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Introduction

La production agricole mondiale a connu une augmentation importante sur les plans

quantitatifs, qualitatifs et diversification des produits, afin de subvenir aux besoins alimentaires
d'une population humaine sans cesse croissante (FAQO, 2010). L'intensification des systemes de
production par la mécanisation, l'utilisation des intrants chimiques sous forme de fertilisants et
pesticides et I'utilisation des génotypes performants exigeants davantage d'intrants, sont a la base
de l'amélioration des rendements des cultures. Néanmoins, les effets négatifs des produits
chimiques de synthése sur l'environnement (Elmholt, 1991), sur la biodiversité¢ (Giller et al.,
1997) et sur la sant¢ humaine (Huang et al., 2005) ainsi que le développement des résistances
chez les agents pathogénes (Ishii, 2006) ont motivé la communauté scientifique a chercher
d'autres alternatives aux intrants chimiques afin d'assurer la durabilit¢ de l'agriculture en

augmentant sa rentabilité et en sauvegardant les ressources naturelles aux générations futures.

Les maladies parasitaires des plantes sont causées par l'action d'agents pathogenes (virus,
bactéries, champignons, protozoaires, les phanérogames parasites, etc....). Ces parasites sont
généralement infectieux car ils envahissent I'hote et s'y multiplient et sont contagieux, par leur

transmission d'une plante infectée a une plante saine (Lepoivre, 2003).

Choudhary et al. (2009) considérent que le controle biologique des maladies par
l'introduction de micro-organismes bénéfiques dans la rhizosphére peut €tre une solution de
rechange ou complémentaire a l'utilisation des produits chimiques de synthese., globalement,
I’effet protecteur conféré par ces agents de lutte biologique est basé sur la compétition pour les
nutriments essentiels, sur I’activité antagoniste vis-a-vis de la croissance des pathogénes via la
production d’antibiotiques ou d’enzymes et /ou sur leur capacité a stimuler des systémes de

défense chez 1’hote végétal.

L’antagonisme microbien, lié a la production de métabolites ayant des propriétés
antibiotiques, est également un mécanisme par lequel les bactéries rhizosphérique proteégent les

plantes contre les microorganismes phytopathogénes (Mazurier et al., 2009 ; Van Loon, 2007).

La résistance systémique peut étre induite par des microorganismes variés, des bactéries
a Gram positif comme Bacillus pumilus, ou des bactéries a Gram négatif appartenant au genre
Pseudomonas (fluorescens, putida, aeruginosa), et aux entérobactéries comme Serratia

(marcesens, plymuthica) (Jourdan et al., 2008).
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Par ailleurs, de nombreuses bactéries sont capables d’améliorer la santé¢ des plantes en
limitant la croissance saprophyte des microorganismes phytopathogenes. Certaines sont utilisées
en agriculture comme agents de lutte biologique (Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; Whipps,
2001).

L’objectif de ce travail est d’apporter un plus dans la lutte biologique par la mise en
évidence de bactéries bénéfiques pour les plantes. En évaluant leurs effets sur la croissance des

agents pathogenes.

Ce document comporte :

1) Une étude bibliographique qui s’attache a définir et présenter :

- Les pathologies des cultures (les pathogeénes fongiques et pathogeénes bactériens).

2) Une étude bibliographique qui s’attache a définir et présenter :

- Généralité et définition sur la lutte biologique et leurs objectifs

- Utilisation des microorganismes telluriques (rhizosphérique)

- Les bactéries du genre Pseudomonas et Serratia et leurs effets sur les phytopathogénes

3) Une méthodologie (Matériel & méthodes) relative a la microbiologie, la physiologie et
a la biochimie des agents antagonistes et les agents pathogénes (bactéries et champignons), aux

différents tests caractéristiques, a I’étude de I’interaction antibactériennes et antifongiques.

4) Une présentation des résultats obtenus divisés en quatre parties. La premicre expose
les caractéristiques microbiologiques, physiologiques et biochimiques pour 1’identification des
souches bactériennes (antagonistes et pathogenes) isolées. Dans la deuxiéme partie sont
rapportés les différents résultats de test de confrontation, la recherche de [D’activité
antibactérienne. La troisiéme partie est consacrée a la présentation des résultats des tests
macroscopiques et microscopique pour l’identification des souches fongiques. La quatriéme

partie est consacrée a la présentation des résultats relatifs a 1’étude de 1’activité antifongique.

4) Enfin, la derniere partie permet de conclure sur les différents points abordés, tant d’un

point de vue microbiologique et biochimique que d’un point de vue lutte biologique.
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Chapitre I Revue bibliographique

I. Pathologies des cultures :

I.1. Les champignons phytopathogénes

Les maladies dites fongiques (causées par les champignons) sont les plus fréquentes, une
infection fongique est souvent causée par des spores qui y ont germé puis ont pénétré les tissus de
la plante par le biais des stomates, des blessures ou parfois méme directement a travers la peau de
la plante. Les filaments mycéliens se développent dans les tissus, en tirent les ¢léments nutritifs et

ils y exsudent des substances toxiques pour la plante (Naika et al., 2005).
I.1.1. Fusarium sp :

Décrit par Link en 1809 (Booth, 1984), le genre Fusarium est bien connu pour son role
important en phytopathologie, ce dernier regroupe un grand nombre d'espeéces (Messiaen et
Cassini, 1968) présentant mie spécificité parasitaire pour une large gamme de plantes hotes
(Ozenda, 1990) et responsables des maladies connues sous le terme de fusarioses telles que le

flétrissement vasculaire ou la pourriture racinaire et du collet (Lepoivre, 2003).

Bien que la forme parfaite de certains d'entre eux est connue et lui permettant de faire
partie de la division des Ascomycota (Leslie et Summerell, 2006), la forme imparfaite existe
encore pour d'autres. Ces derniers appartiennent a la division des Deuteromycota, classe des

Hyphomycétes, ordre des Tuberculariales, famille des Tuberallariacées (Lepoivre, 2003).

Ainsi, la classification originelle des Fusarium est comme pour tous les champignons,
basée essentiellement sur les criteres morphologiques (pigmentation, aspect du mycélium,

présence ou absence des spores, taille, forme, nombre de cloisons, ...) (Bouhot, 1981).

Le Fusarium se multiplie par voie végétative ou par I’intermédiaire de spores asexuées.
Cette forme imparfaite (anamorphe) est caractérisée par un mycélium septé et ramifié¢ (Belabid,
2003). Le Fusarium produit trois types de spores des microconidies unicellulaires ou bicellulaires
arrondies ou ellipsoidales, des macroconidies pluricellulaires en forme de croissant et des
chlamydospores arrondies d’une ou deux cellules, entourées d’une paroi €paisse plus ou moins
pigmentée, en position terminale ou intercalaire des hyphes mycéliens, représentant ainsi les
spores de résistance du champignon (Nelson ez al., 1983 ; Booth, 1971 ; Llorens et al., 2006). La
présence ou 1’absence de macro et microconidies, de chlamydospores ainsi que la couleur et la
forme de Fusarium sont les caractéres de classification utilisés couramment pour 1’identification

des especes du genre Fusarium (Nasraoui, 2000).
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Chapitre I Revue bibliographique

Les espéces de Fusarium provoquent des maladies qui entralnent des pertes

économiquement importantes comme le flétrissement vasculaire ou la pourriture racinaire et du

collet chez des plantes cultivées aux champs et en serres (Fravel et al., 2003).

L’espece Fusarium oxysporum peut infecter un grand nombre de plantes, souvent de
fagon tres spécifique. Plus de 120 formes spéciales et races ont été ainsi identifiées, basées sur leur
spécificit¢ d’hotes (O'Donnell et al., 2015), parmi lesquelles les formes spéciales albedinis,
lycopersici et ciceris qui sont responsables, respectivement, de la fusariose vasculaire du palmier
dattier, de la tomate et du pois chiche (Benzohra et al., 2015 ; El Komy et al., 2015 ; Jiménez-
Diaz et al., 2015).

Ce champignon dévastateur est avant tout inféodé au systéme racinaire de la plante de
tomate, sur lequel il provoque, dans un premier temps, de nombreuses l€sions brun rougeatres
humides, évoluant rapidement en pourriture suivit d'un développement d'un chancre brun sur seul
coté de la tige et du collet en forme d'une flamme (figure 1). Suit a ces altérations, des symptomes
de flétrissements et de jaunissement apparaissent a la périphérie du limbe des vieilles feuilles,
suivit de la nécrose des pétioles et de la chute des feuilles. Certaines plantes affectées précocement

voient leur croissance réduite (Blancard, 1997).

Figure.1 : Les symptomes de la pourriture racinaire de la plante de tomate (Fusarium
crown and root rot), (a) Chancre brun en forme de flamme se développant sur un seul c6té du
collet et de la tige, (b)Systéme racinaire réduit, brun et pourri, vaisseaux brun chocolat dans les
parties basses de la tige, (c)Brunissement des racines, de leur cylindre central et des vaisseaux

situés au niveau du pivot et du collet malades (Blancard, 2013).

Page 5



Chapitre I Revue bibliographique

Figure. 2 : Aspect microscopique de Fusarium oxysporum sp (Abdelkader, 2012)

Fusarium roseum est un agent pathogene des plantes qui a besoin d'au moins 24 heures
on température maintenue au-dessus de 18° C a infecter I'hote (Booth ,1997) Sur certains milieux
de culture, Fusarium roseum devient rouge ; il secreéte des substances ou bien des colorants, qui

n'est pas commun chez toutes les especes de Fusarium (Kendall, 2008).

Fusarium roseum pousse bien sur la gélose de pomme de terre (PDA) avec une vitesse
de croissance importante en donnant des colonies de couleurs allant du blanc vers le rose. Il est
capable de produire des macroconidies et des microconidies (figure 4), environ 4 par 14um
(Deshpande et Koppikar, 1999). La fonte des semis (figure 3) est causée par plusieurs
organismes parmi eux Fusarium roseum. Bien des plantules ne Iévent pas ou lévent, mais
paraissent jaunes et comportent de la pourriture brune ou brun-rouge a la base de leur tige

(Maaro, 2009).

Figure. 4 : Fusarium roseum Détail de
spores asexuées (conidies), pluricellulaires
observées au microscope optique
(Bouneghou, 2011)

Figure. 3 : Progression de la pourriture
des semences (Bouneghou, 2011)
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1.1.2. Alternaria sp :

Les Alternaria sont des champignons fréquents dans notre environnement. Ils
appartiennent aux moisissures atmosphériques. Ils peuvent étre isolés de végétaux tres divers.
Alternaria comprend pres de 275 espéces (Simmons, 2007) avec des modes de vie saprophytes et
phytopathogeénes qui peuvent affecter les cultures sur champ ou les produits végétaux pendant la
récolte et post-récolte (Logrieco et al., 2009). Autant que parasites de faiblesse, les Alternaria
sont capables de mener une existence saprophytique pendant des périodes plus ou moins longues.
Certains, tels qu'd. chartarum, A. consortiale, A. tenuis, etc., ont un habitat le plus souvent
saprophytique et se rencontrent couramment sur des débris organiques ou les végétaux morts.
Quelques espéces, comme A4. solani, A. dauci et ses formes, A. linicola, A. zinniae, etc., vivent au
contraire a I'état de parasites sur des plantes encore apparemment vigoureuses (Messiaen et al.,
1991). Ce sont des champignons mésophiles, leurs activités prédominantes disparaissent lorsque la

température s'¢léve (Botton et al., 1990).

Les membres du genre Alternaria possédent des conidies septées avec cloisons
transversales et longitudinales (figure 6), les cellules sont multi nucléées (pluricellulaires) de
couleur foncée généralement piriformes ou ovotides de tailles variables selon les especes (Rotem,
1994). Elles possédent un pigment de type mélanine qui leur servent de protection contre des
conditions environnementales défavorables, y compris la résistance aux microbes et enzymes
hydrolytiques (Rotem, 1994). Les champignons du genre Alternaria sont des Deuteromycetes.
Cette classe renferme tous les champignons a mycélium cloisonné dont la forme de reproduction
est généralement inconnue mais posseédent un mode de multiplication asexuée, par conidies (Ellis,

1971 ; Simmons, 1986 ; Erikson et Hawksworth, 1991).

Alternaria alternata est un champignon filamenteux cosmopolite ubiquiste communément
isolé a partir de plantes, de sols, de nourriture corrompue ainsi que de I’air ambiant des habitations

(Criquet et al.,2008).
Cette espece a été isolée de substrats et habitats divers, entre autres :

-audiovisuel ; bois ; caoutchouc ; matiéres synthétiques ; papier ; plantes ; produits

alimentaires (fruits, légumes, céréales, noix...) ; sol ; textile (coton, jute, laine).
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Alternaria alternata est également trés fréquent. Sa croissance a été mise en évidence sur

de nombreux substrats. Plus de 50 % des prélévements de poussicres de matelas de logements

humides en contiennent (Botton ez al, 1990)

L'alternariose Provoquée par Alternaria alternata ; La maladie (figure 5) provoque
surtout des dégats en climat continental, chaud et sec, mais est accentuée en culture irriguée.
L'alternariose est favorisée par la sénescence des plantes et des conditions climatiques bien

précises :
* température €levée (20-25°C) et rosée pendant la nuit pour permettre l'infection,

e alternance de périodes humides et ensoleillées pour la formation des conidies et la
sporulation. La dispersion des spores est assurée par le vent et les éclaboussures de pluie (Kwon-

Chung et Bennett. 1992).

Figure. 5: (A) Alternaria alternata sur feuilles (B) Alternaria alternata sur tubercule

(Bouneghou, 2011)

Figure. 6 : Spores d’Alternaria alternata (Criquet et al.,2008)
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1.1.3. Aspergillus sp :

Les Aspergillus sont fréquents dans la nature. Ils vivent en saprophytes dans le sol Mais
aussi a sa surface et sur les végétaux. A la faveur de courants d'air, les spores d'Aspergillus sont
véhiculées et peuvent se déposer sur des substrats divers. On peut isoler des Aspergillus a
l'extérieur dans I'atmosphére, mais aussi a l'intérieur des habitations, sur les vétements
(Vaubourdolle, 2007). Les champignons du genre Aspergillus ont été décrits pour la premiere
fois en 1729. Ce sont des champignons saprophytes, c'est-a-dire qui tirent leur nourriture de
substances organiques en décomposition. Ce sont des moisissures a filaments hyalins, cloisonnés,
et ils Sont haploides. Le genre Aspergillus comprend aujourd'hui 185 especes, dont une vingtaine
est retrouvée en pathologie humaine (Badillet ef al., 1987). Les Aspergillus sont ubiquistes, et en
région tempérée plus particulierement a la fin de 1'été, en automne et en hiver. Ces champignons
ont un métabolisme aérobie. De plus ils participent au recyclage du carbone et de l'azote de
I'environnement. Ils sont thermophiles (certaines espéces peuvent survivre a des températures
(certaines especes peuvent de 70°C) et ne requierent pas de nutriments spécifiques (Quatresous,

2011).

De nombreux Aspergillus noirs ont été isolés du monde entier. A. niger est un champignon
filamenteux (figure 8) qui se développe en aérobiose sur la matiére organique. Dans la nature, on
le trouve dans le sol et de la litiere, dans le compost et le matériel végétal en décomposition (figure
7). A. niger est capable de croitre dans une température de 6 - 47°C avec une température
relativement ¢élevée avec un optimum de 35 a 37°C. La limite d'activité de I'eau (Water activity :
WA) pour la croissance est 0,88 est relativement élevée comparativement aux autres especes, A.
niger, peut pousser sur une trés large gamme de pH : 1,4 - 9,8. Ces capacités et 1'abondante
production de conidies, qui sont distribués par l'intermédiaire de l'air, garantissent l'occurrence
omniprésente de 1'espece, avec une fréquence plus élevée aux lieux chauds et humides (Schuster

et al., 2002).

Page 9



Chapitre I Revue bibliographique

Figure. 7 : Symptomes de la pourriture Figure. 8 : Aspect microscopique
des grains de mais causée par d’Aspergillus niger (G X40) (Malloch, 1997 ;
(Aspergillus Niger) (Photo : Iowa State Chabasse et al., 2002)
University)

I.2. Les bactéries phytopathogénes :
I.2.1. Le genre Erwinia :

En 1920, en honneur du phytopathologiste Erwin F. Smith, Winslow classa ces bactéries
pectinolytiques dans le genre Erwinia. Ce genre comprend deux groupes d’especes
morphologiquement similaires mais présentant de nettes différences d’expression du pouvoir
pathogene et de caractéristiques biochimiques. Il renferme d’une part 1’espece type Erwinia
amylovora agent causal du feu bactérien et d’autre part les Erwinia pectinolytiques responsables
de la pourriture molle des tubercules de pomme de terre (Perombelon et Kelman, 1980 ; Toth et

Birch, 2005).
«» Erwinia amylovora :

E. amylovora a été la premiere bactérie identifiée comme pathogene des plantes et la
premiére a étre disséminée par des insectes (Baker, 1971 ; Malnoy et al., 2012 ; Thomson,

2000). De plus, c'est la seule bactérie capable d'induire le feu bactérien (Eastgate, 2000).

Erwinia amylovora est une bactérie Gram-négative, facultativement anaérobie et
pathogéne, appartenant a la famille des entérobactéries, a la division des protéobactéries et a la
subdivision. Les cellules sont en forme de tige, d'environ 0,3 pm x 1-3 um en taille, non sporulées
et produisent une capsule d'exo-polysaccharide. Ils sont mobiles par flagelle péritriches et sa

mobilité a été associée a une chimiotaxie spécifique, soit les conditions optimales de 20°C et un
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pH de 6,8 (Raymundo et Ries, 1981, 1980). Bien que E. amylovora soit capable de croitre entre
3-5°C et 37°C, la température optimale est de 25-37°C (Paulin, 2000).

Contrairement a la plupart des bactéries pathogenes des plantes qui induisent la nécrose, E.
amylovora peut se déplacer rapidement et largement a partir du point d'infection. La capacité du
pathogeéne a se propager et a survivre dans les tissus de I'hote est également remarquable
(Thomson, 2000). £E. amylovora est considérée comme une bactérie de quarantaine, classée
comme un organisme réglementé dans 1'Union européenne (Gottsberger, 2010 ; Vrancken et al.,

2013).

On a suggéré que la capsule d’exopolysaccharide d’E. amylovora joue un réle clé dans sa
pathogénicité, en passant par le systéme de défense de la plante, en perturbant et en obstruant le
systeme vasculaire de la plante, et en protégeant les bactéries contre la perte d'eau et d'éléments
nutritifs en conditions seches. Koczan et al (2009) ont découvert que les exopolysaccharide d’E.
amylovora sont également impliqués dans la formation du biofilm, ce qui permet aux bactéries de

s'attacher a plusieurs surfaces et les unes aux autres (Koczan et al., 2009).

Le développement des symptomes du feu bactérien (figure 9) semble cyclique par nature
parce qu'il suit le développement saisonnier de la plante hote. E. amylovora passe 1'hiver dans les
chancres sur les rameaux, branches ou troncs qui se sont formés sur des arbres hotes malades au
cours des années précédentes, fournissant ainsi l'inoculum pour la saison suivante. Les chancres
sont des zones latérales décolorées ou enfoncées dans 1'écorce qui, au moment de 1'écorgage,
présentent souvent des tissus rouge-orange et humides dans le parenchyme cortical. Au printemps,
lorsque le temps est suffisamment chaud et humide et que les arbres reprennent leur croissance, le

pathogene devient actif dans les marges des chancres (Thomson, 2000).

Figure. 9 : Symptomes du feu bactérien sur poirier, (A) nécroses sur pousses, (B) nécroses et
exsudat sur fleurs, (C) exsudat sur tronc (Delaunay-Cesbron, 2009)
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s Erwinia carotovora (Pectobacterium carotovorum) :

Erwinia carotovora (Ec) ou Pectobacterium carotovorum (Pc) est une bactérie
phytopathogeéne qui appartient a la famille des Enterobacteriacées. Elle provoque la pourriture
molle de nombreux fruits ou légumes (dont la pomme de terre) (figure 10). Cette bactérie ne survit
pas dans la terre et utilise un vecteur insecte pour se propager d'une plante a une autre. Cette
bactérie entraine le développement d’une pourriture molle des tubercules. Les attaques précoces
du parasite peuvent faire pourrir les tubercules-meres en terre et provoquer des manques a la levée
; ces tubercules contaminés assurent 1'essentiel des contaminations mais le développement de la
maladie dépend largement des facteurs climatiques. En outre, Il peut y avoir une sensibilité
variétale a la bactérie (Toth et al., 2003). L’entérobactérie Pc est une bactérie opportuniste
possédant les mémes caractéristiques qu’Ec et est apte a affecter un large éventail d’hotes dans de
trés vastes aires géographiques, autant dans les zones tropicales que dans celles tempérées. Cette
espece est en fait divisée en deux sous-especes qui sont :

»  Erwinia carotovora subsp carotovora (Ecc)

Bactérie psychrotrophe se développant a des températures s’allongeant de 20-30°C
(Perombelon, 2002). Pourtant sur gélose nutritive ou en bouillon nutritif, la croissance de cette
bactérie s’arréte a des températures supérieures a 36°C (Perombelon et Kelman, 1980). Elle est
fréquemment isolée a partir des pourritures humides des organismes de réserve et des pourritures

aériennes des tiges (Toth et al., 2003).

»  Erwinia carotovora subsp atroseptica (Eca)

Cette sous-espece se trouve toujours en étroite liaison avec les symptomes de la jambe
noire (figure 11), principalement dans les zones tempérées a climat frais et humide (Toth et al.,
2003 ; Hélias et al., 2008). Bien que ces deux bactéries appartiennent a la méme espece et
pouvant causer la méme maladie, Eca possede des caractéristiques propres les distinguant des Ecc,
telles son incapacité a croitre a une température de 1’ordre de 37°C, sa production de substances
réductrices a partir du saccharose, des acides a partir du maltose et de 1’a-méthylglucoside

(Bradbury, 1986).
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Figure. 10 : Pourriture molle et humide causée par Pectobacterium sp (Hélias,
2008)

Figure. 11 : Symptomes de la jambe noire sur la partie aérienne du plant de
pomme de terre (Hélias, 2008).
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Chapitre II La lutte biologique

I. Concepts de la lutte biologique

I.1. Généralité :

Plusieurs définitions de la lutte biologique ont été proposées mais aucune n’est adoptée
par tous les acteurs concernés. La lutte biologique est définie comme « I’utilisation d’organismes
vivants, ou des produits de leurs génes, pour limiter ou supprimer les activités et les populations
de pathogenes » (Fravel, 2005 ; Paulitz et Bélanger, 2001).

En fait, elle peut se faire par utilisation des microorganismes entomopathogenes ou
pathogenes de mauvaises herbes ou encore antagonistes d’autres organismes phytopathogenes.
Ces microorganismes jouent un role important dans la protection de la plante (Benizri et al.,
2001).

L’application des agents de lutte biologique sur les cultures présentes plusieurs
avantages, les plus importants sont I’absence d’effets secondaires nocifs (absence des résidus
chimiques, de pollution chimique) et de danger pour I’environnement ou sur les cultures, car les

biopesticides sont spécifiques a I’espece-cible (Meyer, 2002).

1.2 Définition :

Il n'existe pas de définition unique et acceptée de la lutte biologique. En pathologie
végétale, la lutte biologique s'applique a l'utilisation d'antagonistes microbiens pour supprimer
les maladies ainsi qu'a l'utilisation de pathogenes spécifiques a 1'hdte pour controler les
populations des pathogenes. L'organisme qui supprime le ravageur ou le pathogéne est appelé
agent de lutte biologique (Pal et Gardener, 2000).

Selon Garrette (1965), la lutte biologique peut étre définie comme « toute condition en
vertu de laquelle une pratique par laquelle la survie ou l'activité d'un agent pathogéne est réduite
par 1'Agence d'un autre organisme vivant (sauf par I'nomme lui-méme) avec le résultat il y a une
réduction dans l'incidence de la maladie causée par des agents pathogenes » (Garrette, 1965).

Tel que défini par I'Académie nationale des sciences, et compte tenu des
développements biotechnologiques modernes, la lutte biologique se réfere a l'utilisation
d'organismes naturels ou modifiés, de génes ou de produits génétiques pour réduire les effets des
organismes indésirables et pour favoriser les organismes souhaitables tels que les cultures, les
arbres, les animaux et les insectes et les micro-organismes bénéfiques (Thomashow et Weller,
1996).

Plus précisément, la lutte biologique fait référence a 1'utilisation ponctuelle d'organismes

vivants introduits ou résidants, autres que les plantes hotes résistantes aux maladies, pour

‘
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supprimer les activités et les populations d'un ou de plusieurs agents pathogeénes végétaux (Pal et

Gardener, 2006). L'agent de lutte biologique idéal (BCA) devrait avoir les caractéristiques
suivantes (Wilson et Wisniewski, 1994) :

] Résistance au pesticide le plus fréquemment utilisé, et compatibilité avec d'autres
traitements.

(] stabilité génétique.

] efficacité a faible concentration et contre un large éventail d'agents pathogenes sur
une variété d'hotes.

(] exigences nutritionnelles simples.

"I survie dans des conditions environnementales défavorables.

] croissance sur substrat bon marché dans les fermenteurs.

] absence de pathogénicité pour les plantes et absence de production de métabolites
potentiellement toxiques pour 'homme.

L'utilisation réussie du biocontrole nécessite une meilleure compréhension de la
biologie de la maladie et de son antagoniste, ainsi que de la physiologie des plantes hotes et de sa
culture.

1.3. Objectifs :

Le but de la lutte biologique est de proposer des méthodes utilisant l'introduction
volontaire par I'homme de prédateurs, de parasites ou de microorganismes pour réduire ou
supprimer des especes considérées comme nuisibles. En effet, en milieu naturel, chaque
espece vivante a un ou plusieurs ennemis ou compétiteurs naturels qui contribuent a
maintenir cette espece a des niveaux de population en équilibre relativement stable (Lydie,
2010).

La lutte biologique repose sur le postulat qu'une espeéce envahissante se multiplie sans
limite dans une aire d'introduction quand elle ne rencontre pas les ennemis naturels (prédateurs,
parasites, pathogeénes) présents dans son milieu d'origine. C'est la théorie du relachement
écologique (en anglais ecological release). L'utilisation d'une méthode de lutte biologique ne
cherche pas a parvenir a une éradication totale de 1'espéce envahissante (espece cible) mais son
objectif est d'en réduire suffisamment et durablement les effectifs pour 'amener en dessous d'un
seuil de nuisibilité, écologiquement et/ou économiquement acceptable. L'objectif principal est
donc de rétablir un équilibre durable entre l'agent de lutte et 1'espéce cible. Le point le plus

important est la sélection d'agents de lutte biologique hautement spécifiques de I'espéce cible
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pour qu'ils ne s'attaquent pas a d'autres especes et ne deviennent pas a leur tour des especes

envahissantes nuisibles (Lydie, 2010).
I1. Les principales méthodes de lutte biologique :
D'une manicre générale, quatre grandes catégories de méthodes de lutte biologique ont

¢été définies (Eilenberg et al., 2001) :

— Classique ou par acclimatation : consiste a introduire des organismes exotiques (non
indigénes = allochtones) dans un territoire avec l'espoir qu'ils s'y établissent pour lutter de

manieére durable contre des organismes exotiques nuisibles ;

— Neéoclassique : consiste a introduire des organismes exotiques pour lutter contre des

organismes indigenes (autochtones) ;

— Inoculative ou inondative : ces méthodes consistent a augmenter des populations
d'organismes indigenes par lachers, soit dans le but qu'ils se multiplient rapidement et contrdlent
les organismes cibles (inoculative) soit de les lacher en nombre suffisant pour qu'ils contrélent
directement les cibles (inondative). Ce type de lutte n'est Pas forcément durable mais vise surtout
a protéger une culture pendant une période donnée (période de végétation, ou de fructification

par exemple) ;

Un programme de recherche en lutte biologique se déroule en plusieurs étapes (Cronk
et Fuller, 1995)

- identifier l'aire d'origine de I'espéce envahissante (espece cible) ;

- étudier 1'écologie de I'espece cible dans son aire d’origine ;

- rechercher et identifier les ennemis de I'espéce cible dans son aire d'origine ;

- obtenir les autorisations pour collecter et importer ces ennemis naturels ;

- cultiver ou ¢lever ces ennemis naturels clans un environnement sécurisé (laboratoire
de quarantaine) ;

- effectuer tous les tests nécessaires : viabilité, efficacité, spécificité (innocuité pour
d'autres especes). Cette phase nécessite souvent plusieurs années d'études ;

- faire approuver l'introduction des agents de lutte sélectionnés par un comité d'experts
compos¢ de scientifiques, de gestionnaires et d'agents des services gouvernementaux

(environnement, agriculture, santé...) ;
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- introduire les agents de lutte biologique sélectionnés dans la zone ou on veut contrdler

I'espece cible. Un plan d'introduction (lieux, dates, quantités) est établi afin de maximiser les
chances d'établissement de l'agent de lutte ;
- effectuer un suivi sur le terrain afin d'évaluer la réussite de l'introduction, et de

l'acclimatation mais aussi l'impact des agents de lutte se une durée de cinq a dix ans.

II1. Les acteurs de la lutte biologique :

Les acteurs principaux de la lutte biologique sont de deux types : les « cibles » qui sont
les organismes dont on veut limiter les populations et les « agents de lutte », généralement
appelés auxiliaires, qui sont des organismes différents, agresseurs ou concurrents des cibles. La
plupart des auxiliaires utilisés en lutte biologique sont des microorganismes : virus,
champignons, bactéries et protozoaires. Il s'agit alors de lutte microbiologique. Dans la lutte
microbiologique, le taux de mortalit¢ obtenu est fortement dépendant des conditions

environnementales ce qui peut en rendre l'utilisation délicate et contraignante (Lydie, 2010).

IV. La lutte microbiologique :

IV. 1. L’utilisation des microorganismes :

De nombreuses recherches ont montré que la densité, la diversité et 1’activité des
microorganismes sont fortement élevées a proximité de la racine étant donné que c’est dans cette
zone que se manifeste 1’effet rhizosphére (Hamdan, 2010).

Parmi les microorganismes couramment rencontrés dans la rhizosphére se trouvent les
bactéries dont la densité peut aller jusqu’a 109 par gramme de sol (Balasubramanian et
Rangaswami, 1978), les champignons microscopiques environ 105 par gramme de sol (Morel,
1996 ; Soufiane, 1998), les virus, les algues, les protozoaires, et un groupe trés particulier qui est
constitu¢ d’actinomycetes ou bactéries filamenteuses dont la densité peut atteindre jusqu’a 107

par gramme de sol (Iwai et Takashi, 1992; Soufiane, 1998).

IV.2. Mécanismes d’action des microorganismes :

Les mécanismes par lesquels les agents de lutte biologique peuvent prodiguer leur effet
protecteur sont multiples et peuvent varier pour un microorganisme donné en fonction du
pathosystéme (couple hote végétal/pathogene) (Van Den Broek et al., 2003 ; Bloemberg et al.,
2001).
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Parmi les effets directs sur I’agent pathogeéne 1’antibiose est probablement le plus connu,

il s’agit du mécanisme par lequel une souche antagoniste inhibe le développement d’une souche
cible grace a la production de métabolites secondaire toxique. Les substances toxiques sont
susceptibles de diffuser dans le milieu. Qui signifie que I’effet d’un microorganisme agissant par
antibiose ne nécessite pas la juxtaposition des deux microorganismes (Alabouvette et Cordier,

2012).

Un autre mode d’action d’antagonisme directe des agents de protection biologique, le
phénomene d’hyperparasitisme est le seul qui soit propre aux agents microbiens. Il est associé le
plus souvent a la production d’enzymes capables de dégrader les parois cellulaires des agents
pathogénes (chitinases, bétal-3 glucanase,) (De Boer et al., 1998 ; Fernandes, 2006).

Dans le méme contexte, le troisieme mode d’action est la compétition pour le carbone,
I’azote et autres facteurs de croissance en méme temps que la complétion pour 1’espace et les
sites spécifiques d’infection peuvent étre utilisées par les agents de lutte biologiques contre les
agents phytopathogénes (Vinal et al., 2008). L’efficacité liée a un tel mécanisme repose sur
I’exclusion des agents pathogenes, en particuliers ceux dont les spores ont besoin de source
nutritive exogeénes pour germer (Elad, 2000).

Par exemple, la compétition pour le fer entre la bactérie auxiliaire Pseudomonas spp. Et
des bactéries ou champignons pathogénes (Fernandes, 2006). Outre ces mécanismes
d’antagonisme direct, certaines souches microbiennes influencent avantageusement 1'hote végétal
par la stimulation directe de la croissance (fixation de l'azote, solubilisation de phosphate, et
production des phytohormones) ou/et en le protégeant contre I'infection par des

phytopathogenes.

En raison de l'effet global qu'elles procurent, ces souches sont désignées également sous
le terme de rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes ou Plant Growth Promoting
Rhizobacteria (PGPRs) (Mercado-Blanco et Bakker, 2007). Ce type de mécanisme est connu
chez certains Trichoderma, Pytiumoligandrum et deux bactéries, Pseudomonas et Bacillusspp.

(El-Tarabily et al., 1997 ; Fernandes, 2006).

IV.2.1. Utilisation des bactéries contre champignons phytopathogénes :
Plusieurs auteurs ont montré I'importance de l'activité antibiotique des bactéries dans la
limitation de la gravit¢ des maladies d'origine tellurique (Howell et Stipanovic 1979 ;

Papavizas et Lumsden, 1980 ; Sneh ez al., 1984 ; Weller et Cook, 1986 ; Altindag et al.,
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2006). La lutte biologique est mieux contrélée via un antagoniste bactérien, qui va interagir

directement avec l'agent pathogeéne et/ou indirectement c'est a dire avec la plante-hote
(Tomashow, 1996 ; Benhamou et al, 2002).

Plusieurs genres bactériens sont des agents de biocontrdle antifongique (Mcloughlin e?
al., 1992 ; Duijff et al., 1993 ; Vicedo et al., 1993 ; Korsten et al., 1997 ; Ramamoorthy et al.,
2001 ; Esitken et al., 2002 ; Badji et al., 2005). Les bactéries les plus utilisées sont :
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Entinia herbicola, Bacillus subtilis et

Enterobacter cloacae.

IV.2.3. Utilisation des bactéries contre bactéries phytopathogenes :

Certaines souches de PGPR (figure 12) peuvent protéger les plantes d'une facon
indirecte par stimulation de mécanismes de défense inductible dans la plante en rendant I'hote
beaucoup plus résistante aux future agressions des agents pathogeénes. Ce phénoméne a été
noming « résistance systémique induite » (ISR Induced Systemic Resistance) (Van Loon et al.,
1997) et sert a protéger les plantes contre des attaques subséquentes des virus, bactéries et
champignons pathogenes. La résistance systémique peut étre induite par des microorganismes
variés, des bactéries a Gram positif comme Bacillus pumilus, ou des bactéries a Gram négatif
appartenant au genre Pseudomonas (fluorescens, putida, aeruginosa), et aux entérobactéries

comme Serratia (marcesens, plymuthica) ou Pantoea agglomerans (Jourdan et al., 2008).

CROISSANCE & RENDEMENT A PROTECTION DES MALADIES
» Pathogéne

Phytohormones

Absorption des nutriments

Resistance
Chelation du fer systémique induite
Restriction d entres

Fixation de 'azote par les stomates

Tolérance au stress Fongicides & antiblotiques
Biofilm protecteur

Interaction avec

Compatition spatiale
la microfiore

o1 pour les nutriments

I
PGPR » PGPR _
L > &
€ » ' T [s
5 4
[ » 'L.q ' > &

Figure. 12 : Mécanismes d’action des Rhizobactéries (Azrou et Guettafi, 2014)
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Il existe plusieurs mécanismes impliqués dans la lutte biologique contre les maladies

bactériennes végétales, par lesquels un micro-organisme peut limiter la croissance d'un autre :
antibiose, compétition pour l'espace et des ressources limitées, induction de la résistance de
I'héte, formation de biofilm, interaction directe entre l'antagoniste et le pathogéne (Whipps,
2001).

Les antibiotiques produits par les microorganismes sont treés divers dans leur structure
moléculaire et leur mode d'action. Habituellement, le méme micro-organisme peut produire
plusieurs antibiotiques. Un exemple est P. fluorescens qui produit plusieurs composés ayant une
activité inhibitrice contre différents pathogenes du sol (Keel et al., 1989).

Une stratégie idéale de biocontrole introduit les antagonistes seulement quand et ou ils
sont nécessaires ou les plus efficaces, et minimise l'application inutile d'inoculum a des non

cibles (Bonaterra ef al., 2003).

IV.2.4. Les bactéries du genre Pseudomonas :

K/

«  Caractéristiques du genre Pseudomonas :

Le genre Pseudomonas est un grand groupe bactérien particulierement important qui
appartient a la sous-classe ¥ des protéobactéries et comprend plus d'une centaine d'especes

ubiquitaires (Bossis ef al., 2000 ; Palleroni et Moore, 2004).

Les pseudomonas sont parmi les bactéries les plus importantes dans la rhizosphére
(Misko et Germida, 2002), sont des bacilles a Gram négatif de 0,5-1,3 um de diametre
(Eyquem et al., 2000). Le genre Pseudomonas a été décrit en 1894 (Migula, 1894), englobe des
bactéries ubiquitaires possédant une grande diversité, incluant des espéces saprophytes et
parasites (Lefrére et Rouger, 2000 ; Choudhary et al., 2009). Ces bactéries se caractérisent par
un métabolisme aérobie strict, certaines souches ont une respiration anaérobie avec le nitrate
comme accepteur terminal d'électrons et/ou l'arginine. Les pseudomonas sont mobiles grace a un
ou plusieurs flagelles polaires (Eyquem et al., 2000 ; Haas et Défago, 2005), sont rarement
immobiles et sont non sporulés. La plupart des Pseudomonas se cultivent a 30 °C et se

caractérisent par une croissance lente a 4 °C (Eyquem et al., 2000).
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s Pseudomonas fluorescens :

Pseudomonas fluorescens est une bactérie gram-négative, fermentant le glucose mais
pas le lactose, oxydase positive en forme de batonnets avec des flagelles polaires qui lui assurent
la mobilité. C’est une bactérie ubiquitaire rencontrée dans les sols, sur les racines des végétaux,
sur les plantes, ainsi que dans les eaux douces et marines (Charan, Reddy et al., 2011 ; Wong,
Levi et al., 2011). 11 appartient a la classe des Gammaproteobacteria, famille des
Pseudomonadacea et au genre Pseudomonas. La fluorescence est due a la production d’un
pigment fluorescent jaune-vert appelé¢ pyoverdine soluble dans 1’eau et insoluble dans le
chloroforme (Paulsen, Press et al., 2005 ; Wong, Levi ef al., 2011 ; Gao, Yin et al., 2012 ;

Trogl, Chauhan ef al., 2012). Sa température de croissance optimale se situe entre 25 et 30°C.

%  Applications de Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens a plusieurs applications, les plus connues concernent
I’agriculture ou il est utilisé en lutte biologique et comme stimulateur de croissance des plantes
PGPB (Plant Grown Promoting Bacteria) (Ongena et al., 2000 ; Ongena et al., 2005 ; Russo et
al., 2005 ; Couillerot et al., 2009 ; Anita et Samiyappan, 2012 ; Gao et al., 2012).
Pseudomonas fluorescens combat plusieurs infections des plantes, leurs modes d’action dans la
suppression des maladies des plantes incluent les sidérophores pour la compétition du fer
disponible, ’antibiose, la production d’enzymes lytiques et le Systeme de Résistance Induit
(ISR) (Ongena et al., 1999, Ongena et al., 2005 ; Paulsen et al., 2005, Russo et al., 2005 ;
Bakker et al., 2007 ; Anita et Samiyappan, 2012). Il est également utilis¢é comme catalyseur
dans la réaction de transestérification de I’huile de Jatropha pour la production de biodiesel
(Devanesan et al., 2007). Pseudomonas fluorescens joue aussi un réle dans la protection de
I’environnement par la dégradation des hydrocarbures et d’autres types de polluants (Lemire et

al., 2010 ; Pandey et Upadhyay, 2010 ; Moneke et al., 2010).

IV.2.5. Les bactéries du genre Serratia :

Les Serratia sont des bactéries de 1'environnement présentes sur le sol et sur les plantes.
Sont les entérobactéries les plus résistantes aux agents physiques et chimiques. Elles peuvent
survivre des mois dans I’eau distillée et se multiplier dans des solutions antiseptiques. Elles se

multiplient bien a + 4 °C. Les infections hospitaliéres peuvent étre en relation avec des
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antiseptiques ou des flacons contamines, mais la transmission manuportée semble &tre plus

fréquente (Flandrois., 1997 ; Maza et al., 2004).

Neuf espéces sont reconnues : S. marcescens, S. liquefaciens, S. plymuthica, S.
rubidaea, S. odorifera, S. ficaria, S. grimesii, S. proteomaculans et S. entomphila (Carbonelle et

al., 1987).

K/

% Serratia plymuthica :

Le genre Serratia comprend différentes especes, comme S. marcescens, qui est
fréquemment impliqué dans les infections humaines et animales, et S. marcescens. plymuthica
est un batonnet saprophyte fermentatif, non mobile, a gram-négatif, qui produit un pigment
rouge, classé comme une cause rare d'infection humaine (Reina et al., 1992 ; Carrero et al.,
1995) et animale (Nieto et al., 1990 ; Austin et Stobie 1992). S. plymuthica est présent dans le
sol (Kalbe et al. 1996), et a été isolé a partir de différents types d'aliments (Lopez Sabater et al.,
1996 ; Lyhs et al., 1998). La plupart des souches de S. plymuthica décrites jusqu'a présent ont
été isolées a partir d'eau douce et de poissons, ce qui suggere qu'il pourrait s'agir d'un pathogene
opportuniste potentiel pour les animaux et les humains (Nieto et al., 1990).

Cependant, S. plymuthica est le plus souvent associé aux plantes. Cet organisme a été
1solé dans la rhizosphere de 1’herbe (Alstrom et Gerhardson, 1987), du bl¢ (Alstrom et
Gerhardson, 1988), du mais (Lucon et Melo, 2000), du colza (Kalbe et al., 1996), du raisin
(Chernin et al., 1995), du melon (Kamensky et al., 2003), de I’oignon (Park et Shen, 2002), de
la tomate (Frommel et al., 1991). Et comme endophyte dans la rhizosphére de la pomme de terre
(Berg et al., 2005). 11 a ét¢ trouvé sur les parties comestibles de 'oignon vert, de la carotte et de
la laitue (Grimont et al., 1981) sur la phyllosphere du blé de printemps (Legard et al., 1994), et
comme contaminant dans une chaine de transformation de légumes crus (Van houdt et al.,

2005)
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Chapitre 11T Matériel et méthodes

1. Lieu d’étude :

Ce travail a été réalisé au laboratoire de microbiologie a 1'université de 8 mai 1945,

Guelma. Durant la période allant du décembre jusqu’au avril.
2. Souches bactériennes :
2.1. Présentation des souches bactériennes antagonistes :

Nous avons utilisé 17 souches bactériennes, 10 souches de pseudomonas, 5 souches de

serratia, 2 souches d’Erwinia (amylovora et carotovora) (tableau 1).

Tableau 1 : Répartition des souches étudie.

. Nombre de
Famille Especes Code de I’espece
souche
Entérobactériaceae Serratia plymuthica 5 SOL, MAI, MI, M3, A
Erwinia amylovora 1 1430
Entérobactériaceae
Erwinia carotovora 1 194
NA, NB, NC, ND, NE,
Pseudomonadaceae Pseudomonas fluorescens 10
NF, NG, NH, NI, NK

2.2 Origine des souches :

Les souches ont été isolé et purifier au sein du laboratoire de SRPV Oran de la maniére

suivante :

Les souches de Serratia plymuthica : isoler a partir du sol et rhizosphére de pomme de

terre des régions regrouper dans le tableau 2 :

Tableau 2 : Origine des souches de Serratia plymuthica

Souches Région Année
Sol Sidi Adjel Mostaganem 2013
MAI Mascara 2013
M1, M3 Mascara 2015
A Relizane 2015
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Les souches du Pseudomonas fluorescence ont été isolées a partir de la rhizosphere de

néflier dans la région d’Oran durant année 2016.

NB : on note que les souches ont subit différents tests d’identification génétique et

moléculaire au sein du laboratoire IVIA Valencia, Espagne.
2.3 Isolement et purification :

L’ensemencement des souches a été réalisé¢ sur les milieux solides (King B, LPGA,

LEVANE, LB) et incubé a 25°C pendant 48 heures.

La purification des souches bactériennes est procédée par repiquage successif sur les
mémes milieux. Le repiquage se poursuit jusqu’a I’obtention d’une culture homogéne ou toutes
les colonies sont identiques entre elles et identique au type de bactéries initialement ciblées, cette

partie de la méthode a été réalisé au sain de laboratoire de SRPV Oran.
2.3.1 Les milieux de cultures :
. Milieux solides : LPGA, King B, LEVANE, LB
- Milieu liquide : LB
2.4. Identification de bactéries utilisées (test de confirmation) :

Apres I’obtention de la souche bactérienne pure a étudier, L'identification des bactéries
se fait suivant une clé dichotomique qui va des caracteres les plus vastes aux plus pointus pour

aboutir a une espece bactérienne donnée.
2.4.1. Caractérisations morphologiques

Cette étape a pour but de vérifier la pureté des souches. Elle constitue une premiere

orientation en fonction de la morphologie (macroscopique et microscopique).
2.4.1.1. Aspect macroscopique (colonies)

Aprées incubation, le premier critere d’identification sur lequel on se base est celle de
I’aspect macroscopique des colonies vu a I’ceil nue, que ¢a soit taille, forme du relief (bombée,
semi bombée, plate), couleur, aspect (collant, filamenteux...), odeur, transparence (opaque,
translucide), allure des contours (régulier, dentelés), pigmentation, et aspect de la surface (lisse

ou rugueuse) (figure 13).
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Figure. 13 : les caractéristiques morphologiques des colonies bactériennes [1].

2.4.1.2. Aspect microscopique :

e Coloration de Gram

Les lames ayant servi a I’état frais ont été fixées a la chaleur. Le frottis préparé a été

recouvert de violet de gentiane et laissé pendant une minute. L’eau a été ajoutée pour éliminer

I’exces de colorant en veillant a ne pas détacher le frottis. Apres, le frottis a été recouvert de

quelques gouttes de Lugol pendant 30 s, puis rincé a 1’eau. L’alcool 70° a été ensuite ajouté au

frottis goutte a goutte jusqu’a ce que le violet de gentiane disparaisse. Enfin, la fuchsine a été

ajoutée au frottis puis laissé pendant 1 minute. La lame a ét¢ ensuite rincée a I’eau et séchée a

I’air. Aprées avoir recouvert le frottis d’huile a immersion, la lame a ét¢ montée sur la platine puis

I’objectif X100 choisi pour effectuer les observations. L’observation a consisté a noter la forme

des cellules (forme longue ou forme sphérique) et a noter la coloration des cellules. Les cellules

colorées en roses ou rouges sont considérées comme des bactéries a Gram négatives et les

bactéries colorées en violettes ou bleues sont des bactéries a Gram positives (Madani, 2003).

2.4.2. Caractérisations biochimiques

2.4.2.1. Recherche de la catalase

La catalase a la propriété de décomposer I’eau oxygénée avec dégagement d’oxygene.

C’est I’action directe de I’enzyme qui est mise en évidence dans la masse bactérienne.

On prend une goutte d’eau oxygénée (H,0O,) a 10 volumes qu’on dépose sur une lame

avec une colonie bien distincte de culture jeune de 24 h, le dégagement immédiat de bulles

d’oxygene exprime la présence d’une catalase (Garnier et Denis, 2007).

H,0,—— H,0 +1/2 0,
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2.4.2.2 Recherche d’oxydase

La recherche de la cytochrome-oxydase a été effectuée a l'aide de disques « Ox » dont
la zone réactionnelle est composée d'un papier filtre imprégné de N, N-diméthyl-1,4-phényléne

diamine-dichlorure.

A partir d’un milieu solide, une partie de la colonie a été¢ déposée sur un disque oxydase
placé sur une lame, a 1’aide d’une pipette Pasteur boutonnée. La présence d'une cytochrome-
oxydase se traduit, en 20 a 60 secondes, par l'apparition d'une coloration rouge virant rapidement

au violet trés foncé, alors que résultat négative ; le disque reste incolore (Joffin et Leyral, 2006).
2.4.2.3 Production de pigment :

Sur le milieu King B et sous les rayons ultraviolet les colonies d’Erwinia ne sont pas
fluorescentes par rapport au Pseudomonas fluorescence par exemple (Helias et al., 1998 ;

Baghaee-Ravari et al., 2011).
2.4.2.4 Test de mise en évidence de 1'activité levane sucrase :

Une colonie bactérienne est ensemencée sous forme de stries sur une boite de Pétri
contenant un milieu Levane solide, puis incubée pendant 48 heures a 25°C. L’apparition d’une
culture abondante, bombé, blanche, brillante et trés muqueuse apres 01 a 02 jours a 25 = 03°C
indique une activité¢ Levane sucrase (test positif). En 1’absence de ces caractéristiques le test est

jugé négatif (Lelliott et Stead, 1987).
2.4.2.5 la galerie classique :
% Réalisation de I’inoculum :

Deux ou trois colonies ont été prises a partir de la gélose LB ou la gélose LPGA. Puis
elles sont mises dans 10 ml d’eau stérile et mélangées a 1’aide de la pipette pasteur menée d’une
poire.

X/

s Milieu Citrate de Simmons :

Une colonie bactérienne est ensemencée par strie sur la pente gélosée contenant le
milieu citrate de Simmons et incubée a une température de a 25 + 03°C pendant 24 heures. Les
bactéries « citrate positives » poussent sur le milieu de Simmons en provoquant une
alcalinisation du milieu qui se traduit par un virage au bleu de la coloration du tube. Les

bactéries « citrate négatives » ne croissent pas sur le milieu (Schaad et al., 2001).
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+* Milieu Mannitol Mobilité Nitrate :

C’est une gélose molle conditionnée en tubes qui permet d’étudier la fermentation du

mannitol et la mobilité des bactéries.

L’ensemencement a été réalisé par piqlire centrale jusqu’au fond des tubes a 1’aide
d’une pipette Pasteur. La fermentation du mannitol se matérialise par un virage du milieu au

jaune.
HCOOH ———CO2+Ha.

Les bactéries mobiles diffusent a partir de la ligne d’ensemencement, créant un trouble
dans le milieu alors que les bactéries immobiles poussent uniquement le long de la strie

d’ensemencement (Gerhardt et al., 1994).
2.4.2.6 La galerie API 20E Biomérieux :

Les autres tests biochimiques : recherche de la B-galactosidase (ONPG), de I’ornithine
décarboxylase (ODC), de la lysine décarboxylase (LDC) et de 1’arginine dihydrolase (ADH),
production d’H2S, utilisation du citrate, production d’indole et réaction de Voges-Proskauer,
liquéfaction de la gélatine et la dégradation des sucres ont été réalisés en utilisant la plaque API

20F Biomérieux.

Les galeries Api 20" (figure 14) ont permis de réaliser ces différents tests selon les
recommandations du fabricant (Biomérieux, France). L’introduction de la suspension

bactérienne dans la cupule dissout les substrats déshydratés.

Une galerie se compose de 20 microtubes contenant des substrats déshydratés pour
réaliser les 20 tests biochimiques miniaturisés. Les microtubes sont inoculés avec la suspension
bactérienne a identifier. Les réactions produites durant la période d'incubation se traduisent par
des virages colorés spontanés ou révelés par 1'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se
fait a I'aide du Tableau de Lecture et 1'identification est obtenue a 1'aide du Catalogue Analytique

ou d'un logiciel d'identification (Biomérieux, 2006).

Le principe a consisté a introduire la suspension bactérienne dans chaque cupule a I’aide
d’une pipette Pasteur stérile, pointe appuyée a I’intérieur et sur le c6té afin d’éviter la formation
de bulles. Les tests d’urée et d’O.N.P.G sont des tests a réactions spontanées alors que les tests

d’indole et d’acétoine nécessitent 'addition de réactifs aprés incubation.
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La lecture de ces réactions se fait a I'aide du Tableau de Lecture et l'identification est

obtenue a 1'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.

Au-dela des notions de classification, I'identification repose sur le profil biochimique de

la bactérie.
Au niveau du laboratoire les étapes suivantes ont été suivies :
* Préparation de la galerie :

Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de 1’eau dans les alvéoles
pour créer une atmosphere humide, ensuite déposer stérilement la galerie dans la boite

d’incubation.
* Préparation de ’inoculum :

A partir d'une culture pure jeune de 18 a 24 heures, préparer une suspension bactérienne
ayant une concentration de 5x10° UFC/ml dans 5 ml d’eau distillée stérile, il faut bien mélanger
la suspension bactérienne au vortex 5-10 secondes pour ’homogénéiser, cette suspension doit

étre utilisée extemporanément.
* Inoculation de la galerie :

Déposer soigneusement 150 ul de la suspension bactérienne dans chaque cupule de la
galerie en utilisant un embout stérile, ajouter de nouveau 150 pl de la suspension bactérienne aux
cupules (citrate), VP (pyruvate de sodium) et GEL (gélatine) afin d’obtenir un volume final de
300 pl par puits, apres l'inoculation, recouvrir les cupules ADH (arginine déshydrolase), LDC
(lysine déshydrolase), ODC (ornithine décarboxylase), H,S (sulfure d’hydrogeéne) et
URE(uréase) d'huile végétale (huile de paraffine) afin créer une anaérobiose, la galerie est
incubée dans une chambre humide a 30°C pour 18 a 24 heures. Apres la durée d’incubation, la
lecture de la galerie a été faite pour I’ensemble des micro-tubes sauf pour les micro-tubes VP,
TDA (tryptophane désaminase) et IND (indole) dont la lecture n’a été faite qu’apres 1’addition

des réactifs nécessaires de la facon suivante :

'] TDA : une goutte de chlorure ferrique (10%) a été additionnée. La lecture de la

réaction se fait immédiatement.

(] IND : la lecture de la réaction se fait aussi immédiatement apres 1’ajout d’une goutte

du réactif de James.
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'] Le test d’urée est considéré comme positif si la cupule vire au rouge. Si la cupule

reste jaune la réaction est considérée comme négative.

1 le test d’O.N.P.G. est positif s’il y a apparition de couleur jaune dans la cupule. Si la

cupule est incolore, la réaction est négative.

'] Si I’ajout d’une goutte de réactif JAMES ne fait pas virer la coloration incolore en

rose, le test indole est négatif.

] Test acétoine ou réaction de Voges-Proskauer (VP) : Si apres ajout de VP1 et VP2, il
y a apparition de coloration rose ou rouge au bout de 15 min, la souche testée produit de

I’acétoine. (Clark et Lubs, 1915).
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Figure. 14 : La galerie 20" (photo personnelle)
3- Tests de confrontations :
3.1. Recherche de P’activité antibactérienne

L’effet bactéricide ou bactériostatique de 1’agent antibactérien sur les bactéries

pathogénes a été déterminé par différentes méthodes.
3.1.1 Méthode de diffusion sur disque :

Le protocole suivi est celui de Kirby et Bauer (1966) avec une 1égere modification, (au
lieu d’utiliser les disques d’antibiotique nous avons utilisé des disques imbibés dans milieu

liquide LB qui contient les bactéries antagonistes) :

-Faire la croissance des bactéries antagonistes dans le milieu LB liquide et faire

incubation 48h a 25°C.

-Préparer une suspension bactérienne de la bactérie pathogéne de ’ordre de 10 UFC, a
partir d’une culture agée de 48h, ensuite ensemencer a 1’aide d’écouvillon sur toutes la surfaces

de la boite et laisser sécher pendant 5 mn :

‘

Page 31



Chapitre 11T Matériel et méthodes

-Imbibe bien le disque de papier buvard ou wattman stérile de 6 mm de diamétre dans la

solution bactérienne antagoniste, ensuite déposé sur un tapis bactérien sur la gélose nutritive

(LPGA).

-Apres une incubation de 24 et 48 heures a 25°C, il est peut-étre possible d'apercevoir
des zones d’inhibition (absence de croissance) a 1’allons tour des disques. Selon le diamétre de
ces zones, il est possible d'évaluer a quel point la bactérie est sensible ou résistante a la solution

contenue dans le disque.

3.1.2 Technique des cylindres d’agar et choix du milieu optimal pour les activités

antimicrobiennes

L’activité antibactérienne du composé brut a été testée par la méthode des cylindres

d’agar décrite ci-dessous :

Les souches de Pseudomonas et Serratia sont ensemencée sur milieu LB afin d’obtenir

un tapis et I’incubation dure 48 heures) a une température de 25°C.

Des cylindres d’agar d’environ 6 mm de diamétre ont été prélevés a 1’aide de
I’extrémité plate d’une pipette Pasteur stérile a partir de la gélose LB des colonies agées de 48h,
ou les souches inhibitrices (pseudomonas et Serratia) étaient ensemencées, puis, ces cylindres
ont été déposés sur les boites de Pétri contenant une gélose LB préalablement ensemencée par les

bactéries pathogenes (EC194 et EA1430).

Les boites ont été ensuite incubées a la température adéquate pour chaque type des
bactéries (25° C). Test pendant 48 heures. Les diametres des zones d’inhibition ont été mesurés

par suite (Tortorano et al., 1979, Hosny et al., 2011).

4. Souches fongiques :

Les souches des champignons utilisées dans notre travail sont représenter dans le

tableau 3 :
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Tableau 3 : Répartition des souches fongiques

Genre Espéce Nombre de souche
Fusarium roseum 1
Fusarium sp
Fusarium sp 1
Aspergillus sp Aspegillus niger 1
Aternaria sp Alternaria sp 1

Les isolats fongiques utilisés dans cette étude se subdivisent en 02 groupes en fonction

de leurs origines :

- Le champignons Aspergillus niger isolé I’année 2015/2016, et conservé a + 4°C,
fourni par madame Allioui N, enseignante phytopathologiste, a la facult¢ SNV et STU de

’université 08 mai 1945 de Guelma.

- Les autres champignons ont été isolés au cours de 1’année pédagogique 2016/2017,
dans la région de Oran par monsieur Benada M, enseignant microbiologiste, a la faculté SNV et

STU de I'université 08 mai 1945 de Guelma.
4.1. Purification des souches fongique :
4.1.1. Repiquage successif

Apres I’incubation des souches isolées, les filaments mycéliens se développent autour
des petits fragments de racines, collets et tiges et a la surface du milieu contenant du sol
rhizosphérique sont repiqués successivement dans des boites de Pétri contenant du milieu PDA
jusqu'a l'obtention de culture pure. Afin de s'assurer de 1'état de pureté des colonies, des cultures

monospores sont effectuées pour chaque isolat obtenu (Rappily, 1968 ; Zerrouk, 1994).
4.1.2. Culture monospore

L'obtention d'une culture pure s'effectue par la culture monospore (figure 15) (Booth,
1971). Les souches a monosporer sont repiquées dans des boites de Pétri contenant le milieu

PDA et incubées pendant 2-3 jours a 25°C.

Apres incubation, un fragment de la périphérie de la boite est prélevé et puis mis dans

un tube contenant 9 ml d'eau distillée stérile et qui apres agitation, il permet d'obtenir une

‘
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suspension sporale. A partir de cette dernicre, des prélévements successifs de 1 ml sont introduits

dans des tubes contenant 9 ml d'eau distillée stérile jusqu'a l'obtention de la dilution 10™ * . A
partir des deux derniéres dilutions (10™ 3 et 10~ * ), 1 ml est prélevé encore et puis étalé a l'acide

d'un étaloir coudé sur milieu contient agar seulement (quantité d’eau distillée + 4 % agar).

A l'aide d'une loupe binoculaire et aprés 5-6 jours d'incubation a 25°C, les spores en
germination sont repérées et délimitées, puis aseptiquement prélevées (3 a 4 spores) et déposées
dans une autre boite de Pétri contenant du milieu PDA (Buxton, 1954 ; Henni, 1994), ¢t mises a

incuber a 25°C pendant 4-5 jours.

Fragments .

mycéliens
1 ml 1ml 1 ml
NN O
N N N
9 ml d’eau o
distillée stérile " .

N N N

Agitation Agitation Aﬁéation Akitation

Boites pétri contenant milieu
(eau distillée + 4% Agar)

Figure. 15 : les différentes étapes de culture monospore
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4.2. Caractérisation des souches fongiques

Apres une période de 2 a 3 jours de croissance sur le milieu PDA, une masse fongique
caractéristique des agents pathogeénes (Fusaium sp, Alternaria sp, Aspegillus niger) se
développent a la surface de la boite de Pétri. Des observations a la loupe binoculaire et au

microscope optique ont été réalisées, dans le but de confirmer les caractéristiques de 1’espéece.
L'identification des genres fongiques repose sur des critéres morphologiques :

o ‘Aspect macroscopique du mycélium (aspect, couleur, le relief, la taille et odeur

des colonies, ainsi les structures de fructification).

o Aspect microscopique des structures reproductrices (le thalle, les spores, aspect
des spores, modes de formation des conidies, mode de groupement des conidies, mode
d’implantation des cellules conidiogenes, présence de structures protectrices issues de la
reproduction asexuée ou sexuée, présence des chlamydospores). Dans ce cas-l1a on doit préparer

une lame et cela de maniére suivante :

I-  Mettre une goutte d’eau sur une lame, prendre un petit morceau de champignon et

I’écraser bien en mettre une lamelle, ensuite faire une observation microscopique X40.

2-  Mettre du scotch sur champignon ensuite le mettre sur la lame et faire observation

microscopique.
4.3 Effet antifongique des souches bactérienne :
4.3.1 La confrontation directe

Cette technique a été réalisé selon la méthode de (Doguiet, 2010), avec quelques
modifications, et elle consiste a ensemencer les souches de pseudomonas et Serratia, sur le
milieu PDA, en deux a quatre stries paralleles de 2 cm et I’incubée a 25°C pendant 48h. Sur le
méme milieu, et apreés 48h, on dépose un disque gélosé de la souche fongique agée de 3-4 jours
au centre de la boite de Pétri et on incube a 25°C pendant 2 jours. Pour déterminer I’influence
des souches (antagonistes) Pseudomonas et Serratia, la croissance radiale des souches fongiques
a été mesurée tous les jours dans deux directions perpendiculaires. Les expériences ont été
réalisées en 2 répétitions et comparées avec des témoins (seul le champignon dans la boite de
Pétri). L'inhibition de la croissance fongique par rapport au t€émoin ne contenant que le mycélium

fongique est calculé en utilisant la formule ci-apres, (Trivedi ez al., 2008) :
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TI=[R1-R2/R1]x 100

TI= Taux d’inhibitions de la croissance fongique

R1 =la croissance radiale du champignon témoin

R2 = la croissance radiale du champignon avec bactérie
4.3.2 Méthode de diffusion sur disque

Le protocole suivi est celui de Kirby et Bauer (1966) avec une l1égeére modification, (au
lieu d’utiliser les disques d’antibiotique nous avons utilisé des disques imbibés dans milieu
liquide LB qui contient les bactéries antagonistes), c'est-a-dire, la solution de milieu LB est
déposée a l'aide d'une pipette sur un disque de papier buvard ou wattman stérile de 6 mm de
diameétre. Le disque imbibé de la suspension bactérienne est ensuite déposé sur un tapis fongique
sur la gélose nutritive (PDA) ensemencée de suspension fongique par écouvillonnage. Aprées une
incubation de 24 et 48 heures a 25°C, il est peut-étre possible d'apercevoir des zones claires
(absences de croissance) au pourtour des disques. Selon le diamétre de ces zones, il est possible
d'évaluer a quel point le champignon est sensible ou résistant a la solution contenue dans le

disque.
4.3.3 Technique des cylindres d’agar

L’activité antifongique du composé brut a été testée par la méthode des cylindres d’agar

décrite ci-dessous :

Les souches de Pseudomonas et Serratia sont ensemencée sur milieu LB afin d’obtenir

un tapis et I’incubation dure 72 heures) a une température de 25°C.

Des cylindres d’agar d’environ 6 mm de diameétre ont été prélevés a 1’aide de
I’extrémité plate d’une pipette Pasteur stérile a partir de la gélose LB, ou les souches inhibitrices
(Pseudomonas et Serratia) étaient ensemencées, puis, ces cylindres ont été déposés sur les boites
de Pétri contenant une gélose PDA préalablement ensemencée par les champignons pathogénes

(Fusarium sp, Fusarium roseum, Alternaria sp, Aspergillus niger).

Les boites ont été ensuite incubées a la température adéquate pour chaque type des
champignons test pendant 48 heures. Les diametres des zones d’inhibition ont été mesurés par

suite (Tortorano et al., 1979 ; Hosny et al., 2011).
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5. Analyse statistique :

Les analyses statistiques ont été conduites a 1’aide des tests paramétriques et non

paramétriques :

Les tests paramétriques : nous avons utilis¢ le test t de Student pour échantillons
appariés, lorsque la comparaison de la variance entre deux échantillons est non significative

(p>0,05) (test de Levene) ;

Les tests non paramétriques : lorsque la comparaison de la variance de plusieurs
échantillons (K>2) est significative (p<0,05). Le test de Wilcoxon a été utilis€ pour les
comparaisons entre deux échantillons appariés. Ainsi, le test de Fredman pour la comparaison

entre plusieurs échantillons appariés, suivi par le test Post Hoc de Nemenyi.

Une différence entre les résultats a été considérée comme significative pour une valeur

de p <0,05. Ces analyses ont été réalisées par le logiciel XLSTAT.
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1. Test de confirmation des souches bactériennes :

1.1 Les caractérisations morphologiques

1.1.1 Aspect macroscopique

Notre étude s’est portée sur un ensemble de 17 souches bactériennes, les cultures sur les
différents milieux solide (LB, LPGA, King B, Levane), les colonies présentant l’aspect
macroscopique caractéristiques du genre Erwinia ont été prélevées (figure 17), deux especes
étudié Erwinia amylovora nommée (1430), Erwinia carotovora nommée (194), et dix souches de
genre pseudomonas (Pseudomonas fluorescens) nommeées (NA, NB, NC, ND, NE, NF, NG, NH,
NLNK)(figure 16) , cinq souches de genre Serratia (Serratia plymuthica) nommées (SOL, MAI,
MI, M3, A).

D’apres la morphologie macroscopique des colonies, les résultats des tests Levane et

King B ont été montrés dans les tableau suivant (tableau 4, 5, 6) selon 1’aspect des colonies.

Tableau 4 : Morphologie des colonies de (Erwinia, Pseudomonas, Serratia) sur milieu

King B

) ) Brillante
Circulaire
Erwinia avec un | Semi- Non
et 3-6 mm | Etaler Blanche | anneau )
amylovora ) ) central | translucide | fluorescente
irrégulicre
dense
Bombé et Irisé et
Erwinia Bords Créme- Lisse a Non
2a8mm |semi semi
carotovora réguliers blanchatre | humide fluorescente
bombé translucide
Lisse
Jaune-vert
Pseudomonas Rondes et Bombé et | Créme- brillante | Translucide
4-6 mm fluorescent
fluorescens irrégulicres plate blanchatre | et et opaque
soluble
rugueuse
Serratia Rondes et Plate  a | Blanche- Semi- Non
2-4 mm Lisse
plymuthica irrégulicres bombé blanchatre Translucide | fluorescentes
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Tableau 5 : Morphologie des colonies sur milieu Levane.

Erwinia ) . Lisse et | Semi- Non
Circulaire | 3-6 mm | Bombé Blanchatre | muqueuse )
amylovora (Brillante) Translucide | fluorescente
Circulaire Lisse a .
Erwinia ' Semi Non
et bords|2a8mm | Bombé Blanchatre | humide _
carotovora _ ) Translucide | fluorescente
réguliers (Brillante)
Lisse
Pseudomonas Rondes et 16 Plate et | Créme- brillante | Translucide | Non
-6 mm
fluorescens irrégulieres bombé blanchatre | et et opaque fluorescente
rugueuse
Serratia Rondes et Plate et Lisse et ~ | Non
. 2-4 mm Blanche _ Translucide
plymuthica Irrégulieres bombé brillante fluorescentes

Tableau 6 : Morphologie des colonies sur milieu LB, LPGA.

Erwinia Circulaire | 3-6 mm | Etaler et | Blanchatre Lisse et Opaque Non
muqueuse
amylovora Plate fluorescente
Erwinia Circulaire |2 a8 mm | Plate Blanchatre | Lisse et | Opaque Non
carotovora et  bords muqueuse fluorescente
réguliers

Pseudomonas Rondes et |4-6 mm | Plate Créme- Lisse Semi- Non
fluorescens irréguliéres beige brillante | Translucide | fluorescente
Serratia Rondes et|2-4mm | Plate Créme- Lisse Semi- Non
plymuthica Irrégulieres beige Translucide | fluorescentes
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Figure. 16 : Aspect macroscopique des colonies sur les différents milieux utilisés (photos
personnelle)

Figure. 17 : Colonies typiques d’Erwinia carotovora isolées sur milieu LPGA observées a la

loupe binoculaire (photo personnelle)

NB : la croissance des souches bactériennes dans les milieux Levane et King B plus

rapide que les autres milieux LB et LPGA.

1.1.2 Aspect microscopique :
» Coloration de Gram

La coloration de Gram montre que tous les isolats sont de Gram négatif et de forme

bacilles et coccobacilles isolées ou regroupés en paire ou en chainettes (tableau 7) (figure 18).
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Tableau 7 : Résultats de coloration de Gram

Bacilles a . Isolés ou en

14 Rose coccobacilles Neégatif (-) chainettes
: . ) Isolé t

1430 Rose Bacilles a | Négatif (-) soles et en

coccobacilles amas

A, NB D ‘ _

EE,’ II:IIF: 11\\118: 11:IIH2 Rose Coccobacilles Négatif (-) En chainettes
NI, NK
SOL, MAI, ML, | Rose Coccobacilles Négatif (-) En chainettes
M3, A

Figure. 18 : Observation au microscope optique et a I’'immersion (G x1000). Les souches
révélant la couleur rose des Gram négatif (-) (photos personnelle)

1.2.  Caractéristiques biochimiques
1.2.1 Test catalase

Concernant le test de la catalase, Toutes les entérobactéries que nous avons analysées
sont des catalases positives et de méme pour le genre Pseudomonas, dont la présence de la

catalase se matérialise par la production de bulles (tableau 8).
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1.2.2 Test oxydase

La réaction positive s’est traduite par 1’apparition d’une coloration violette a 1’endroit ou
la colonie a été déposée soit immédiatement, soit quelques secondes apres. Les résultats obtenus

¢taient les suivants (tableau 8) :

Les entérobactéries étaient dépourvues d’oxydase et il n’y a pas eu de coloration, donc

elles sont oxydase négative. Par contre le genre Pseudomonas s’est révélé oxydase positive

(figurel9).

Tableau 8 : Résultats des test catalase et test oxydase

Les entérobactéries | SOL, MAI, MI, M3,
Positives (+) Négatives (-)
(Serratia plymuthica) A

-Erwinia  amylovora

Les entérobactéries | (1430)
Négatives (-)

(Erwinia sp) -Erwinia  carotovora | Positives (+)
(194)
Pseudomonas NA, NB, NC, ND,
(Pseudomonas NE, NF, NG, NH, NI, | Positives (+) Positives (+)
fluorescens) NK
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F | ——
|

Figure. 19 : Test catalase et test d’oxydase (Test catalase positif (+), formation des bulles)
(Test oxydase positif (+), apparition d’une couleur violette) (photos personnelle)
1.2.3. La galerie classique :

1.2.3.1 Utilisation de citrate

Le milieu de citrate de Simmons est un milieu synthétique ou la seule source de carbone
est le citrate. Seules les bactéries autotrophes sont capables de croitre en présence de citrate
comme seule source de carbone et d’alcaliniser le milieu, notons que le citrate est le premier
composé du cycle de Krebs ; s’il est utilisé, il y a croissance et le milieu s’alcalinise et cela se

traduit par le virage de couleur du vert en bleu (figure 20)

Les souches d’Erwinia amylovora (1430) et Erwinia carotovora (194) n’utilisent pas le
citrate comme seule source de carbone, par contre les souches de Serratia plymuthica (SOL,
MAI, MI, A) utilisent le citrate comme seule source de carbone et entrainent une alcalinisation
du milieu, d’ou le virage du vert au bleu (figure 20)

1.2.3.2 Le milieu mannitol-mobilité

C’est une gélose molle conditionnée en tubes et qui permet d’étudier la fermentation du

mannitol et la mobilité des germes. Les souches de Serratia plymuthica (SOL, MAI, MI, M3) et

‘
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la souche d’Erwinia carotovora (194) et Erwinia amylovora (1430) ont fermenté le mannitol

dont la fermentation de ce dernier a été matérialisée par un virage du milieu au jaune (tableau 9).

En ce qui concerne la mobilité les bactéries mobiles ont diffusé a partir de la ligne
verticale d’ensemencement en créant un trouble, et nous avons les 3 especes utilisés : Serratia

plymuthica, Erwinia amylovora, Erwinia carotovora (figure 20).

Tableau 9 : Résultats des tests de la galerie classique (citrate de Simmons et Mannitol-

mobilité)

Mannitol | Mobilité
Les entérobactéries | SOL, MAI, MI, A Positif (+) Positif (+) Positif (+)
(Serratia plymuthica)
Les entérobactéries | -Erwinia amylovora(1430) | Négatif (-) Positif (+) | T OS1U (+)
(Erwinia sp)
-Erwinia carotovora (194) | Négatif (-) Positif (+) Positif (+)

!

Rl

¥ 5

Figure. 20 : Tests citrate de Simmons et Mannitol mobilité
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1.2.4. Identification par la galerie 20E

Les galeries API 20E sont des galeries de 20 microtubes préts a I’emploi permettant de
réaliser 23 tests biochimiques afin d’identifier des bacilles Gram — appartenant a la famille des
Enterobacteriacea. Les suspensions bactériennes des différents isolats ont été introduites dans les
microtubes des galeries et incubées a 25°C pendant 24 heures. La lecture des différentes galeries.
Tous les isolats testés ont donné des codes différents entre eux, Comme on peut le constater, le
test par galerie API20E a produit 06 codes différents pour les 6 souches testées (SOL, MAI M1,
A) et (194 et 1430) pour les résultats des isolats (voir tableau 10) (figure 21).

Tableau 10 : Résultats du test des galeries API 20E

SOL, MAIL, M1, A 1007563
194 6326573
1430 6736773

Figure. 21 : Résultat de la plaque galerie 20" (photo personnelle)
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2. Le matériel fongique :

2.1. Purification et identification des isolats
Aprés repiquage successive et culture monospore on a obtenue des cultures pures
d’Aspergillus niger et Fusarium roseum et Fusarium sp et Alternaria sp, d’ou les spores ont

donné naissance a un clone homogene du champignon.

L’identification des genres fongiques a été réalisée selon les clés de détermination de
(Zillinsky, 1983 ; Botton et al., 1990 ; Lepoivre, 2003 ; Nasraoui, 2006) en se basant sur les
caracteres macroscopiques des colonies (aspect, couleur, odeur, forme, contour, etc.) et sur les
caracteres microscopiques du mycélium et des conidies ou spores (cloisonnement du mycélium,

forme des spores et conidies, forme des organes de fructification, etc.).
2.1.1. Etude macroscopique

Cette ¢étude nous a permis de distinguer 4 colonies de champignons. Les caractéres
macroscopiques des différentes souches sont étudiés sur les quatre milieux PDA et Sabouraud,
les plus communément utilisé a cet effet (Botton et al, 1990). Le (Tableau 11) résume 1’aspect
du mycélium des souches isolées, la consistance des colonies, la couleur du revers de la boite

ainsi que la présence ou 1’absence de pigments caractéristiques de chaque souche.

Tableau 11 : Observations macroscopiques des différents isolats pathogénes obtenus (photos

personnelle)

Souches Observation macroscopique Caracteres
macroscopiques

-colonie laineuse
blanche a bordure
rouge.

-revers rouge

Fusarium roseum
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Fusarium sp

Aspergillus niger

-Colonie aplatie
blanche, violette au
centre.

- revers incolore
violet au centre.
-bordures irrégulieres

-Noire brunatre

foncée ou noire
-aspect laineuse a
poudreuse

-revers pas de

pigment

-Bordures
irrégulieres

Alternaria sp

-cotonneux avec un
périphérique
légérement compact

-grise foncé avec un
fond noiratre

-bordures irrégulieres
légérement compacte
de couleur foncé

-envers de colonies
noiratre

2.1.2. Etude microscopique

L’étude microscopique porte sur I’observation des structures caractéristiques des 4

souches fongiques (Conidiophores, conidies et mycélium) 04 espéces des champignons sont mis

en évidence sur le tableau 12.
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Tableau 12 : Etude Microscopique des souches fongiques isolées a partir de microscope optique

(G X40) (photos personnelle)

Souches Observation microscopique

Description

Fusarium
roseum

-Macroconidies  fusiformes
cloisonnées

-Les microconidies sont
dispersées parmi le
mycélium (elles sont de
petite taille par rapport aux
macroconidies)

-Phialides cylindriques
solitaires ou groupées.

Fusarium sp

-filament septé

-conidies fusiformes et
cloisonnées

- absence de
chlamydospores

- Phialides cylindriques
solitaires ou groupées

Aspergillus
niger

-Thalle a mycélium
cloisonné  portant  de
nombreux

-conidiophores  dressés,
non ramifiés, terminés en
vésicules

-Masse conidienne
rayonnante, les conidies en
chaines unicellulaires

Page 49




Chapitre IV

Résultats et discussion

Alternaria sp

AR
el L

- hyphes septés

-filaments sont pigmentés
en brun.

pluricellulaires

en bec plus ou moins
important

D’aprés 1’étude macroscopique et microscopique des souches fongiques, les résultats

montrent que le genre Fusarium sp c’est I’espéce de Fusarium oxysporum, et pour le genre

Alternaria sp 1’espece et Alternaria alternata.

3. Test de confrontation :

La recherche de nouveaux agents de lutte biologique pour inhiber le développement des

phytopathogeénes est devenue une priorité majeure en raison des préoccupations

environnementales. Dans les trois derniéres décennies, nous avons assisté a un développement de

ce domaine (Islam et Hossain, 2013). Les antagonistes bactériens ont recu beaucoup d’attention

en raison de leur capacité a contrdler les différentes classes d’agents pathogenes des plantes a

travers plusieurs modes d'action, et la possibilit¢é d'une utilisation combinée avec d'autres

méthodes de controle (Vitullo et al., 2012).

3.1. Recherche de I’activité antibactérienne

Les 15 isolats (Pseudomonas fluorescens et Serratia plymuthica) sélectionnés ont été

confrontés a 2 bactéries phytopathogenes (Erwinia amylovora et Erwinia carotovora) Aprées 48 h

d’incubation a 25°C, les taux (diametres) d’inhibition de la croissance bactériennes sont

calculées. Les résultats obtenus sont présentés dans les figures 22 (1

i’

,2), figure 23 (1,2)
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Erwinia amylovora 1
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Figure.22 : Les taux d’inhibitions de la croissance d ’Erwinia amylovora par les 15 isolats
antagonistes (1), (2)
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Erwinia carotovora
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Figure.23 : : Les taux d’inhibitions de la croissance de la souche Erwinia carotovora par

les souches de Serratia plymuthica

Les résultats indiqués dans le tableau 1 (Annexe II) montrent une différence significative
(P =0.001 <0,05) sur la croissance remarquable d’Erwinia amylovora et Erwinia carotovora par

Pseudomonas fluorescens et Serratia plymuthica.

Les résultats montrent que la souche Erwinia amylovora inhibé par toutes les souches
bactériennes utilisées sur le test (Pseudomonas fluorescens et Serratia plymuthica) sauf une
seule souche de Pseudomonas fluorescens NB, les plus grandes zones d’inhibitions étant de
16.66 mm pour la souche (NC) et 14.66 mm pour la souche (A) pour la méthode des cylindres
gélosés et de 13.33 mm pour les souches (NG et NK) et 16 mm pour la souche (A) pour la
méthode de diffusion sur disques (figures 24 et 25).

Par contre, la souche d’Erwinia carotovora (194) elle est sensible seulement pour les 2
souches de Serratia plymuthica (SOL et MAI) avec un diametre de 9.33 mm pour la souche
(SOL) et 7.33 mm pour la souche (MAI) pour la méthode de diffusion sur disques, pour la
méthode des cylindres gélosés un diameétre de 9.33 mm pour la souche (SOL) et § mm pour la
souche (MAI). L’activité inhibitrice pour les autres souches bactériennes n’était pas observée

(figure 25).
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Figure.24 : Influence de Pseudomonas fluorescens sur la croissance d 'Erwinia

amylovora (1430)

Figure.25 : Influence de Serratia plymuthica sur la croissance d’Erwinia amylovora (1430) et
Erwinia carotovora (194), par les 2 méthodes utilisées
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3.2. Recherche de I’activité antifongique

3.2.1. Confrontation directe

Les souches de Pseudomonas fluorescens et Serratia plymuthica a été¢ confrontée avec
trois souches fongiques pathogenes (Fusarium roseum, Alternaria alternata, Aspergillus niger)

sur milieu PDA.

Les figures (26), (27) et (28) illustrent la capacité des souches Pseudomonas fluorescens
et Serratia plymuthica a inhiber la croissance mycélienne des trois souches de moisissures

pathogenes. Cette inhibition se traduit par la réduction du diamétre des colonies de Fusarium

roseum, Alternaria alternata, Aspergillus niger par rapport au t€émoin.

Figure.26 : Croissance de Fusarium roseum. En absence et en présence des souches de
Pseudomonas fluorescens et Serratia plymuthica (photo personnelle)

Figure.27 : Croissance d’Aspergillus niger. En absence et en présence des souches de
Pseudomonas fluorescens et Serratia plymuthica (photos personnelle)
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Figure.28 : Croissance d’Alternaria alternata. En absence et en présence des souches de
Serratia plymuthica (photo personnelle)
La croissance de certaine souche (Fusarium roseum et Alternaria alternata) est tres
lente dans le cas de confrontation directe, ceci signifie que 1’antagoniste montre une capacité
d’arréter le développement du parasite avec formation d’une zone d’inhibition entre les colonies

confrontées avec une largeur variable selon I’isolat.

Les résultats de cet essai indiquent que le développement des champignons
phytopathogeénes semble étre entravé par les souches antagonistes, a l'exception d’Aspergillus
niger qui a montré pratiquement la méme vitesse de croissance avec et sans traitement par les
souches antagonistes sauf quelques souches. Concernant les autres especes, les valeurs de
croissance mycélienne journaliere de ceux-ci sont moins importantes en présence des souches de

Pseudomonas fluorescens et Serratia plymuthica.

D’apres la figure (29), on remarque que le meilleur taux d’inhibition est celui de
pseudomonas fluorescens la souche (NI) sur Fusarium roseum (79%), suivi d’Alternaria
alternata par la souche (NK) d’un pourcentage (68%), Le pourcentage d’inhibition d’Aspergillus

niger par la souche de Pseudomonas fluorescens (NA) est (41%).

On remarque aussi que le meilleur taux d’inhibition est celui de Serratia plymuthica la
souche (A) sur Aspergillus niger (82%), suivi de Fusarium roseum par la souche (MI) d’un
pourcentage (63%), Le pourcentage d’inhibition d’Alternaria solani par la souche (MI) est

(54%).

Les résultats des taux d’inhibition montrent que les souches antagonistes utilisées soient
les souches de Pseudomonas fluorescens ou Serratia plymuthica ont un pouvoir inhibiteur sur les

souches fongiques et la croissance mycéliennes qui se différe d’une espéce a ’autre (figure 29).

i’

Page 55



Chapitre IV Résultats et discussion

0%

80%

qmimt

MA MB MNC ND NE MNF NG NH NI 500 MAL ML M3

o

Ed Ed g E

Taux d'inhibition (%)

g

B Fusarium roseum B Alternarizalternata W Aspergillus niger

Figure.29 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne des champignons
Phytopathogénes par Pseudomonas fluorescens et Serratia plymuthica

Selon les résultats obtenus (Annexe I) (tableau 2) nous pouvons dire que la
confrontation par les bactéries antagonistes a un effet statiquement significatif sur les taux
d’inhibitions par 1’utilisation de la méthode directe de confrontation puisque la valeur p est
inférieur a (<0.05). Cela veut dire qu’il existerait qu’une seule différence entre les taux
d’inhibitions en fonction des agents antagonistes utilisés dans le test ce qui confirme I’hypothése

que les isolats pathogénes sont tous sensibles.

3.2.2 Méthodes de diffusion sur disques et technique de cylindre d’agar :

La production de métabolites antifongiques par les souches de Pseudomonas
fluorescens et Serratia plymuthica est mise en évidence par la technique des cylindres d’agar et

la méthode de diffusion sur disques en utilisant le milieu PDA.

Apres incubation, la présence des zones d’inhibition indique un résultat positif. Cette
zone est observée autour des disques des souches antagonistes, ce qui signifie que ces bactéries

produisent des molécules antifongiques capables de stopper la croissance des champignons tests.
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Le diametre d’inhibition est mesuré par une regle graduée. L’absence de zones d’inhibition

claires autour des disques d’agar, indique un résultat négatif.

Pour la méthode de diffusion sur disques, les résultats de 10 souches de Pseudomonas et
5 souches de Serratia montrent des résultats positifs et des résultats négatifs vis-a-vis d’au moins
une souche test utilisée. Les deux souches NA et NB sont actives sur les quatre champignons
(Fusarium roseum, Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Aspergillus niger). Cependant,
que Alternaria altenata est le plus sensible avec un diamétre de 17 mm pour NA et 18 mm pour
NB, suivi fusarium roseum aves un diametre de 14 mm pour NA et 12 mm pour NB, Fusarium
oxysporum 10 mm pour NA et 12 mm pour NB, 4Aspergillus niger 8 mm pour NA et 11 mm pour

NB.

Pour la méthode des cylindres gélosées les deux souches de Pseudomonas fluorescens
NA et NB sont active uniquement pour Fusarium roseum par un diametre de 16 mm pour (NA et
NB), pour Alternaria alternata un diamétre de 16 mm pour NA et 20 mm pour NB, et ne sont
pas active pour les autres champignons (Fusarium oxysporum, Aspergillus niger), les taux (ou
les diametres) des zones d’inhibitions des souches fongique confrontées au NA et NB sont

indiqués dans la figure 30.

25

-

Diamétes des zone d'inhibition {(mm)

MNA ME MNA MNB
Diffusion disques Cylndres gelosés

B Fusarium roseunt B Fusarium oxysporum B Alternaria aiternata @ Aspergillus niger

Figure.30 : Représentation graphique des taux d'inhibitions des champignons par les souches de

Pseudomonas fluorescens NA et NB.
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Les résultats de la méthode de diffusion sur disque représentés dans la figure 31 montrent

que la souche NC a un pouvoir inhibiteur uniquement sur 4Aspergillus niger avec un diamétre de
7 mm, par contre aux autres souches fongiques elle n’a pas un pouvoir inhibiteur, au contraire les
résultats de la méthode de cylindres gélosées montrent que la souche NC a un pouvoir inhibiteur
seulement sur la souche d’Alternaria alternata avec un diameétre de 14 mm, et aucun pouvoir

inhibiteur pour les autres souches fongiques.

NC

=T

Diamétres d'inhibitions (mm)

NC NC
diffusion disques cylindresgeloses

B Fusarium roseum B Fusarium oy gaorum Alternaria alternata m Aspergillus niger

Figure. 31 : Représentation graphique des taux d'inhibitions des champignons par la

souche de Pseudomonas fluorescens NC.

Pour les souches ND, NE, NF, NG, NH, NI et NK (figure 32) en utilisant la méthode de
diffusion sur disques montrent une absence de zone d’inhibition pour certains champignons. La
souche ND est active uniquement sur Fusarium oxysporum avec un diamétre de 8§ mm, et sur
Aspergillus niger avec un diametre de 7 mm, et aucun effet inhibiteur pour Fusarium roseum et
Alternaria alternata. Pour les souches NE et NG qui sont actives sur Fusarium roseum et
Aspergillus niger uniquement, avec un diametre d’inhibition respectivement 16 mm et 10 mm
pour NE et 13 mm et 09 mm pour la souche NG. Pour les souches NF, NH, NK aucun pouvoir
inhibiteur sur les souches fongique, en exception sur Aspergillus niger avec des diameétres
respectivement de 8 mm, 9 mm et 10 mm. Pour la souche NI a donné un diametre de 16 mm sur
Fusarium roseum, 10 mm sur Fusarium oxysporum et 11 mm pour Aspergillus niger (figure 33)

et aucun effet sur Alternaria alternata.
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Pour la méthode des cylindres gélosées (figure 32), la souche NC active uniquement sur

Alternaria alternata avec un diamétre de 14 mm, les souches ND, NF, NH, NK, démontrent une
nulle formation de la zone d’inhibition pour toute les souches fongique (Fusarium roseum,
Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Aspergillus niger), pour NE, NG et NI ont un
pouvoir inhibiteur seulement pour Fusarium roseum avec les diamétres suivant (10 mm pour

NE, 14mm pour NG et NI)

18
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10 ¥ ¥

Diamétres d'inhibitions (mm)
|
|
{

=T - B R = L -}

MD ME MNF NG MNH NI NK MD ME MNF MG MNH NI NK
diffusion disques oyindres gélosés

B Fusarium roseum B Fusarium oxysporum W Alternaria alternata m Aspergillus niger

Figure. 32 : Représentation graphique des taux d'inhibitions des champignons par les souches de

Pseudomonas fluorescens.

Figure. 33 : Résultats de test de confrontation sur Aspergillus niger par les souches de

Pseudomonas fluorescens
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L’analyse des résultats relatifs (Figure 34) a la croissance chez quatre souches fongiques

étudiés soumis a I’action des 5 souches sélectionnées de Serratia plymuthica, selon la méthode
de diffusion sur disques ont montré un effet antagoniste contre les 4 souches fongiques, il s’agit
de MAI, SOL, MI, M3, A, pour Fusarium roseum est sensible uniquement pour les 2 souches
SOL et MAI avec des diamétres (15 et 13 mm), pour les autres souches, Fusarium oxysporum les
souches SOL et MAI ont marquées des diametres de 11 mm, les souches MI et A ont marquées
des diamétres de 14 mm et la souche M3 un diamétre de 13 mm, Alternaria alternata le diamétre
le plus ¢€levé est de la souche A avec un diamétre de 28 mm, suivi diamétre de 25 mm pour la
souche MI et 22 mm pour SOL, 9 mm pour MAI et pour la souche M3 aucun effet inhibiteur
marqué, pour Aspergillus niger a marqué un effet inhibiteur pour toute les souches de Serratia
plymuthica, le diamétre plus élevé est de la souche A (19 mm), suivi 17 mm pour la souche MI,

11 mm pour SOL, 10 mm pour MAI et 8§ mm pour la souche M3.
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Figure. 34 : Représentation graphique des taux d'inhibitions des champignons par les souches de

Serratia plymuthica.

Parmi tous les 5 isolats de Serratia plymuthica, on a retenu seulement deux souches qui
représentent une activité contre les quatre agents pathogénes Fusarium roseum, Fusarium
oxysporum, Alternaria alternata et Aspergillus Niger (SOL, MAI) et les autres souches (M1, A)
représentent une activité uniquement contre Fusarium oxysporum, Alternaria alternata,
Aspergillus niger et pour la souche (M3) a une activité contre Aspergillus niger seulement. Selon
la méthode appliquée technique des cylindres gélosés. L'action antagoniste se traduit par une

faible croissance mycélienne pour Fusarium oxysporum et Aspergillus niger. Le taux d'inhibition
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de la croissance mycélienne des agents pathogenes varie d'u isolat a une autre et cela, quelle que

soit la technique utilisé (technique des cylindres gélosées).

Pour D’agent Fusarium roseum les deux souches (SOL et MAI) représentent
respectivement les diamétres (18 et 12 mm), pour I’agent Fusarium oxysporum (SOL et MAI)
représentent un diametre de (8 et 6 mm), pour 1’agent Alternaria alternata les souches (SOL et
MAI) représentent des diameétres (10 et 8 mm), pour Aspergillus niger (SOL et MAI)
représentent les diameétres (12 et 8 mm). Pour les autres souches de Serratia, les souches MI et A
représentent des diametres plus €levés que les autres souches utilisées, le diamétre le plus ¢élevé
est 24 mm pour la souche A contre 1’agent Alternaria alternata, suivi un diamétre de 18 mm
pour la souche MI et A contre Fusarium oxysporum et 16 mm pour la souche A contre

Aspergillus niger (figures 35 et 36)

Figure. 35 : Résultats de test de confrontation sur Aspergillus niger par les souches de Serratia
plymuthica (Photos personnelle)

Figure. 36 : Résultats de test de confrontation sur Alternaria alternata et Fusarium oxysporum

par les souches de Serratia plymuthica (Photos personnelle)
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Discussion :

Les zones d'inhibition observées entre les bactéries et 1’agent pathogeéne, peuvent étre
dues a l'effet de substances inhibitrices diffusibles produites par les bactéries provoquant

I’inhibition de la croissance mycélienne de 1’agent pathogene.

Les résultats dans Erwinia amylovora sont positifs presque avec toutes les souches de
Pseudomonas fluorescens et Serratia plymuthica et cela les mémes résultats ont été trouvés par
les travaux de Jabrane ef al. (2002) qui ont montré que la souche J7 de Serratia plumythica a

une activité contre nombreuse souches d’Erwinia amylovora.

Les résultats dans Erwinia carotovora est négatifs avec toutes les souches de
pseudomonas. D’aprés Xu, G-W et Gross. (1986) les améliorations dans la lutte biologique
contre Erwinia carotovora peuvent étre obtenues en sélectionnant des souches de Pseudomonas
fluorescens plus antagonistes de Erwinia carotovora. subsp. Carotovora, il serait également
nécessaire de maintenir des populations plus élevées de Pseudomonas, il reste donc un certain
nombre de défis a relever pour mettre au point un systéme de lutte biologique efficace contre E.
carotovora, pour ce faire, il faudra élucider les facteurs environnementaux qui influencent la
croissance et la survie des Pseudomonas et les mécanismes de base qui sous-tendent leur

interaction antagoniste avec Erwinia carotovora.

La production de métabolites antifongiques, en particulier les antibiotiques, joue un
role important dans la suppression des champignons. Une autre possibilité est que les isolats
bactériens appauvrissent le milieu de culture et inhibent ainsi la croissance du champignon
(Jamalizadeh, 2008). En effet, Islam et Hossain (2013) disent que la compétition entre les
bactéries et les phytopathogenes a longtemps été considéré comme un moyen important pour
¢liminer les maladies des plantes. Selon O’sullivan et O’gara (1992), la production de

sidérophores par les bactéries rend le fer non disponible pour les champignons pathogénes.

Nous avons supposé¢ que ces phénomeénes : pathogénicité, stimulation et' suppression
sont dus a l'excrétion dans le milieu extracellulaire de métabolites secondaires. La plupart des
bactéries Gram négatives secrétent des protéines dans le milieu extracellulaire (Degroot, 1991).
Les souches de Pseudomonas, quant a elles secrétent 2 types de métabolites secondaires
potentiellement cytotoxiques, il s'agit de phénazines et de protéases (Levy, 1992). Il est

actuellement admis que les Pseudomonas fluorescentes douée d'une activité suppressive vis-a-vis
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des champignons phytopathogénes sont connues en partie pour leur action sécrétoire de

substances antifongiques (James et Gutterson, 1986 ; Vincent ef al ; 1991).

Les résutats dans Fusarium oxysporum sont positifs avec les souches de Pseudomonas
fluorescens plus particulierement les souches (NA, NB, ND, NI) et cela est les mémes résultats
ont été¢ trouvés par les travaux de (Mezaache, 1997) et (Mezaache, 2012). Les résultats
apportent que les Pseudomonas spp. fluorescens possédent un énorme potentiel d’amélioration
des rendement des cultures, mais le succes de leur exploration reste limité au niveau des champs.
Ceci est en partie di a I’incompréhension de la dynamique des populations au niveau de leur
environnement. Si ces Pseudomonas sont des PGPR, il est crucial de comprendre comment ces
inoculas compétent avec les populations indigénes rhizosphérique. L’introduction de ces
bactéries échoue le plus souvent, car ces organismes ne peuvent pas recoloniser les racines, ou
encore colonisent les racines, mais sont incapable de produire les métabolites impliqués dans le
biocontrole dans la nouvelle niche. Et aussi les mémes résultats ont été trouvés par Sageera. S et

al. (2012).

Les résultats dans Alternaria alternata sont positifs pour quelques souches de
Pseudomonas fluorescens (NA, NB, NC, ND), ces conclusions renforcent celles d’autres auteurs
qui montrent que certains isolats des Pseudomonas fluorescens ont une activité inhibitrice sur
Alternaria alternata (Renga ramanujam et Kulothungan, 2011) et (Renga ramanujam et

al., 2011).

Les résultats dans Aspergillus niger sont positifs pour toutes les souches de
Pseudomonas fluorescens concernant la méthode de diffusion sur disques, et cela est les mémes
résultats ont été trouvés par les travaux Sageera. S et al. (2012). Les résultats montrent que les

souches de Pseudomonas fluorescens ont un effet antifongique pour Aspergillus niger.
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Conclusion :

L’effet des bactéries antagonistes sur les bactéries et champignons phytopathogenes a
montré existence d’une inhibition de croissance bien claire, variable d’une souche a I’autre et

d’un pathogene a ’autre.

En effet, d’apres les résultats d'affiliation, la souche pathogéne appartient a espece de
Fusarium c’est (Fusarium oxysporum) et la souche pathogeéne du genre Alternaria sp c’est

Alternaria alternata

La lutte biologique contre ces phytopathogeénes, est mise en €vidence en utilisant 15
souches des bactéries telluriques, 10 souches de Pseudomonas fluorescens et 5 souches de

Serratia plymuthica.

L'effet de I'activité antagoniste des souches de Pseudomonas fluorescens et Serratia
plymuthica contre les 2 espéces d’Erwinia, a été étudié selon deux méthodes, confrontation par

la méthode de diffusion sur disques et méthode des cylindres gélosées.

Les résultats d’activité antibactérienne montrent que la souche d’Erwinia amylovora a
été inhibé presque par toute les souches antagonistes (Pseudomonas et Serratia) avec des
diamétres varient de 8 a 16 mm, par contre la souche d’Erwinia carotovora a été inhiber
uniquement par les 2 souches de Serratia plymuthica (SOL et MAI) aves des diamétres varient

de 7249 mm.

Les résultats de la confrontation directe sur les 3 champignons pathogénes (Fusarium
roseum, Alternaria alternata, Aspergillus niger) montrent des pourcentages d'inhibitions varient
de 41% a 82% selon les especes pathogenes et antagonistes testées, alors que les résultats de la
confrontation de deux autres méthodes (diffusion sur disque et cylindres gélosés) sur Fusarium
roseum, Fusarium oxysporum, Alternaria alternata et Aspergilus niger montrent des diamétres
varient de 7 a 20mm. Sachant que les souches SOL et MAI de Serratia plymuthica ont des effets

inhibiteurs sur la croissance de toutes les souches des champignons pathogenes utilisées.
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Perspective :

Utilisation des résultats de ce travail in vitro et faire des essaies in vivo sur des fruits
immatures ou sur petite plantule pour voir I’effet de ces bactéries antagonistes sur les agents

pathogénes, pour savoir s’il existe toujours une inhibition de croissance.
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Résumé

Résumé

La présente étude a été effectuée dans le but de lutter contre les agents phytopathogénes
(bactériens et fongiques), 2 bactéries phytopathogeénes, 4 champignons phytopathogénes.
L'identification des souches a été effectuée selon les caractéres macroscopique et microscopique

et des tests biochimiques pour I’identifications des bactéries,

Activité antibactérienne a montre qu’Erwinia carotovora a été inhibe que par des
souches de Serratia plymuthica SOL et MAI, alors qu’Erwinia amylovora a été inhibé presque
par toutes les souches de Pseudomonas et Serratia, avec une différence de diameétre d’inhibition

de la croissance des pathogénes d’une souche antagoniste a I’autre.

Activité antifongique a montre qu’il y a une différence de la croissance entre différentes
souches antagonistes, sur différentes especes fongiques selon différentes méthodes, avec résultat
meilleur en utilisant la méthode de confrontation directe par rapport a la méthode de diffusion
sur disque et des cylindres gélosées. Sachant que les souches SOL et MAI de Serratia

Plymuthica ont des effets inhibiteurs sur toutes les souches de champignons pathogene utilise.

Mots-clés : lutte biologique, activité antagoniste, bactéries phytopathogenes,

champignons phytopathogenes, croissance, confrontation



Abstract

Abstract

This study was conducted to control phytopathogenic agents (bacterial and fungal), 2
phytopathogenic bacteria, 4 phytopathogenic fungi. Strain identification was performed
according to macroscopic and microscopic characteristics and biochemical tests for bacterial
identification,

Antibacterial activity showed that Erwinia carotovora was inhibited only by strains of
Serratia plymuthica SOL and MAI, while Erwinia amylovora was inhibited almost by all strains
of Pseudomonas and Serratia, with a difference in pathogen growth inhibition diameter from one
antagonistic strain to the other.

Antifungal activity shows that there is a difference in growth between different
antagonist strains, on different fungal species according to different methods, with better result
using the direct confrontation method compared to the diffusion method on disk and agar
cylinders. Knowing that the SOL and MAI strains of Serratia plymuthica have inhibitory effects
on all strains of pathogenic fungi used.

Keywords : biological control, antagonistic activity, phytopathogenic bacteria, phytopathogenic
fungi, growth, confrontation
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Annexe [

e Préparation des milieux de cultures utilisés

¢ Milieu PDA : (Potato Dextrose Agar)

P : pomme de terre ........ccovveeeveeeiieeeiieeieeeen 200g.
D: D- GIUCOSE ..o 15¢g.
A Aar- AZar......ooeeeciiieiieiiee et 18 g.
- Eau distillée........cooevieniniiniiiiciiieiee 1000 mL.

- stérilisation a ’autoclave 121°C

¢ Milieu LPGA : (milieu sélectif a base de Peptone — Extrait de levure peptone-agar).

L : Extrait de levure ........cccocovveviiiencieeeiie e, Sg.

P: Peptone .......oeeveeiiiieieiiieeeeeeeeee e Sg

G: GIUCOSE.....eeieniieeceeeee e 10 g.
A Agar- AGar......oooveieiiiiiiiiieeee e 20 g.

- Eau distill€e.......cccoviiiiiiiiii, 1000 mL

% King B :

- Peptone dite "B"........oooiiie e 20 g.

€ 1) 1<) (o) EO SRR 10 ml.
- Hydrogénophosphate de potassium ..................... 1,5¢g.

- Sulfate de magnésium heptahydraté................... 1,5¢g

- Agar purifi€.......oocveviiiiiiiiiieiee e 20g.
FPH s 7,2
-Eau distillée.......oooeiniiiiiiiiie 1000 mL

STrypton coo o 10g
-Extraitde levure :..........cooooiiiiiiii S5¢g
-NaCl (sel de cuisine):...........cooevevniiiinieiniennn.n 5¢g
FA AT L 20g
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“*Milieu LB liquide :

STrypton coo o 10g
-Extraitde levure :..........cooooiiiiiiii S5¢g
-NaCl (sel de cuisine):............coevevniiinieineennn.n. 5¢g
-Bau distillée. ... 1000 mL

X/

** Milieu Levane :

- Extraitde levure............coooiiiiiiiii 2g

- Bactopeptone (Difco).........coovviiiiiiiiiiiin. Sg

= SACCHATOSE. ....ocvvieiieeiie et 50g
-Chlorure de sodium..............cooeiiiiiiiiiiiiiiin, S5g

- Agar bactériologique...........cooviiiiiiiiii 20g

NB : Apres autoclavage a une température 121°C pendant environ 20 minutes,

le milieu est laissé a refroidir suffisamment pour pouvoir le couler en boites de Petri.
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Annexe Il

Tableau 1 : Effet des bactéries antagonistes sur la croissance d’Erwinia amylovora et Erwinia

carotovora selon les 2 méthodes utilisées

Erwinia carotovora 194 Erwinia amylovora 1430
(1 +o) (1 +o)
P

(mm) (mm)
Méthode Cylindre 1,15%3,06 12,04° +4.14 0,001
gélosée
Méthode de Diffusion 1,111%2,956 11,511°+4,105 0,001
sur disque

Tableau 2: Effet des bactéries antagonistes sur la croissance des quatre champignons

pathogenes par la méthode directe de confrontation

Fusarium roseum | Alternaria alternata | Aspergillus niger
(1 +0) (1 +0) (1 +0) p
(mm) (mm) (mm)
Méthode directe | 16,400°+ 7,119 12,800 +£3,321 71,067°+22,843 0,0001

NB : Les lettres différentes dans une méme lignes correspondent & une signification

(p<0,05) selon le test de de Wilcoxon ou selon le test de Friedman.
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