contamination de poulets a la dioxine, crise de la vache folle, épidémie de fievre
aphteuse). Face a ces critiques et afin de rendre moins polluante et moins risquée 1’agriculture
moderne, un certain nombre de solutions, dont la lutte biologique, sont proposées (Boivin,

2001).
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2.1. Historique

Les débuts de 1’agriculture remontent au Néolithique (10000 a 8000 avant Jésus christ). Ces
nouvelles pratiques ont entrainé une concentration des ressources et une diminution des
ennemis naturels par modification de 1I’environnement local. De plus, il est aussi vite devenu
indispensable de stocker les récoltes au fur et a mesure de 1’extension des villages et des
villes. Ce développement de 1’agriculture s’est aussi accompagné de la nécessité de protéger
les cultures et les ¢€levages par des techniques empiriques dont on a retrouvé de multiples
traces (Suty, 2010). La premicre utilisation référenciée de la lutte biologique a été effectuce
dans les vergers chinois, aux environs de 1’an 400 avant jésus- christ. Les fermiers utilisaient
alors des fourmis tisserandes pour lutter contre les ravageurs des fruits. Depuis, d’autres
utilisations ont été effectuées avec succes (Lambert, 2010). En 1762 dans I’ile Maurice, des
oiseaux sont importés pour lutter efficacement contre des sauterelles (Resche- Rigon, 2008).
En 1840, le francais Boisgiraud est le premier a tester la lutte biologique en plein champ : il a
utilisé des coléopteres comme les carabiques et les staphylins pour en faire des lachers en vue
de limiter les pullulations du bombix disparate (ou spongieuse), puis pour combattre
I’invasion du phylloxera de la vigne. Ces techniques trés empiriques, ont été utilisées partout
dans le monde de maniére assez limitée jusqu’a la fin du XIXeéme si¢cle. Un pionnier, Charles
Valentine Riley, a donné ses lettres de noblesse a lutte biologique moderne (Suty, 2010). Des
succes important ont donc été constatés, mais aussi beaucoup d’échecs a I’arrivée du DDT en
1939 la lutte biologique a été boudée au profit de la lutte chimique. Depuis 1955 suite a la
prise de conscience des problémes liés a 1’utilisation de produits chimiques (résistances et
résidus) on se mit a penser a une mise en ceuvre de techniques de protection des cultures

associant différents moyens, dont la lutte biologique (Resche- Rigon, 2008).
2.2. Définition

Dans le domaine agronomique, on entend par la lutte biologique toute forme d’utilisation
d’organismes vivants ayant pour but de limiter la pullulation et /ou la nocivité des divers
ennemis des cultures. Rongeurs, insectes et acariens, nématodes, agent des maladies des
plantes et mauvaises herbes sont justiciables d’une telle lutte, qui est basée sur des relations
naturelles entre individus ou entre especes, mises a profit par ’homme de diverses maniéres.
L’organisme vivant utilis¢ comme agent de lutte est un « auxiliaire » de ’homme (Grison
1991). 11 existe de nombreuses définitions de la lutte biologique mais nous nous en tiendrons a

une définition plus large de la lutte biologique est parfois utilisée : « Toute action mettant en
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jeu des organismes modifiant I’hote, y compris les méthodes culturales, qui permettent de
diminuer par voie directe ou indirecte, les dommages causés par un parasite » (Corbaz,
1990). Une autre définition générale telle celle proposée par Van Drische et Bellows, (1996) :
« La lutte biologique est un processus agissant au niveau des populations et par lequel la
densité¢ de population d’une espéce est abaissée par I’effet d’une autre espéce qui agit par
prédation, parasitisme, pathogénicité ou compétition ». Le concept de lutte biologique a subit
une évolution au cours du temps et intégre dans sa définition actuelle toutes les formes non
chimiques de contrdle des ravageurs des récoltes mais aussi des mauvaises herbes (Kouassi,

2001).
2.3. Les auxiliaires de la lutte biologique

Pratiquement tous les organismes vivants peuvent étre considérés comme des ennemis
naturels selon 1’angle avec lequel on examine leur écologie. Cependant dans un contexte de
lutte biologique en agriculture et en foresterie, et surtout en ce qui concerne la lutte biologique
contre les insectes ravageurs, quatre groupes d’organismes sont surtout utilisés. Ce sont les
microorganismes, les nématodes, les prédateurs et les parasitoides (Boivin, 2001). Ces

organismes sont aussi nommes les auxiliaires de lutte (Lambert, 2010).
2.3.1. Les bactéries utilisées en lutte biologique

Selon Starnes et al. 1993, plus d’une centaine de bactéries ont été identifiées comme ayant
un potentiel d’utilisation en lutte biologique. Ces bactéries entomopathogenes se retrouvent
chez les espéces non sporogeénes telles les pseudomonadaceae (Pseudomonas) et les
Enterobacteriaceae (Aerobacter) et les bactéries sporogenes tels les Bacillaceae (Bacillus,
Clostridium) (Boivin, 2001). A L’heure actuelle, Bacillus thuringiensis et Bacillus sphaericus
sont les especes les plus utilisées en lutte contre les ravageurs (Kouassi, 2001). Les premicres
applications de Bacillus thuringiensis dans I’environnement datent de 1933. 11 a été utilisé des
les années 1950 dans les foréts, les champs et les vignobles. Jusqu’au milieu des années 1970,
sa principale application était la lutte contre les Iépidopteres défoliateurs dans les foréts et
certains papillons parasites des grandes cultures, de mais notamment (Bounoua, 2008). De
nombreuses publications ont fait €cho a des essais réalisés en serre ou en champ qui montrent
I’intérét potentiel des Pseudomonas fluorescens non pathogeénes en tant qu’agent de lutte
biologique contre les pathogénes responsables de maladies des plantes (Whipps, 2001 ;
Weller et al., 2002).
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Pour ce qui des mécanismes généraux de lutte microbiologique contre les maladies
cryptogamiques des plantes d’origines tellurique, on distingue deux types principaux :

I’antagonisme microbien, et 1’induction de résistances chez la plante hote.

2.3.1.1. Mode d’action

» L’antagonisme

La lutte biologique est mieux controlée via un antagoniste bactérien, qui va interagir
directement avec 1’agent pathogéne et/ou indirectement c’est-a-dire avec la plante- hote
(Tomashow, 1996). La protection conférée par un microorganisme de lutte biologique
s’appuie sur un ou plusieurs mécanismes d’actions tels que la compétions (pour éléments
nutritifs, ’oxygene, I’espace), I’antibiose, le parasitisme, la diminution de I’agressivité du
pathogéne. L’¢tude de ces mécanismes d’actions est une ¢&tape importante dans le

développement de la lutte biologique (Jijakli, 2003).
» Induction de résistance chez la plante hote

Dans le cas d’une interaction entre un agent pathogeéne et une plante, une succession
d’événements se met en place. Ceci commence par la reconnaissance des deux partenaires,
suivie de la transduction de signaux €mis a I’interface et qui vont conditionner la réponse
finale, a savoir la mise en place de réactions de défense chez la plante. La résistance induite
chez la plante est un mode d’action de certains agents de protection biologique (Sequeira,
1983). Cette résistance peut s’établir de déférentes fagons chez la plante : épaississement des
parois végétales, synthése de substances antimicrobiennes (comme la phytoalexines) ou de
composés impliqués dans la signalisation de 1’agression vers d’autres cellules (Fernandes,

2005).

2.4. Les avantages et les inconvénients de la lutte biologique

2.4.1. Les avantages

La lutte biologique présente de nombreux avantages des points de vue environnementaux,

sociaux et économiques (Lefort, 2010).

e Efficace.

e Permet de restreindre ou d’éliminer I’utilisation des pesticides chimiques.
e Moins toxique que les pesticides chimiques.

o Elle est utilisable en serre.

e Permet de diminuer les risques d’apparition de résistances aux produits chimiques.
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Plus grande spécificité d’action.

Faible colit de développement.

Amélioration de la qualité de vie et de la santé des travailleurs agricole.
Pas de délai de traitement avant la récolte.

Non contamination des produits (pas de résidus chimiques).

Dégradation rapide des biopesticides, diminuant les risques de pollution.

2.4.2. Les inconvénients

Lutte souvent faite en prévention et moins efficaces lorsque curative.

Effet moins drastique que les pesticides (plus d’application).

Effets différé.

Efficacité pas toujours constante d’une production a I’autre.

Efficacité relative aux conditions climatiques.

Activité restreinte lors d’une grande pression du ravageur.

Conditions d’entreposage des produits biologiques (demi- vie et températures plus
fraiche).

Nécessite d’excellentes connaissances de 1’écologie des pathogénes cibles et des
agents de controles biologiques et de relation pathogeéne cible- agent de controle

biologique.
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CHAPITRE I MATERIEL ET METHODES

Ce travail a été réalisé au niveau de laboratoire de microbiologie commun a ['université de

Mouloud MAMMERI durant la période de Février a Juin 2017.

1. Matériel
1.1. Les souches fongiques

Les souches utilisées dans cette étude appartiennent a trois especes de moisissures,
Aspergillus niger, Penicillium sp et Botrytis cinerea.

La souche Botrytis cinerea nous a été offerte par notre promoteur Monsieur OUELHADJ.
Aspergillus niger et Penicillium sp sont des souches pures fournies par le laboratoire de
microbiologie de ’universit¢ de Mouloud MAMMERI.

1.2. Les souches bactériennes
Les souches bactériennes utilisées dans cette étude nous ont été offertes par notre
promoteur Monsieur OUELHADJ.
- Bacillus sp.1
- Bacillus sp.3
- Bacillus sp.8
- Pseudomonas sp

Ces souches ont été isolées a partir de sol rhizospheriques dans la wilaya de Tizi-Ouzou et

conservée & -4 °C
1.3. Milieux de cultures

Tableau I : Milieux de culture utilisés

Milieu de culture Abréviation Utilisation
' ‘ La culture des
Brain Heart Infusion Broth BHIB ' ‘ '
microorganismes exigeants
La culture des levures et des
Gélose Sabouraud SAB o
moisissures
- La culture des
Gélose nutritive GN ‘ )
microorganismes
. . Utilisé pour les tests de
Milieu Mueller-Hinton MH o o
sensibilité aux antibiotiques

Les milieux de culture proviennent de laboratoire de Microbiologie de I’Université de
Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

La composition chimique de ces milieux est décrite dans I’annexe 1.
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1.4. Solutions et réactifs

- Eau distillé

- Violet de Gentiane

- Solution de Lugol

- Alcool

- Fuchsine

- Huile a immersion

- Eau physiologique

- Solution antifongique (Fungizone a 10%).
1.5. Appareillage

Tableau II : Les appareilles utilisés

Appareillage Source
Autoclave WEBECO. Allemagne
Bain Marie MEMMERT. Allemagne

Réfrigérateur ENIEM. Algérie

Vis-7220 G. Biotech Engineering.
Spectrophotometre
Management CO.LTD (UK)
Etuve (30 0C) BINDER. Allemagne
Etuve (37 °C) BINDER. Allemagne
Balance de précision KERN 770. Allemagne
Agitateur magnétique avec plaque chauffante GERHARDT. Allemagne

2. Méthodes
2.1. Repiquage et revivification des souches bactériennes
Les souches bactérienne utilisées sont sous forme congelées en culture pure a -4°C. En
premier lieu elles sont activées par un repiquage de quelques colonies dans 5 ml de milieu de
BHIB liquide et incubées a 37°C pendant 24h. Le deuxiéme repiquage est effectué¢ sur milieu
solide (gélose nutritive) la veille de la réalisation des tests antifongiques, 1’ensemble a été

incubé a 37°C pendant 18h pour avoir des cellules bactériennes a leur phase exponentielle de
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croissance. Avant leur utilisation, un examen microscopique est nécessaire pour identifier les
bactéries et contrdler leur état de développement.
2.2. Les caractéres morphologiques des souches bactériennes
2.2.1. L’aspect macroscopique des colonies
La détermination des caractéres macroscopiques, se fait a I’ceil nue. Les souches cultivées
pendant18h a 37°C sur GN nous permet de renseigner sur la couleur, la forme, la taille,
I’aspect, la consistance, 1’opacité et 1’odeur.
2.2.2. L’aspect microscopique des souches bactériennes
La coloration de Gram est la premicre étape de vérification de la pureté des souches
bactériennes, avant de commencer la coloration, un frottis doit étre préparé comme suit :
e Déposer sur une lame propre une goutte d’eau physiologique stérile
e Prélever un fragment de colonie a I’aide d’une anse a boucle
e Dissocier soigneusement la colonie dans la goutte d’eau, puis sécher et fixer le frottis
au-dessus de la flamme de bec benzéne sans trop chauffer (Leyral et Joffin, 2001).
Une fois refroidi, on entame la coloration de Gram :
e Recouvrir la lame de violet de Gentiane et laisser agir 1 minute.
e Rincer rapidement a I’eau de robinet et éliminer I’excés d’eau.
e Recouvrir la lame de Lugol et laisser agir 45 secondes.
e Rincer rapidement a I’eau de robinet et éliminer 1’exces d’eau.
e Recouvrir la lame de ’alcool pendant 30 secondes.
e Rincer rapidement a I’eau de robinet.
e Recouvrir la lame de la fuchsine pendant 1 minute.
¢ Rincer rapidement a I’eau de robinet.
e Sécher puis observer au microscope optique (objectif x 100 a immersion) (Singleton,
2005).
2.3. Repiquage des souches fongiques
A T’aide d’une anse de platine stérile, gratter, au bord de la colonie un fragment du
mycélium et le déposer au centre de la nouvelle boite de pétri contenant le milieu Sabouraud.
L’incubation des cultures est effectuée a 28°C pendant 4 a 5 jours.
2.4. Les caractéres morphologiques des souches fongiques
2.4.1. L’aspect macroscopique
Lors de I’analyse macroscopique des colonies obtenues apres culture des champignons

filamenteux, plusieurs aspects de I’appareil végétatif sont observés :

33

—
| —



CHAPITRE I MATERIEL ET METHODES

- L’aspect : duveteux, laineux, cotonneux, velouté, poudreux, granuleux ou glabre.
- Lerelief: plat, plissé ou cérébriforme.

- Lataille : petite, étendue ou envahissante.

- La couleur : blanche, créme ou colorée (verte, brune, orangge, grise...).

La présence d’un pigment diffusant dans la gélose ainsi que certains parametres tels que la
vitesse de la pousse des colonies et la température de développement peuvent étre des bons
indicateurs pour 1’identification de la moisissure.

2.4.2. L’aspect microscopique

Lors de l’analyse microscopique des colonies, plusieurs structures des champignons
filamenteux sont observées comme 1’appareil végétatif, les organes de fructification et les
spores.

e Observation microscopique a I’état frais
- On préleve un échantillon du mycélium dans la colonie, a 1’aide d’une anse de
platine stérile puis le déposer dans une goutte d’eau sur une lame en verre.
- On dilacere le fragment mycélien avec ’anse de platine pour le rendre moins
dense et mieux observable, sans autant I’abimer complétement.
- On recouvre la préparation par une lamelle et la faire passer ou dessus de la
flamme de bec benzeéne pour éliminer les bulles d’air formées.
- On passe a I’observation microscopique aux grossissements (x10) puis (x40).
2.5. Préparation de I’inoculum

Les tests antifongiques doivent €tre réalisés a partir des cultures jeunes, de 18 a 24h pour
les bactéries et de 4 a 5 jours pour les champignons. A partir de ces cultures fraiches, on
préléve quelques colonies que 1’on mélange avec de I’eau physiologique stérile.

2.5.1. Standardisation des suspensions fongiques

La standardisation des suspensions fongiques a 10’ UFC/ml, est réalisée a ’aide d’une
cellule malassez qui permet la détermination de nombre de spores contenus dans un volume
précis de 1’eau physiologique, les résultats de numérotation sont exprimés en concentration
cellulaire c'est-a-dire en nombre de cellules (spores) par millilitre. La numérotation cellulaire
est réalisée directement par comptage au microscope optique. On préléve 0,1 pl de la
suspension standardisée et on 1’¢tale a 1’aide d’un rateau stérile dans des boites de pétris
contenant le milieu Sabouraud puis les incubée a 28°C pendant 5 a 6 jours.

2.5.2. Standardisation des suspensions bactériennes
La standardisation des suspensions bactériennes est réalisée a 1’aide d’un

spectrophotométre a une longueur d’onde de 620 nm afin d’obtenir une densité optique entre
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0,08-0,1, I’équivalent de 10’ UFC/ml. A I’aide d’une pipette pasteur on préléve 20 pl de la
suspension standardisée et on I’étale dans des boites de pétris contenants le milieu MH puis
les incubées a 37°C pendant 18-24h.

2.6. L’étude de I’action antagoniste des bactéries vis-a-vis les champignons tests

L’action antagoniste des bactéries a été évaluée par deux tests. Le premier test réalisé in
vitro, est un test de confrontation directe et indirecte entre les bactéries et les champignons
tests. Le second test est réalisé in vivo sur les plantes de tomates.

2.6.1. Etude in vitro (Bezert et al., 1996)
2.6.1.1. Confrontation directe entre bactérie et champignon

Les tests de confrontation directe est réalisés dans des boites de pétris contenant le milieu
Sabouraud. Un disque de jeune culture mycélienne de 6 mm de diametre a été déposé au
centre de la boite de pétri entouré par trois disques de la culture bactérienne, la distance entre
les disques est de 2,5 cm.

Chaque bactérie a été testée sur les trois champignons, ainsi deux répétitions ont été
effectuées pour chaque bactérie/champignon. L’incubation est réalisée a 28°C, observée
quotidiennement pendant 10 jours.

Les témoins sont des monocultures réalisées pour chaque champignon. On a deux types des
témoins.

Le témoin négatif, dans lequel le champignon est ensemencé dans un milieu Sabouraud pur.

Le témoin positif, dans lequel le champignon est ensemencé dans un milieu Sabouraud
mélangé avec 5 ml d’antifongique (Fungizone a 10%).

L’action antagoniste des bactéries vis-a-vis les champignons tests a été évalués par le
pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne selon 1’équation suivante : (Idris et al.,
2007).

PI = [(Myp— M;) / My] x 100
PI: Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne
My : Mesure de la croissance mycélienne normale de champignon témoin
M; : Mesure de la croissance mycélienne influencée par la bactérie
2.6.1.2. Confrontation indirecte entre bactérie et champignon

Le champignon et la bactérie sont ensemencés dans une boite de pétri dans deux
compartiments différents.

Le disque de champignon a été déposé au centre de fond d’une boite de pétri contenant le

milieu Sabouraud, la suspension bactérienne standardisée a été étalée sur le couvercle de la
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boite de pétri contenant une fine couche du milieu MH. L’incubation est faite a 28°C pendant
10 jours et la lecture des résultats se fait comme décrit précédemment.

Les boites témoins sont ensemencées uniquement par le champignon.
On observe si la présence de la bactérie ralentit la croissance du champignon.

2.6.2. Testin vivo

Apres la sélection de la souche bactérienne antagoniste et la mise en évidence de son effet
inhibiteur sur le développement de champignon pathogeéne Botrytis cinerea (test in vitro). La
détermination de 1’efficacit¢ de 1’antagoniste contre ce champignon a été étudiée par la
réalisation des incisions sur les feuilles de tomate.

Le traitement a été appliqué sur des plantes de tomate d’environ 20 cm de hauteur qu’on a
repiqué dans des pots remplis de terreau, les pots ont été séparés en trois lots :
1% Iot : deux plantes comme témoins négatifs (sans traitement).
2°™ Jot : deux plantes ont été incisées & I’aide d’un bistouri stérile et contaminées par Botrytis
cinerea provenant d’une culture de cing jours (témoins positifs).
3™ Jot : a partir d’une culture bactérienne de 24h de la souche antagoniste, une suspension
bactérienne est préparée avec de I’eau physiologique et ajustée a 10’ CFU/ml. Deux nouvelles
plantes de tomate incisées et contaminées par Botrytis cinerea sont pulvérisées par la
suspension bactérienne standardisée a 1’aide d’une seringue.

Le suivi de la croissance des plantes a été effectué chaque semaine pendant 5 semaines

Figure 13 : Photos des témoins négatifs.
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Figure 14 : Photos des témoins positifs.

Figure 15 : Plantes contaminées par Botrytis cinerea et pulvérisées par la souche bactérienne.
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2.7. Analyse statistique

Une analyse statistique des données a été utilisée pour valoriser les résultats obtenus par
I’utilisation de logiciel Statistica version 7.1, en utilisant le test de la variance (ANOVA) a un

facteur.

S’il existe une différence significative, le test de ’ANOVA est suivi par le test de Newman

keuls afin d’établir les différents groupes homogenes.
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CHAPITRE II RESULTATS ET DISCUSSION

1. Résultats des criteres morphologiques des souches bactériennes
1.1. Aspect macroscopique
L’observation macroscopique des souches bactériennes apreés 24h sur le milieu GN, a

permis de révéler les différents aspects morphologiques (tableau III).

Tableau III : Résultats de I’examen macroscopique des souches bactériennes sur milieu GN a

37C° pendant 24h.

Bactérie Forme | Contour | Relief | Taille | Surface | Couleur Opacité
‘ Lisse ‘
Bacillus sp.1 Ronde | Régulier | Convexe | 2 mm Créme | Translucide
brillante
_ Lisse Blanc )
Bacillus sp.3 | Ronde | Régulier | Bombé | 1 mm Translucide

brillante | jaunatre

_ Lisse Blanc )
Bacillus sp.8 | Ronde | Irrégulier | Convexe | 4 mm ' . Translucide
brillante | jaunatre

Pseudomonas _ _ Lisse Vert
Irrégulier | Irrégulier | Convexe | 4 mm ) Opaque
sp seche diffuse
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Figure 16 : Aspect macroscopiques des souches bactériennes.

A : Bacillus sp.1, B : Bacillus sp.3, C : Bacillus sp.8, D : Pseudomonas sp.
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1.2. Aspect microscopique

Tableau IV : Résultats de la coloration de Gram des souches bactériennes.

Coloration de Gram
Souche
Forme Gram Agencement Aspect microscopique
Gros En chainette
Baci A ) Positif
acillus sp bacilles oSt En lettre V
Gros En chainette
Baci . ) Positif
acillus sp-3 bacilles oSt En lettre V
c r
- ! ) ﬁ‘éﬁ_ﬁ i :
Bacillus sp.8 Bacilles Positif Diplobacilles N -.f'".'_ .
* S | - J- - .
Vo L
|5 ‘-"" : ""I""I.f"‘L =
= 'E . 1 . -~ |
VM "‘.I" |.: -5 !;’ 4
r [ . - ’ of Y
Preudomonas | ¢ livacilles | Negatit | S0 |y~ AL 125 G -
sp Diplobacilles . b S =L
b L] -, = Ll 1-_‘_l
f‘ l.. . -
FIOAL b - '.; L SR
( ]
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2. Résultats des critéres morphologiques des souches fongiques
2.1. Aspects macroscopiques
2.1.1. Aspergillus niger
Les spores d’Aspergillus niger ont une couleur noiratre et les conidies sont globuleuses et

brunes (figure 17).

Figure 17 : Aspect macroscopique d’Aspergillus niger

2.1.2. Botrytis cinerea
L’aspect macroscopique de Botrytis cinerea est présenté par une colonie de couleur blanche

puis grise ayant un développement trés rapide sur toute la boite de pétri (figure 18).

Figure 18 : Aspect macroscopique de Botrytis cinerea.
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2.1.3. Penicillium sp
Les colonies de cette souche présentent une surface poudreuse blanche et un revers

incolore a jaunatre (figure 19).

Figure 19 : Aspect macroscopique de Penicillium sp.

2.2. Aspects microscopiques

2.2.1. Aspergillus niger
Aspergillus niger est formé des hyphes septés, haploides et ramifiés. Il est caractérisé par
un conidiophore possédant une extrémité renflée qui porte des phialides. Ces dernier sont plus

ou moins allongées, présentent plusieurs sites de bourgeonnement (figure 20).

Figure 20 : Aspect microscopique d’Aspergillus niger.
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2.2.2. Botrytis cinerea
Botrytis cinerea est formé de filaments mycéliens portants des conidiophores a

ramifications arborescentes chargés des conidies (figure 21).

Figure 21 : Aspect microscopique de Botrytis cinerea.

2.2.3. Penicillium sp
Penicillium sp présente des conidiophores ramifiés ressemblants a celle d’un pinceau. Les

phialides sont ampulliformes et les conidies sont sphériques (figure 22).
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3. Résultats de ’antagonisme in vitro

3.1.Résultats de I’antagonisme par confrontation directe en boite de pétri

Apres 10 jours de confrontation en culture mixte (directe), I’activité antifongique in vitro,

met en évidence une action inhibitrice des champignons phytopathogénes testés.

Les résultats de ce test ont montrés que la croissance mycélienne enregistrée chez les
témoins négatifs est nettement supérieure a celle des interactions bactérie / champignon et a

celle des témoins positifs.

Les taux d’inhibition de la croissance mycélienne varient selon les souches bactériennes,

les résultats sont illustrés par le Tableau (V) et les figures (23, 24, 25 et 26).

Tableau V : Taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne en confrontation directe avec

les bactéries antagonistes (moyenne + écart-type) (n=2).

Taux d’inhibition %
Souches
Aspergillus niger| Botrytis cinerea Penicillium sp
Bacillus sp.1 11,15+0,024 57,6+0,033 44,11+0,041
Bacillus sp.3 11,76+0,083 49,440,016 42,35+0,066
Bacillus sp.8 1,76+0,024 50+0,024 2,9+0,041
Pseudomonas sp 64,1+0,008 64,7+00 67,640,124

Les plus importants pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne des trois
champignons phytopathogénes ont été obtenus avec la souche pseudomonas sp et atteignent
les valeurs de 67,6% pour penicillium sp et 64% pour Aspergillus niger et Botrytis cinerea

(Tableau V).
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Les souches Bacillus sp.1 et Bacillus sp.3 présentent un pouvoir d’inhibition important vis-
a-vis deux champignons phytopathogénes, Botrytis cinerea et Penicillium sp, avec un taux
d’inhibition variant entre 42% et 57%, et un pouvoir d’inhibition faible d’environ 11% vis-a-

vis Aspergillus niger.

Cependant la souche Bacillus sp.8 inhibe seulement la croissance d’un seul champignon,

Botrytis cinerea, avec un taux d’inhibition de 50%.

Les plus faibles pourcentages d’inhibition ont été obtenus avec la souche Bacillus sp.8, qui
présente un pouvoir d’inhibition presque nul (1,76% a 2,9%) vis-a-vis Aspergillus niger et

Penicillium sp.

Certaine souches présentent une efficacité plus spécifique, par exemple la souche Bacillus
sp.8 provoque une inhibition plus importante de 50% sur la croissance de Botrytis cinerea et

une inhibition tres faible sur les deux autres champignons testés.

46

—
| —



CHAPITRE II RESULTATS ET DISCUSSION

Penicillium sp Penicillium sp Antagonisme de

Pseudomonas sp vis-a-vis

Témoin négatif Témoin positif Penicillium sp

Antagonisme de Bacillus Antagonisme de Bacillus Antagonisme de Bacillus
sp.1 vis-a-vis Penicillium sp.3 vis-a-vis Penicillium sp.8 vis-a-vis Penicillium
Sp sp Sp

Figure 23 : Résultats d’antagonisme direct des bactéries testées contre Penicillium sp.
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Botrytis cinerea Botrytis cinerea Antagonisme de

) ) ) o Pseudomonas sp vis-a-vis
Témoin négatif Témoin positif .
Botrytis cinerea

Antagonisme de Bacillus Antagonisme de Bacillus Antagonisme de Bacillus
sp.1 vis-a-vis Botrytis sp.3 vis-a-vis Botrytis sp.8 vis-a-vis Botrytis
cinerea cinerea cinerea

Figure 24 : Résultats d’antagonisme direct des bactéries testées contre Botrytis cinerea.
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Aspergillus niger Aspergillus niger Antagonisme de

Pseudomonas sp vis-a-vis

Témoin négatif Témoin positif Aspergillus niger

Antagonisme de Bacillus Antagonisme de Bacillus Antagonisme de Bacillus
sp.1 vis-a-vis Aspergillus sp.3 vis-a-vis Aspergillus sp.8 vis-a-vis Aspergillus
niger niger niger

Figure 25 : Resultats d’antagonisme directe des bactéries testées contre Aspergillus niger.
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Figure 26 : Diagramme représentant les pourcentages d’inhibition de la croissance

mycélienne en confrontation directe avec les bactéries antagonistes.

Le test d’antagonisme in vitro a permet d’estimer le potentiel inhibiteur des bactéries vis-a-
vis les trois souches fongiques phytopathogénes utilisés. Cette évaluation a révélé des

intensités inhibitrices variables selon la souche antagoniste (figure 26).

Les résultats obtenus montre que pour la souche antagoniste la plus performante,
Pseudomonas sp, la zone d’inhibition est tellement grande qu’il n’y a pas eu de contacte
physique avec le pathogéne (figure 23, 24 et 25), concluant que la bactérie produit des
métabolites antifongiques (Montealegre et al., 2003).

Les analyses de la variance révélent que D’effet antagoniste des souches bactériennes
présente des différences significatives (P = 0,01) (Annexe 2A). Le test complémentaire de

Newman keuls a classé les bactéries selon 1’effet antagoniste le plus élevé.

La différence entre les pourcentages d’inhibition des souches fongiques testées suggere que
le mode d’action et/ou le type des métabolites produit par les bactéries peut varier, mais aussi

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

Dans le présent travail, les résultats montrent que la souche Pseudomonas sp présente un

pouvoir antagoniste trés important (64%-67,6%) contre les trois souches fongiques utilisées,
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ces résultats sont proches a ceux de Etebarian et al. (2005) qui ont montrés que la souche
Pseudomonas fluorescens isole 1100-6 réduit la zone des colonies des isolats de Penicillium

sp avec un pourcentage d’inhibition de 78,5%.

Farhan et al. (2010) ont montés que les souches, Pseudomonas putida 2 et Pseudomonas
fluorescens 3 présentent un pouvoir d’inhibition de 94,6% vis-a-vis plusieurs especes de

Fusarium. Ces souches sont plus efficaces que notre souche Pseudomonas sp.

Contrairement a nos résultats, Amir (1991) a constaté que 4 souches de Pseudomonas
fluorescens ont montrées une aptitude faible ou nulle envers le champignon Fusarium

oxysporum.

L’action antagoniste de la souche Pseudomonas sp ne semble pas spécifique de 1’agent
pathogene, agissant sur presque tous les agents cryptogamiques testés. La variabilité¢ dans
I’expression de 1’activité antagoniste de cette souche suggere une diversité dans le mécanisme
impliqué dans le biocontrole. Nos résultats soulignent la possibilité d’un effet a large spectre

affectant des champignons appartenant a toutes les classes fongiques.

Les Pseudomonas, principalement 1’espéce Pseudomonas fluorescens, sont connues depuis
longtemps par leur aptitude a réduire 1’incidence des maladies racinaires, ainsi qu’a inhiber la

croissance d’un grand nombre d’agents phytopathogéne (Allair, 2005).

Les mécanismes responsables des effets bénéfiques de certaines souches de Pseudomonas
sp fluorescens reposent sur [’activité antagoniste qu’elles exercent a [’encontre des
microorganismes pathogenes inducteurs de maladies et de réductions de croissance chez les
plantes. Parmi les modes d’action antagoniste de ces souches, la compétition et 1’antibiose

(Lemanceau, 1992).

Ren et al. (2005) ont suggéré que la majorité des Pseudomonas fluorescens produisent des
sidérophores peptidiques complexes, qui sont des capteurs de fer trés efficaces. Ces bactéries
peuvent protéger et améliorer la croissance des plantes grace a la production de ces molécules
qui fixent efficacement le fer de I’environnement et le rende indisponible pour d’autres agents

colonisateurs du sol.

Rabhi (2011) est constaté que la forte activité antifongique exercée par les souches de
Pseudomonas fluorescens a 1’encontre de Fusarium oxysporum pourrait associée a

I’implication des sidérophores. La méme constatation est signalée par Albuvette et al. (1998)
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qui ont montré que la suppression de la croissance radiale de Fusarium oxysporum est induite

par une compétition du fer par les Pseudomonas sp.

La plupart des Pseudomonas sp. fluorescens dont 1’efficacité a été prouvée dans le
biocontrole des maladies des plantes, produisent un ou plusieurs antibiotiques autres que les
sidérophores. Parmi les composés antibiotiques secrétés par ces souches, cinq ont prouvés
leur efficacité dans le biocontrole des maladies racinaires : les phénazines, phloroglucinols,

pyolutéorine, pyrrolnitrine et les lipopeptides cycliques (Hass et Défago, 2005).

Les souches Bacillus (sp.1, sp.3 et sp.8) présentent une action antagoniste puissante contre
Botrytis cinerea avec un pourcentage d’inhibition allant de 49% a 57%, ces résultats sont
proches a ceux de Jemni et al. (2009) qu’ont montré que les deux souches de genre Bacillus
SB1 et SB2 présentent un effet inhibiteur de 50% sur la croissance de Botrytis cinerea. Sur la
méme idée Tour et al. (2004) ont trouvé que le taux d’inhibition de la croissance de Botrytis

cinerea par la souche Bacillus amyloliquefaciens était 70%.

Les pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne de Penicillium sp obtenus avec
les souches Bacillus sp.1 et sp.3 sont respectivement 44% et 42%, ces résultats sont proches a
ceux de Jemni et al. (2009) qu’ont obtenus avec la souche Bacillus (SB2) un pourcentage

d’inhibition de la croissance de Penicillium italicum estimé a 50%.

Les souches testées appartenant au genre Bacillus présentent un effet inhibiteur trés faible
de 1,76%-11,6% vis-a-vis Aspergillus niger, contrairement a nos résultats Jemni et al. (2009)
ont montré que les souches du genre Bacillus (SB1 et SB2) antagoniste d’Aspergillus niger
avec un pourcentage d’inhibition de 70%. A partir de ces résultats, on peut constater que

I’action antagoniste des bactéries du genre Bacillus testées dépend du I’agent pathogene.

Les Bacillus sp. ont été considérée comme des agents potentiels de lutte biologique grace a
leur forte production des spores, qui sont souvent résistantes a la dessiccation, a la chaleur,

aux UV, aux solvants organiques et a I’irradiation (Ling et al., 2007).

Alippi et Monaco (1994) ont démontré que plusieurs souches de Bacillus pouvant produire
des molécules antifongiques telles que subtiline, bacitracine, bacilline et bacillomycine qui

appartiennent a la famille des iturines.

Mari et al. (1996) ont signalé que les bactéries a Gram positif appartenant au genre

Bacillus étaient plus efficaces contre Botrytis cinerea. Cependant, dans le cas de notre étude
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les souches de Bacillus (sp.1, sp.3 et sp.8) ne sont pas montrées meilleures que la souche

Pseudomonas sp.

Les pseudomonas fluorescens et certaines espeéces de Bacillus jouent un role actif dans la
suppression des microorganismes phytopathogénes. Ces antagonistes bactériens renforcent la
suppression des agents pathogenes des plantes par la sécrétion des métabolites
extracellulaires, qui exercent un pouvoir inhibiteur a des faibles concentrations (Siddiqui,

2005).
3.2. Résultats de I’antagonisme par confrontation indirecte

Le compartimentage évite le contacte entre la gélose supportant la bactérie et la gélose sur
la quelle se trouve le champignon. On empéche ainsi la diffusion des substances dans le
milieu de culture. Seule une substance volatile produite par la bactérie pourra dans cet essai
provoquer une inhibition de la croissance du champignon. Les résultats obtenus dans cette

expérience sont présentés dans le tableau (VI) et les figures (27, 28, 29 et 30).

Tableau VI : Les taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne en confrontation indirecte

avec les souches antagonistes (moyenne =+ écart-type) (n=2).

Taux d’inhibition (%)
Souches
Aspergillus niger| Botrytis cinerea Penicillium sp
Bacillus sp.1 31,17+0,108 10000 10000
Bacillus sp.3 40,59+0,091 10000 10000
Bacillus sp.8 100+00 100+00 00+00
Pseudomonas sp 25,29+0,024 52,94+00 37,05+£0,074

D’aprés les résultats obtenus, on constate que malgré I’absence d’un contact directe entre
les champignons testés et les souches bactériennes, certaines de ces derniéres ont pu exercer

une activité¢ inhibitrice sur le développement des colonies des champignons. Ceci
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s’expliquerait par la capacité de ces antagonistes a produire des substances volatiles qui sont

capables de limiter et méme de stopper la croissance des champignons.

Penicillium sp Penicillium sp Antagonisme de

Pseudomonas sp vis-a-vis

Témoin négatif Témoin positif Penicillium sp

Antagonisme de Antagonisme de Antagonisme de
Bacillus sp.1 vis-a-vis Bacillus sp.3 vis-a-vis Bacillus sp.8 vis-a-vis
Penicillium sp Penicillium sp Penicillium sp

Figure 27 : Résultats d’antagonisme indirect des bactéries testées contre Penicillium sp.
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Botrytis cinerea Botrytis cinerea Antagonisme de

Pseudomonas sp vis-a-vis

Témoin négatif Témoin positif Botrytis cinerea

Antagonisme de Antagonisme de Antagonisme de
Bacillus sp.1 vis-a-vis Bacillus sp.3 vis-a-vis Bacillus sp.8 vis-a-vis
Botrytis cinerea Botrytis cinerea Botrytis cinerea

Figure 28 : Résultats d’antagonisme indirect des bactéries testées contre Botrytis cinerea.
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Aspergillus niger Aspergillus niger Antagonisme de
Pseudomonas sp vis-a-vis

Témoin négatif Témoin positif Aspergillus niger

Antagonisme de Antagonisme de Antagonisme de
Bacillus sp.1 vis-a-vis Bacillus sp.3 vis-a-vis Bacillus sp.8 vis-a-vis
Aspergillus niger Aspergillus niger Aspergillus niger

Figure 29 : Résultats d’antagonisme indirect des bactéries testées contre Aspergillus niger.
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Figure 30 : Diagramme représentant les pourcentages d’inhibition de la croissance

mycélienne en confrontation indirecte avec les souches antagonistes.

Le test statistique ANOVA a montré que I’effet antagoniste des substances volatiles
produites par les souches bactériennes envers les champignons utilisés présente une différence
significative (P = 0,001) (Annexe 2B). Le test complémentaire de Newman keuls a classé les

bactéries selon 1’effet antagoniste le plus élevé.

Les tests indirects ont révélé que toutes les souches testées présentent un effet antagoniste
contre les trois champignons phytopathogénes utilisés a 1’exception de Bacillus sp.8 qui ne

présente aucune activité antifongique contre Penicillium sp.

Moore-Landecker et Stotzky (1972) ont montré que certaines bactéries produisent des
substances antibiotiques volatiles qui inhibent fortement la croissance et la sporulation de

plusieurs champignons phytopathogénes.

Les Bacillus utilisées dans notre étude se sont révélés capable d’inhiber complétement
(100%) la croissance de certaines souches fongique, ceci dans le cas de Bacillus sp.1 et

Bacillus sp.3 contre Penicillium sp et Botrytis cinerea, et Bacillus sp.8 contre Aspergillus
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niger et Botrytis cinerea. Ces résultats rejoignent ceux de Zheng et al. (2013), signalant que
les composés volatiles antifongiques, 2-nonanone, B-benzeneethanamine et 2-decanone
produits par les souches Bacillus pumilus et Bacillus thuringiensis inhibent complétement la

croissance de Colletotrichum gloeosporioides.

Chaves-Lopez et al. (2015) ont signalé que les souches Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens et Bacillus cereus sont les meilleurs producteurs des substances volatiles

antifongiques.

Contrairement aux résultats de confrontation directe, les souches du genre Bacillus exercent
un effet inhibiteur plus important sur la croissance des trois souches fongiques. Dans le méme
ordre d’idées Hmouni et al. (1999) avait rapporté que certaines bactéries sont plus actives via

la libération des substances volatiles que diffusible et vis versa.

Les pourcentages d’inhibition de la souche Pseudomonas sp varient entre 25 a 52%, ceci
montre que 1’action des composés volatiles sur la croissance des champignons utilisés est
moins importante que lors de la confrontation directe. Des résultats analogues ont été obtenus
par Tripathi et Johri (2002) qui ont constaté que les composés volatiles antifongiques
produits par des Pseudomonas fluorescens ayant un pouvoir antifongique moins important

que leurs produits diffusibles.
4. Résultats d’antagonisme in vivo

Le suivi de la croissance des plantes, a montré la capacité de Pseudomonas sp a stimuler la

croissance et protéger la plante des pourritures occasionnée par Botrytis cinerea.

Les résultats de test in vivo sont représentés dans le tableau (VII) et les figures (31, 32, 33,

34 et 35).
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4.1. Stimulation de la croissance des plantes

Tableau VII : Résultats de 1’estimation de la hauteur des plantes de tomate.

La hauteur des plantes de tomate (cm) en fonction du temps (moyenne
de 2 essais + I’écart-type)
Plantes
T=0 T= une semaine T=2 semaines T= 3 semaines
Témoins négatifs 19,5400 23+0,57 26+0,42 33+2,12
Plantes traitées par
Pseudomonas sp et 20,1+00 28+0,99 31+0,14 37+1,41
Botrytis cinerea
Témoins positifs 20400 22+0,28 24+0,14 28+1,55
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Figure 31 : Effet de la batérisation sur la croissance des plantes de tomate apres 3 semaines.
A : Plante de tomate traitée avec Pseudomonas sp et Botrytis cinerea.
B : plante non traité (t¢émoin négatif).
C : plante traitée par Botrytis cinerea.

Apres 3 semaines de pulvérisation des plantes de tomate par la suspension bactérienne, les
plantes atteignent environ 37 cm dans les lots traités par la souche Pseudomonas sp et Botrytis
cinerea versus 33 cm dans les lots des témoins négatifs (plante non traité) et 28 cm dans les

lots des témoins positifs (traité seulement par Botrytis cinerea) (tableau VII et figure 31).

L’induction de la stimulation de la croissance des plantes traitée par la suspension
bactérienne a été plus marquante, en comparaison avec le témoin non traité. Alors que dans le
cas des plantes traitées seulement par la souche fongique, on observe un ralentissement de la

croissance.
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4.2. Pouvoir pathogéne de Botrytis cinerea

Le champignon Botrytis cinerea ralenti la croissance et engendre de nombreux dommages
aux plantes aprés 3 semaines de I’inoculation. En poursuivant ’expérience pendant 5
semaines, les plantes inoculées par la souche fongique présentent un état de maladie bien

développée. Alors que les plantes traitées par I’antagoniste et le pathogéne ne montrent aucun

signe et ces plantes sont plus grandes que le témoin non bactéries (figure 32).

Figure 32 : Effet de la batérisation sur la croissance des plantes de tomate aprés 5 semaines.
A : Plante traitée avec Pseudomonas sp et Botrytis cinerea.
B : Plante non traitée (témoin négatif).
C : Plante traitée par Botrytis cinerea.
4.3. Antagonisme in vivo : inhibition de Botrytis cinerea

L’application de foliaire de la souche pseudomonas sp sur les plantes infestées par Botrytis

cinerea a montr¢ la stabilité des symptomes de la maladie (figure 33).

L’effet in vitro été confirmé par le test in vivo, En effet I’application foliaire de la souche
Pseudomonas sp sur les plantes de tomate en présence du pathogene Botrytis cinerea a aboutit

a la réduction des symptdmes de la maladie.
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Figure 33 : Plante de tomate traitée par 1’antagoniste et le pathogene.

Les plantes non traitées n’ont montrées aucun signe de maladie (figure 34).

Figure 34 : Plante de tomate non traitée (témoin négatif).
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Par contre le résultat de 1’application foliaire de Botrytis cinerea a révélé 1’apparition des

symptomes sur les feuilles de la plante (figure 35).

Figure 35 : Plante de tomate traitée par le pathogene Botrytis cinerea.

La souche bactérienne testée dans notre étude a un effet positif sur la promotion de la
croissance et la protection de plante de tomate. En effet la souche Pseudomonas sp appliquée
sur la plante infestée par 1’agent pathogene, assure un meilleur effet sur la croissance de la

plante et la diminution de la gravité de la maladie causée par Botrytis cinerea.

Des résultats analogues ont été obtenus par Mezaache (2012) qui a démontré que les
Pseudomonas sp (les isolats 2 et 5) appliqués aux tubercules de pomme de terre, diminuaient
considérablement 1’incidence de la maladie due a Fusarium oxysporum et stimulaient
I’augmentation de la croissance des plantes par rapport au témoin non traité. De méme
Boukerma (2012) a signalé que ’application des Pseudomonas sp. fluorescens assure une

bioprotection significative des plantes de tomate vis-a-vis de la fusariose vasculaire.

De nombreux travaux montrent que certaines souches de rhizobactéries appartenant au
genre Pseudomonas ont un effet positif sur la croissance des plantes et sur leur protection vis-
a-vis des agents pathogenes du sol (Digat, 1988). Deux types de mécanismes responsables de
ces effets bénéfiques. L’un concerne la modification des équilibres microbiens au niveau de la
rhizosphére, 1’autre la modification du métabolisme et de la physiologie de la plante

(Lemanceau, 1992).
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CHAPITRE II RESULTATS ET DISCUSSION

La plus part des Pseudomonas produisent des antifongiques tels que des phénazines, la
pyolutéorine, la pyrrolnitrine et le DPAG (2,4-diacetylphloroglucinol) qui sont les
antifongiques les plus fréquemment détectés (Hass et Défago, 2005). Ces bactéries sont
¢galement capables de stimuler la croissance des plantes par la synthése des phytohormones

ou bien par ’augmentation de la disponibilité des nutriments dans le sol (Couillerot, 2009).

Le test in vivo montre que la pulvérisation de la suspension de Pseudomonas sp sur la
plante de tomate a engendré des gains notables, en phytostimulation et en bioprotection par

I’augmentation de la taille des plantes et la réduction de I’effet pathogene de Botrytis cinerea.
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Certaines bactéries bénéfiques de la rhizosphére contribuent a la réduction des maladies des
plantes, en stimulant les défenses naturelles chez 1’hdte et/ou en assurant le biocontrdle

directe des bioagresseurs.

L’¢étude in vitro de D’activité antifongique des souches bactériennes vis-a-vis les trois
champignons phytopathogénes a révélé que toutes les bactéries possédent une activité
antifongique ou moins sur un seul champignon. En effet, les essais de confrontation entre ces
mycetes et les souches bactériennes, que ce soit d’une fagon directe sur milieu de culture ou
bien a distance, ont révélés une inhibition de la croissance mycélienne des champignons

testés.

Les activités antagonistes enregistrées dans les tests de confrontation directe entre les
bactéries et les souches fongiques peuvent étre attribuées au processus de synthése des
substances diffusibles inhibitrices de la croissance mycélienne (sidérophores, antibiotiques ou

enzymes hydrolytiques).

Dans le cas de confrontation indirecte, malgré 1’absence d’un contact direct entre les
pathogenes et les souches antagonistes, une réduction des diamétres des colonies des mycetes
est observée par rapport aux témoins négatifs. Cela prouve que les souches bactériennes
utilisées sécrétent des substances volatiles qui sont capables de stopper a distance le

développement des souches fongiques.

Les tests in vivo montrent que 1’application de la souche Pseudomonas sp sur les plantes de
tomate retarde 1’apparition et 1’évolution des symptomes et réduit intensément la cinétique
d’évolution de la maladie causée par Botrytis cinerea, comme elle présente aussi

biostimulation remarquable en phytomasse aérienne.

L’application de Pseudomonas sp comme agent de biocontrdle et stimulateur de la
croissance chez les plantes de tomate a engendré des gains notables en phytostimulation et en

bioprotection par rapport aux témoins sains et malades.
Au terme de ce travail, divers aspects semblent importants a réaliser :

- Identifier les souches : Bacillus sp.l, Bacillus sp.3, Bacillus sp.8 et Pseudomonas sp

par la caractérisation phénotypique et phylogénétique.
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- Déterminer les mécanismes d’action directe ou indirecte des souches bactériennes,
impliqués dans leur potentiel antagoniste a I’égard des trois champignons testés ainsi
que d’autres bioagresseurs des cultures.

- Identifier les métabolites actifs pouvant servir a 1’¢laboration des biopesticides.

- Tester les souches en plein champ pour déterminer les modalités de leur utilisation a

grande échelle sous I’effet des pratiques culturales.
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ANNEXES

Annexe 1
Composition des solutions et des milieux de culture utilisés.

% Gélose nutritive (composition en g/l)

Extrait de viande..................cooeiin. lg.
Extraitde levure.................coooiiiine, 2g.
Peptone.......covviiiiiii S5g.
Chlorure de sodium..................cooeenvenn. Sg.
AGar. . i, 15g
Eaudistillé................oo 1000ml
pH=17,4

% Milieu SABOURAUD
Peptone........coooviiiiiiiiiiii 10g
N . | 20g
GlucoSe.....vviiiicii e, 20g
Eaudistillé.............oooiii, 1000ml.
pH=7

% Gélose Mueller Hinton (composition en g/l)
Extraitde viande........................oee 3g.
Amidon.........ooooiiiiiii 1,5¢
Hydrolysat acide de caséine............... 17,5¢
AGaT. . i 18¢g
Eaudistillé................o.ol, 1000ml
pH=7,4

% Milieux Brain Heart Infusion Broth
Protéose-peptone.........cccovviviiiiiiininnn.. 10g.
Infusion de cervelle de veau................ 12,5g.
Infusion de coeur de beeuf....................... S5¢g
GIUCOSE. ... 2g
Chlorure de sodium..................coeennenne. S5g
Hydrogénophosphate de sodium.............. 2,5¢.
pH=74.

% Eau physiologique stérile (composition g/l)
Chlorure de sodium (NaCl).................... 9g.
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Eaudistillé................coooiiiii.. 1000ml.
pH=7.
Stérilisation a 120C° pendant 15min.
Annexe 2
Résultats des tests statistiques
A) Table de PANOVA et Newman keuls pour les résultats de I’antagonisme

bactérien par confrontation directe

Tests Univanés de Significativité pour Var3 pourgentage (Feuille thizir)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de 'hypothése

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine [23477 16] 1] 2347716/ 63,71594| 0,000000
Var2 bac 5158 54 6| 1359.76 3.69032 0.015626 e
Erreur 6263,92 17 368.47 e

Test de Newman-Keuls ; variable Var3 pourgentage (Feuille thiziri)
Groupes Homogénes, alpha = 05000
Erreur - MC Inter = 366,47, dl = 17,000

Var2 bac War3 1
pourgentage
Cellule M* Moyenne
[ bacillus 8 2.,94000 =

bacillus 1 25,28500 | w=
bacillusg 25,88000 ===
bacillus3 3244000 ===
bacillus 3 42 35500 ==
bacillus1 43,81250 ) ==
pseudo| 6548167

L | Pl [y | L | e | =

B) Table de PANOVA et Newman keuls pour les résultats de I’antagonisme

bactérien par confrontation indirecte

Tests Univariés de Significativité pour Var3 pourgentage (Feuille thizir)
FParamétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de Ihypothése

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord.origineIBETBB,BE_ 1| BA738,96 1432273 0,000000

Var2 bac 2171372 6| 3618.95 6.0455 00015490
Erreur 10176.57 17 598,62 ]
|
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Groupes Homogénes, alpha = 05000
Erreur : MC Inter = 598,62, dl = 17,000
Var2 bac WVar3
pourgentage

Cellule N* Moyenne

i [ bacillus & 0,0000

5 pseudo| 36,4300

1 bacillus 1 61,7650

3 bacillus3 70,2950

2 bacillus1 84,7050

b bacillus 3 100,0000

4 bacillus3 100,0000

Test de Newman-Keuls ; variable Var3 pourgentage (Feuille thiziri)




RESUME

La lutte biologique par I’utilisation des rhizobactéries promotrices de la croissance des
plantes (PGPR) peut étre un outil promoteur pour I’amélioration de la production végétale et

la gestion intégrée des champignons parasites des cultures.

L’objectif de ce travail consiste a mettre en évidence 1’effet antagoniste de certaines
bactéries rhizospheriques de genres Bacillus et Pseudomonas vis-a-vis trois champignons
phytopathogénes (Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Penicillium sp). A cet effet, les essais
préliminaires d’antagonisme in vitro ont montrés que les souches bactériennes utilisées
exercent un pouvoir inhibiteur appréciables et variables sur la croissance mycélienne des
champignons par la sécrétion des composés diffusibles (antibiotiques, sidérophores, enzymes

hydrolytiques...) et des composés volatiles.

Les tests in vivo ont été réalisés sur les plantes de tomate infestées par Botrytis cinerea. La
batérisation des plantes de tomate par la souche Pseudomonas sp a montrée un ralentissement
de I’évolution et de développement de la maladie causée par le champignon pathogene. En
plus de cet effet de biocontrole, I’application de Pseudomonas sp a engendrée des situations
de phytostimulation et une nette amélioration des aspects physiologique et biochimiques (gain

dans la biomasse, chlorophylle totale)

L’application de pseudomonas sp induit une tolérance chez les plantes de tomate vis-a-vis
Botrytis cinerea en stimulant la croissance de la plante et en agissant par antagonisme directe

sur le parasite.

Mots clés : Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes, Effets antagonistes,

Composés diffusibles, Composés volatiles, Biocontrole, Phytostimulation.



ABSTRACT

Biological control through the use of rhizobacteria promoters of plant growth (PGPR) can
be a promoter tool for improving crop production and integrated management of parasitic

fungi of crops.

The aim of this work is to demonstrate the antagonistic effect of certain rhizospheric
bacteria of the genus Bacillus and Pseudomonas against three phytopathogenic fungi
(Aspergillus niger, Botrytis cinerea and Penicillium sp). For this purpose, tests preliminary in
vitro antagonism have shown that the bacterial strains used exert an appreciable and variable
inhibitory power on the mycelia growth of fungi by the secretion of diffusible compounds

(antibiotic, siderophores, hydrolytic enzymes, ets.) and compounds volatiles.

In vivo test were carried out on tomato plants infested with Botrytis cinerea. The beating of
the tomato plants by the strain Pseudomonas sp showed a slowing of the evolution and
development of the disease caused by pathogenic fungus. In addition to this biocontrol effect,
the application of Pseudomonas sp led to phytostimulation situations and a marked
improvement in the physiological and biochemical aspects (gain in biomass, total

chlorophyll).

The application of Pseudomonas sp induces a tolerance in tomato plants against Botrytis

cinerea by stimulating the growth of the plant and acting by direct antagonism to the parasite.

Key words: Rhizobacteria promoters of plant growth, Antagonist effects, Diffusible

compounds, Compounds volatiles, Biocontrol, Phytostimulation.
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