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Introduction

En 2004, I’Organisation des Nations Unies (ONU) a estimé que vers la fin de I’année
2050 la population humaine va atteindre 8,9 milliard d’habitants sur terre. Cependant, ces
présomptions ont été corrigees vers la fin de I’année 2015, signalant que notre planéte est
supposée abriter plus de 9,725 et 11,213 milliard d’habitants vers la fin des années 2050 et
2100, respectivement (UN. 2004 ; Ashraf et al., 2012 ; UN. 2015). Cette augmentation de la
population ajoutée a la salinisation des sols et a la dégradation de I'environnement a accentué

les besoins nutritionnelles au niveau planétaire (Shahbaz et Ashraf, 2013).

L’agriculture constitue la source principale de nutrition pour I’humanité. Et pour
satisfaire les besoins nutritionnels de cette population en augmentation continue, la production
agricole doit subir une augmentation considérable. En prenant I’exemple de la production
ceréale, pour satisfaire la consommation humaine en 2025 en ces produits, la quantité produite
doit augmenter de 585 a 828 millions de tonnes en représentant ainsi une augmentation de 42%
(Ashraf et al., 2012). Cependant, la production agricole est affectée par des stresses abiotiques
(salinité, sécheresse, métaux lourds ...etc.) et stresses biotiques causés par les ravageurs de
cultures (nématodes, protozoaires...etc.) et par des microorganismes phytopathogénes (virus,
bactéries et champignons).

Pendant les trois dernieres décennies, les agriculteurs sont devenus dépendants des
produits chimiques comme méthodes relativement fiables de protection des récoltes contre les
phytopathogenes (Jan et al., 2011). Néanmoins, les effets néfastes qu’exercent ces produits
chimiques sur la santé humaine (ils ont la faculté de persister en s’accumulant a diverses étapes
de la chaine alimentaire) et environnementale (en exposant la communauté microbienne
bénéfique du sol a des concentrations excessives en produits chimiques), ajoutant a I’apparition
de résistance chez les agents phytopathogenes vis-a-vis les composés chimiques utilisés,
constituent des inconvénients majeurs pour la lutte chimique (Corbaz, 1990 ; Botelho et
Mendonca-Hagler, 2006).

Ces inconvénients de la lutte chimique ont conduit & la recherche d’une méthode de lutte
écologique et durable, et donc une méthode de lutte biologique. La lutte biologique repose
principalement sur I’élimination d’un ravageur ou d’un agent pathogene par son ennemi naturel
(Lepoivre, 2003).

Plusieurs travaux ont été rapportés sur I’utilisation des bactéries/rhizobactéries
promotrices de la croissance des plantes (PGPB/R) comme agents de lutte biologique et comme
stimulateurs de la croissance des plantes (Jeon et al., 2003 ; Dey et al., 2004 ; Tabli et al., 2014;
Noumavo et al., 2016 ).
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Dans cette optique, notre travail a porté sur I’isolement de bactéries rhizosphériques
productrices de substances antifongiques et stimulatrices de la croissance des plantes via
quelgues mécanismes (ex : production de I’AlA).

Le manuscrit est scindé en deux parties :

-Une partie bibliographique qui comprend une synthése d’un ensemble de donnée sur les

bactéries telluriques promotrices de la croissance des plantes (PGPB) et sur les champignons

phytopathogenes

- Une partie pratique comprenant la partie matériel et méthodes et la partie résultats et
discussion.

- Enfin, une conclusion qui retrace I’ensemble des résultats de ce travail réalisé.
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I- Les bactéries telluriques promotrices de la croissance des plantes (PGPB)
1. Le sol

Le sol est la couche supérieure de la cro(te terrestre, composé de matiere minérale, de
matiere organique, d'eau, d'air et d'organismes. Le sol provient de laltération et de la
transformation des roches sous I'action des changements climatiques, de I'atmosphére et des
échanges d'énergie qui s'y manifestent (Barles et al., 1999). Il est considéré comme un
systtme dynamique complexe qui évolue en permanence sous le processus de
biotransformation par les micro-organismes (bactéries, champignons, etc.) et de transfert des
éléments ou des composés (Lynch, 1990).

1.1. La rhizospheére

Le terme «rhizosphere» dérive d’un mot grec « Rhizo »=racine et « Sphére »=
champs d’influence (Morgan et al., 2005). Selon Hiltner (1904), la rhizosphere est le volume
du sol qui entoure les racines et dans lequel la microfaune est influencée par ces derniéres.
Elle est aussi définie comme étant la zone biologiquement active qui représente un habitat
propice a la colonisation microbienne du sol ou les interactions racines -microorganismes sont
régulées par une variété de composés synthétisés, accumulés et sécrétés par les racines des
plantes et qui agissent comme des attractants chimiques pour diverses communautés
microbiennes hétérogénes (Prescott et Klein, 1999 ; Walker et al., 2003 ;Ahmad et Kibert,
2013). Dans le sol, les bactéries sont les organismes les plus variés et les plus nombreux, leur
densité est de I'ordre de 10°UFC par gramme du sol. Cependant, la densité des populations de
la microflore associées aux racines est significativement plus élevée dans la rhizosphére que
dans le sol nu (Davet, 1996 ; Van, 2007 ; Valencia, 2008).

1.2. Les Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR)

Le terme PGPR provenant de I’anglais « Plant Growth Promoting Rhizobacteria »
désigne les bactéries qui exercent un effet bénéfique sur la croissance et le développement des
plantes par différents moyens (Abnatura, 2013). Généralement, elles sont des souches trés
compétitives capables de coloniser le systéeme racinaire des plantes riches en éléments
nutritifs, leur abondance dans le sol s’explique par leur multiplication rapide et leur capacité a
utiliser une grande variété de substrats comme source d’énergie et d’éléments nutritifs. Les
PGPRs sont divisés en deux grands groupes en fonction de leur relation avec les plantes
hotes : les bactéries libres (non rhizosphériques), vivants dans le sol et n’utilisant pas les

]
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exsudats racinaires pour leur croissance et les bactéries symbiotiques a effet direct sur les
composés organiques présents dans les racines. Les PGPRs forment un groupe hétérogéne de
bactéries dont les genres les plus étudiés sont: Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter,
Enterobacter , Bacillus, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas et Rhizobium qui
favorisent la croissance des plantes par des mécanismes directs et/ou indirects (kloepper et al.,
1999, Barraquio et al., 2000 ; Ahmad et al., 2008 ;Wang et al., 2014).

2. Mécanismes impliqués dans la stimulation de la croissance des plantes
par les PGPR

Les PGPR influencent la santé des plantes et la productivité par une variété de
mécanismes qui impliquent la solubilisation des minéraux, I’apport d’éléments nutritifs, la
stimulation de la croissance des racines, la suppression des maladies racinaires (Martinez-
Viveros et al.,, 2010), la synthése d’enzymes hydrolytiques, I’élimination des agents
phytopathogénes a travers la compétition et I’induction des mécanismes de résistance de la
plante (Antoun et Prévost, 2005). Ces mécanismes influencent la croissance des plantes par
action directe ou indirecte (Kloepper, 1993 ; Glick et al., 1999 ; Vessey, 2003 ; Martinez-
Viveros et al., 2010).

2.1. Les mécanismes directs
La promotion directe de la croissance des plantes peut se produire par plusieurs processus :
2.1.1. Fixation d’azote

L’azote constitue le plus souvent un facteur limitant, il se trouve fréquemment sous
forme gazeuse (N2), inaccessible aux animaux et aux plantes ou aucune espéce végétale n'est
capable de fixer I’azote atmosphérique et de I'utiliser directement pour sa croissance (Pujic et
Normand, 2009 ; Arora et al., 2012). Les PGPRs les plus connus pour leur role de stimulation
des plantes gréce a leur capacité de fixer I’azote atmosphérique sont : Azoarcus sp.,
Burkholderia sp., Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum ; Azotobacter
Paenibacillus et Azospirillum brasilense, qui transforment I'azote atmosphérique en
ammoniac en utilisant un systéme enzymatique complexe connu sous le nom de la nitrogénase
(Weyens et al., 2010 ; Arora et al., 2012).
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2.1.2. Solubilisation du phosphate

Le phosphore constitue I’élément le plus important apres I’azote, c’est le nutriment
vital pour la croissance et la productivité des plantes qui sont capables seulement d’absorber
les formes solubles mono- et dibasiques. Il joue un rdle primordial dans les processus
métaboliques (La photosynthése, le transfert d'énergie, biosynthése macromoléculaire et la
respiration), il est présent sous forme insoluble, immobilise et précipité. Par ailleurs, les
microorganismes solubilisant le phosphate sont abondants dans le sol et dans la rhizosphere
de la plupart des plantes, ils convertissent les phosphates insolubles en forme soluble, en
libérant le phosphate lié par solubilisation et minéralisation, et ceci est réalisé grace a
I'acidification, la chélation et la production d'acides organiques tels que I’acide gluconique.
Les especes appartenant aux genres bactériens comme : Arthrobacter, Bacillus, Enterobacter,
Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus et Serratia ont la capacité de solubiliser le phosphate
dans le sol (Arora et al., 2012 ; Bhattacharyya et al., 2012 ; Gupta et al.,2015).

2.1.3. La production de sidérophores

Le fer est I’'un des oligoéléments les plus importants pour la croissance microbienne, il
agit comme un régulateur global de nombreux processus cellulaires, métaboliques et
biosynthétiques. Dans des conditions de carence en fer, les bactéries aerobies produisent des
métabolites secondaires appelés sidérophores. Bien que les champignons phytopathogénes
synthétisent des sidérophores, ceux-ci ont généralement une faible affinité pour le fer par
rapport & ceux produits par les PGPRs (Schippers et al., 1987 ; Briat ,1992; Ratul, et al.,
2012).

Les sidérophores fixent le fer ferrique (Fe®") et le transforment en sa forme soluble qui
est le fer ferreux (Fe?"). Ils sont également utilisés dans la lutte biologique contre les
champignons phytopathogénes en s’appropriant des ions ferriques présents dans la
rhizospheére, ils les rendent non disponibles aux champignons pathogénes, ce qui provoque
une diminution de leur croissance (Glick et Pasternak, 1998 ; Ongena et al., 2002).

2.1.4. La production des phytohormones

Il existe deux sources de phytohormones naturellement disponibles pour les plantes :
production endogéne par les tissus de la plante et exogene par des micro-organismes associés.
Les PGPRs produisent différentes phytohormones comme : I'AlA (Acide indole acétique :

auxines), l'acide gibbérellique et les cytokinines. Ce sont des petites molécules de signal
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produites en tres faible concentration influencant les processus biochimiques, physiologiques
et morphologiques dans les plantes (Han et al., 2005 ; Baca et Elmerich, 2007 ; Kloepper et
al., 2007 ; Martinez-Viverosl et al., 2010).

L'auxine est la plus importante des hormones de croissance des plantes. Elle est
impliquée dans plusieurs processus, y compris la division cellulaire, la différenciation et la
formation de faisceaux vasculaires, et elle a un effet positif sur I'initiation de la croissance et
I’élongation des racinaire. Elle augmente également la ramification des racines et améliore
I'absorption de minéraux et d'eau (Paten et Glick, 2002 ; Ahmad et Kibret, 2013 ; Gupta et al.,
2015).

Les cytokinines et les gibbérellines sont aussi des phytohormones impliquées dans la
modification de la morphologie des plantes et la stimulation de la croissance de la partie
aérienne (Van Loon, 2007). Les Gibbérellines ou (acide gibbérellique) forment le groupe de
phytohormones impliqué dans la modification de la morphologie de la plante par I’extension
des tissus, en particulier de la tige. Ils affectent les processus de reproduction dans une large
variété de plantes et retarde la sénescence des fruits et des feuilles. Les cytokinines sont
retrouvées dans les racines, les tiges, les feuilles, les fleurs, les fruits et les graines, mais une
forte évidence indique que la racine est le site principal de la biosynthese de cytokinines
(Hopkins, 2003 ; De Salamone et al., 2005).

L'éthyléne et un régulateur impliqué dans la stimulation de la croissance des plantes a
des concentrations modeérées. Dans les conditions du stress (salinité, pollution par les métaux
lourd...etc.), la plante augmente la sécrétion de I’éthyléne, ce qui induit I’inhibition de la
croissance des racines (Saleem et al., 2007).

2.2. Les mécanismes indirects

Le principal avantage de I'utilisation des PGPRs est la résistance conférée aux plantes
contre les maladies causées par les agents pathogenes. Les rhizobactéries jouent un role
majeur dans la lutte contre ces agents, ou un large spectre des maladies bactériennes,
fongiques et parasitaires est supprimé via la production d'antibiotiques, compétition (pour les
éléments nutritifs, I’oxygéne et I’espace), l'activation de la resistance systématique induite
(ISR) et la production des enzymes (chitinase, protéase, lipase), cette protection est nommée
biocontrole.
De plus, les PGPRs peuvent étre utilisées comme un biofertilisant efficace dans I’amélioration
du rendement des cultures par la production d’enzymes telles que (cellulases, amylases, etc.)
(Lugtenberg et Kamilova ,2009 ; Glick, 2012 ; Tariq et al., 2014).
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2.2.1. La compétition

La compétition pour I'espace et les nutriments est un mécanisme biologique utilisé par
les PGPRs pour eliminer les phytopathogenes. Cette compétition entre deux ou plusieurs
microorganismes concerne soit les éléments nutritifs, I'espace ou les autres facteurs
environnementaux qui deviennent limitatifs pour leur croissance (Dommergues et Mangenot,
1970 ; Shameer et Prasad, 2017). Un agent antagoniste efficace doit étre un colonisateur
agressif capable d'utiliser rapidement et efficacement les éléments nutritifs présents en faible
concentration dans le sol, cette interaction entre les bactéries bénéfiques et les pathogénes est
influencée par la densité et I’intensité de I’activité des rhizobactéries (Jijakli, 2003 ; Podile et
Kishore, 2006).

2.2.2. L’Antibiose

La production d’antibiotiques est I’un des mécanismes utilisé par les PGPRs dans la
prévention des attaques pathogeénes et dans la suppression des maladies d’origine biotique.
C’est le mode d’action le plus étudié chez les agents de la lutte biologique (Jijakli, 2003). 11
consiste a produire des antibiotiques efficaces contre I’agent pathogéne par I’agent
antagoniste. Ces molécules bioactives sont des métabolites secondaires a faible poids
moléculaire tels que les antibiotiques tel que I'amphicine, le 2,4-diacétylphloroglucinol
(DAPG), cyanure d’hydrogene (HCN) et la phénazine qui agissent comme des facteurs contre
I’attaque des pathogenes (Corbaz, 1990 ; Babalola, 2010 ; Shameer et Prasad, 2017). Certains
métabolites interférents avec la germination, la croissance mycélienne et/ou la sporulation des
agents phytopathogenes, ces molécules bioactives vont ralentir ou arréter la croissance de
I'agent pathogene (Jijakli, 2003).

2.2.3. Le parasitisme

Ce mécanisme de lutte consiste en une interaction directe entre deux microorganismes
ou les tissus vivants de I’'un constituent une base nutritive pour I’autre (Helluy et Holmes,
2005). Il implique l'invasion des cellules de l'agent pathogéne par le microorganisme
antagoniste. L'agent antagoniste utilisera des enzymes lytiques telles que les glucanases, les
chitinases et les lysozymes pour dégrader les parois de I'agent pathogéene (Corbaz, 1990).
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2.2.4. La Résistance systémique induite « ISR »

L’expression de mécanismes de défense systémique chez les plantes peut étre initiée
suite a I’interaction avec certaines rhizobactéries non pathogenes lors d’un phénoméne appelé
ISR (Induced Systemique Resistance), ce mécanisme rend la plante plus résistante contre
d’éventuelle attaque des agents pathogenes (virus, bactéries et champignons). De nombreux
composants bactériens tel que les lipopolysaccharides (LPS), sidérophores, lipopeptides
cycliques, peuvent induire une résistance systémique des plantes (Gupta et al., 2015;
Shameer et Prasad, 2017).

2.2.5. La Production d’enzymes hydrolytiques

L'amélioration de la croissance par I'activité enzymatique est un mécanisme utilisé par
les PGPRs, ces enzymes jouent un réle clé dans le processus global de la décomposition de la
matiére organique dans les écosystémes en protégeant ainsi les plantes des stresses biotiques
et abiotiques. Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes peuvent produire
certaines enzymes telles que les chitinases, lipases, phosphatases, protéases, etc. (Nadeem et
al., 2013).

a. Activité cellulasique

Les cellulases sont des enzymes inductibles synthétisées par une grande diversité de
microorganismes comprenant les champignons et les bactéries pendant leur croissance sur les
matériaux cellulosiques, ces enzymes ont constituent une cible pour les recherches

académiques aussi bien industrielles (Sukumaran et al., 2005).

b. Activité amylasique
L'amylase est une enzyme hydrolysant I'amidon. Elle est constituée d’une a-amylase
et d’une B-amylase (Pandey et al., 2000). La synthése des enzymes amylasiques par les
bactéries permet une dégradation de la matiére organique dans la nature et fournir des
éléments minéraux que les plantes vont utiliser pour leur croissance. Les enzymes
amylolytiques sont d'importance cruciale en biotechnologie avec une large applications dans
les différentes industries : alimentaire, textile et papetiére (Raj et al., 2009).

c. Activité chitinasique
La chitine est le principal constituant des parois cellulaires de la majorité des
champignons (Patel et al., 2010). Les microorganismes producteurs de chitinases sont
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qualifies comme agents de biocontréle contre plusieurs maladies fongiques des plantes, grace
a leur capacité de dégrader les parois cellulaires des champignons pathogenes (Kim et al.,
2003).

d. Activité phosphatasique
Le phosphore est un éliment essentiel pour tous les étres vivants en étant un
composant structural et fonctionnel des organismes. Les phosphatases constituent un large
groupe d'enzymes hydrolysant des esters et des anhydrides de l'acide phosphorique, ces
enzymes jouent un role essentiel dans le cycle du phosphate et jouent un réle principal dans

I’activité biologique du sol (De et al., 2011).

e. Activité protéasique

Les protéases jouent un rdle significatif dans la minéralisation de I’azote dans le sol.
C’est un processus important dans la disponibilité de I’azote et donc dans la croissance des
plantes. (Petit et Jobin, 2005 ; Nannipieri et al., 2011). L’activité protéasique influence
indirectement la synthese des auxines en libérant les acides aminés comme le tryptophane qui
est le précurseur de la synthése de I’AIA et d’autres substances appariées (Mansour et al.,
1994). lls jouent également un réle important dans la lyse de la paroi cellulaire des
champignons phytopathogenes. Certaines des protéases sont impliquées dans Il'inactivation
des enzymes extracellulaires des champignons phytopathogenes (Elad et Kapat ,1999).

f. Activité uréasique
L'uréase est responsable de I'hnydrolyse de I'urée pour produire le CO2 et I’'ammoniac
(NHs), ce qui augmente la disponibilité de I’azote pour les plantes, cette activité est tres
sensible aux concentrations toxiques des métaux lourds et les facteurs environnementaux
(Yang et al., 2006 ; Martinez-Salgado et al.,2010).

g. Activité lipasique
La production de lipases est influencée par la nature et la disponibilité de la source de
carbone et d’azote. Les lipases peuvent agir en tant qu’hydrolases en milieu aqueux ou
comme catalyseurs en synthese organique. En tant qu’hydrolases, elles sont responsables du
catabolisme des triglycérides et leurs substrats préférentiels qui sont les acides gras et le
glycérol. (Guzmén et al., 2008).
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Il - Les champignons phytopathogénes

La croissance des plantes est fortement influencée et affectée par de nombreux
facteurs, abiotiques (physico-chimiques) tels que la salinisation et la sécheresse des sols qui
limitent la productivité végétale et le rendement agricole, et des facteurs biotiques (suite a
I’intervention d’organismes vivants) tels que les : virus, bactéries, nématodes et champignons
(Hamdy, 1999 ; Baatour et al., 2004). Selon (Belabid et al., 2004), la majorité des maladies
des plantes sont causées par les champignons phytopathogenes, car ils sont responsables
d'environ 70 % des maladies des plantes cultivées (Arora, 2003) et les pertes économiques
sont énormes, dont, d’aprés la FAO (1999), les maladies phytopathogenes réduisent de 12 a
14% la production agricole mondiale.

1. Les champignons phytopathogénes

Les champignons sont des organismes eucaryotes, filamenteux, multicellulaires, et les
levure, hétérotrophes qui produisent un réseau d'hyphes appelé mycélium et absorbent les
nutriments du substrat environnant. Presque tous les champignons du sol sont nécrotrophes,
ce qui signifie qu'ils détruisent les tissus de I'héte avec des enzymes et des toxines avant les
hyphes et ne nécessitent pas de cellule vivante pour obtenir des nutriments (Alexopoulos et
al., 1996), ils sont capables d'infecter n'importe quel tissu a n'importe quel stade de la
croissance des plantes et ils montrent des cycles de vie complexes, y compris des stades de
reproduction sexuee et asexuée (Agrios, 2005).
2. Les moyens de lutte

Les méthodes utilisées pour protéger les plantes contre les maladies phytopathogénes
varient en fonction de la plante hote, de type du pathogéne, de I’interaction entre les deux et
des conditions environnementales. Le but final de toutes les méthodes utilisées est de
combattre les maladies des plantes spécialement les champignons phytopathogénes et alors
d'accroitre et d'améliorer la qualité et la quantité de la production agricole (Nasraoui, 2006).
2.1. La lutte physique

Différents moyens physiques et mécaniques peuvent étre utilisés pour éliminer ou
limiter le développement de certains champignons phytopathogenes tels que la température
(basse et élevée), l'air sec, la lumiére et les radiations. Cependant, ces moyens ne suffisent pas
pour protéger totalement les cultures, C'est pourquoi ils sont généralement associés a d'autres
moyens de lutte (Nasraoui, 2006).
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2.2. La lutte culturale

Les techniques culturales visent a prévenir le contact avec le pathogéne ou au moins
d’éviter des conditions favorables a I’infection des plantes cultivées (Walters, 2009). Parmi
ces pratiques, la réduction de I’intensité de la lumiére dans les tunnels en plastiques absorbant
les UV pourrait réduire I’infection et la sporulation des champignons pathogenes, rectifier le
taux d’humidité et [I’aération dans le but défavoriser I’évapotranspiration et éviter
I’accumulation d’eau au niveau des racines (Nicot et al., 1996 ; Tozlu, 2006).

2.3. La lutte chimique

La lutte chimique se définie par Iutilisation de fongicides pour détruire, affaiblir, ou
réprimer les champignons (Ajouz, 2009). Les fongicides sont utilisés pour lutter contre les
champignons en pré- et post-récolte afin d’assurer une production agricole suffisante (Leroux,
2007 ; Barakat et Al-Masri, 2017).

Les fongicides chimiques donnent de bons résultats a court terme, mais leur utilisation
croissante entraine plusieurs effets negatifs, a savoir le développement de la résistance chez
les champignons phytopathogénes vis-a-vis des produits chimiques appliqués, leurs impacts
environnementaux non ciblés, leur accumulation ou I’accumulation de leurs résidus dans
I'environnement qui présente un danger qu'on ne peut plus négliger (Corbaz, 1990 ; Toussaint,
1996). Il existe également un certain nombre de maladies pour lesquelles les solutions
chimiques sont rares, inefficaces ou inexistantes, en outre, le colt élevé des fongicides, la
demande des consommateurs pour des produits alimentaires « BIO », leur incompatibilité
avec I’agriculture durable ont fait que leur utilisation est devenue de plus en plus interdite et
I’intérét pour d’autres alternatives a ainsi augmenté (Mouden et al., 2010 ; Mouria et al.,
2013 ; Compant et al., 2015). Le contrOle biologique est donc considéré comme une
alternative prometteuse ou un moyen supplémentaire pour réduire Il'utilisation de produits
chimiques dans I'agriculture (Compant et al., 2015).

2.4. La lutte biologique

La lutte biologique peut étre définie comme étant le contréle d’un ravageur par son
ennemi naturel sans avoir des effets néfastes sur la plante (Lepoivre, 2003). Elle est
naturellement présente dans la plupart des écosystemes. Elle peut étre utilisée volontairement
en agriculture, entre autres en remplacement des pesticides conventionnels. En comparaison a
ces derniers la lutte biologique est beaucoup plus écologique (Moénne-Loccoz et al., 2001).

Elle consiste a réduire la densité d’un agent pathogéne et/ou I’activité de celui-ci en

mettant en ceuvre un ou plusieurs organismes autre que I’Homme. Les agents du biocontrole
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sont percus comme moins exigeants a I’environnement, et leur mode d’action est
généralement complexe réduisant les risques de développement de la résistance (Cook et
Baker, 1984). Les agents de lutte biologique peuvent étre: des composés minéraux et
organiques (ex: le chitosan), des extraits de plantes (ex : la propolis, le resvératrol), des
extraits d’algues et des agents microbiens (ex : champignons filamenteux, levures et bactéries)
(Ajouz, 2009). Ces derniers (agents microbiens) sont les plus étudiés et peuvent étre
sélectionnés comme agents de lutte en se basant sur leur antagonisme a I’égard les
champignons phytopathogénes (Piyanoot et al., 2018).
2.4.1. Mécanismes d’action d’un agent de lutte biologique

Les mécanismes d’action des agents de lutte biologique sont : la compétition (pour les
éléments nutritifs, I’oxygeéne et I’espace), I’antibiose, le parasitisme et la diminution de
I’agressivité du pathogéne et I’induction de la résistance chez la plante. (Ces mécanismes sont
détaillés dans la partie bibliographyque).
L’étude de ces mécanismes d’action est une étape importante dans le développement de la
lutte biologique (Jijakli, 2003).
2.4.2. Les criteres de sélection des agents de la lutte biologique

Selon Jijakli (2003), les agents de la lutte biologique doivent répondre a certaines
criterestels que la capacité de survie et d’adaptation aux différentes conditions
environnementales, "absence de la production de métabolites secondaires toxiques ou de
caractére pathogéne, une faible exigence nutritionnelle avec une efficacité a faible
concentration sur un grand nombre de pathogenes et d’hotes, mais le critére le plus important
se base la production qui doit étre aisée et peu couteuse.
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1. Echantillonnage :

Dans le but de rechercher des bactéries stimulatrices de la croissance des plantes et
productrices de molécules antifongiques éliminant les phytopathogenes, 8 prélévements sont
effectués aseptiqguement a partir des sols rhizosphériques des terres agricoles dans la wilaya de
Bejaia et d’Alger durant le de mois de Mars 2018. Les 8 échantillons rhizosphériques sont
récupérés dans des sacs stériles et immédiatement transportés au laboratoire dans une glaciaire
a 4°C afin de déterminer leurs propriétés physicochimiques et pour I’isolement de bactéries.

Ce travail est réalisé durant une période de 4 mois (Mars-Juin) au niveau du laboratoire
de Maitrise des Energies Renouvelables (LMER)-Equipe de Biomasse et Environnement de
I’université Abderrahmane Mira de Bejaia.

Le tableau | suivant englobe les codes, le type des échantillons et les lieux de

prélevements :

Tableau I : Codes et lieux de récupération des échantillons utilisés pour I’isolement.

Echantillon  Lieu de prélevement Type de prélévement
A Meghra (Bejaia) Rhizosphére du radis
B Meghra (Bejaia) Rhizosphére de la tomate
C Meghra (Bejaia) Rhizospheére du trefle
D Meghra (Bejaia) Rhizospheére de la féve
E Ain El-Beniane Alger Rhizospheére de la féve
G Ain El-Beniane Alger Rhizosphére de la tomate
K Ain El-Beniane Alger Rhizospheére de vigne
N Ain El-Beniane Alger Rhizosphérede la laitus

2. Caractérisation physicochimiques des echantillons du sol

2.1. Le contenu humide gravimétrique

Dans les analyses microbiennes, la teneur en eau du sol est habituellement exprimée en
fonction de la teneur en humidité gravimétrique « 8g» qui, comme son nom l'indique, est la

masse d'eau par unité de masse de sol sec.
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Une masse initiale connue de chaque échantillon est séchée dans un four a une
température comprise entre 165°C et 175°C, et pesée a plusieurs reprises jusqu’a I’obtention
d’un poids constant. La valeur du contenu humide gravimétrique est déterminée selon (Peppe

et Gerba, 2004) selon la formule suivante :

m—d

9=

69 : contenu humide gravimétrique
m : la masse initiale d’un sol a I’état humide
d : la masse de ce méme sol a I’état sec

2.2. pH

L’acidité d’un sol est déterminée par sa teneur en ions H*. Les valeurs pH-eau (acidité
effective) des échantillons du sol ont été déterminées selon le protocole suivant : 25 ml d’eau
distillée sont ajoutés a 10g de I’échantillon du sol préalablement tamisé (<2mm) et séché a 40°C
dans un Bécher. L’ensemble est agité pendant une heure. L’électrode d’un pH-métre (Hanna
Instrument-HI 2210) est plongée dans la solution pour la lecture des valeurs du pH (Rouiller et
al., 1994).

2.3. Conductivité électrique

La conductivité électrique d’un sol est considérée comme un indicateur de sa salinité,
plus un sol est salin, plus il devient conductible. Pour déterminer la conductivité électrique d’un
échantillon du sol, 10g de ce dernier sont ajoutés a 50 ml d’eau distillée, le mélange est agité
pendant 30 mn puis laissé décanter. La mesure de la conductivité électrique (EC) est ensuite
effectuée a I’aide d’un conductimétre (Hanna Instruments-HI 98129) a partir du surnageant
(Hardi et Doyle, 2012).

2.4. Matiere organique totale

Dans un bécher de 250ml, 1g de chaque échantillon est pesé puis ajouté a 10ml d’eau
distillée et 10ml d’H202 (30%). Ensuite, le bécher sera recouvert avec du papier aluminium. Si
la réaction n’est pas trop vigoureuse, le bécher serait placé sur un bain de vapeur et laissé
jusqu’a la fin de la réaction (plus de bulles qui se forment). La digestion se termine
habituellement dans une heure. Le contenu du bécher sera manuellement mélangé durant la

réaction afin d’amener les particules les plus légéres de la matiére organique en contact avec la
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solution. A la fin de la digestion, I’échantillon sera séché a 105°C puis pesé a plusieurs reprises
jusqu’a la stabilisation du poids (Huang et al., 2009).

La proportion de la matiére organique est déterminée par la formule suivant :

MOT(%): Psec /Poriginal. Ou:
. MOT : Matiere Organique Totale,
. sec - la masse de I’échantillon avant traitement,

. Poriginal - 12 masse de I’échantillon apres traitement et séchage.

3. Criblage d’isolats bactériens producteurs de molécules antifongiques et a
caracteres PGP

3.1. Isolement de souches

L’isolement des bactéries est effectué par la méthode des suspensions-dilutions selon le

protocole suivant :

3.1.1. Préparation des dilutions :

Pour chaque échantillon, 1 g de sol est additionné de 9 ml de PBS puis agité a I’aide
d’un vortex a température ambiante. Ensuite, des tubes a essais contenant 9mide PBS sont
préparés. Des dilutions décimales successives (jusqu’a 10°) sont préparées.

3.1.2. Ensemencement des boites et mise en incubation :
Le milieu de culture Plate Count Agar (PCA) est utilisé pour I’isolement des bactéries
a partir des dilutions préparées. Des boites de Pétri contenant le milieu PCA sont ensemencées

par inondation avec 1 ml de chaque dilution puis incubées a 30°C/ 24 a 48 h.

3.1.3. Purification :
A la fin de I’incubation, les colonies ayant montré des aspects différents sont repiquées

sur le méme milieu de culture, codifié, puis conservées pour faire I’objet d’autres tests.
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Prélevements

A

8 échantillons du sol

A

Isolats purifiés

A

Activité antifongique contre :

» Aspergillus niger
> Botrytis cinerea
» Penicillium sp.

A

Isolats

l

» Production d’HCN
» Production d’ammoniac NH3
» Production des substances volatiles
> Production de phytohormone : Acide indole acétique (AlA)
» Production d’enzymes : Uréase, cellulase, chitinase, protéase, amylase, estérase, lipase et phosphatase.
» Détermination des caractéres phénotypiques

Fig. 1 : Etapes de la sélection des isolats bactériennes
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3.2. Mise en évidence de I’activité antifongique

Tous les isolats bactériens obtenus sont testés pour leur capacité a produire des
substances antifongiques a I’égard de trois champignons phytopathogenes, qui sont Botrytis
cinerea, Aspergillus niger et Penicillium sp. Fournis par le laboratoire de Maitrise des Energies
Renouvelables (LMER)-Equipe de Biomasse et Environnement de I’université Abderrahmane

Mira de Bejaia.

Les 3 champignons sont repiqués sur gelose a I’extrait de Malt dans le but d’obtenir des
cultures jeunes. Un disque de gélose de 5mm de diametre de la culture de chaque champignon
est déposé au centre de la gélose a I’extrait de malt. Chaque culture bactérienne est déposée en
3 disques a une distance de 2,5 cm du champignon. Un témoin négatif de la souche fongique
est testé en absence de bactéries. Les boites ont été incubées a 25°C/5- 7jours selon la vitesse

de croissance du champignon.

Champignon Bactérie
! Incubation g
g ) mcubatnon - ‘ ;7‘
wicamy 25°C /54 7 jours Y <
Milieu Extrait de Calcule de PGI1%
Malt

Fig. 2 : Mise en évidence de I'effet des isolats bactériens sur la croissance des champignons.

La capacité de chaque isolat bactérien a inhiber la croissance mycélienne est déterminée
en calculant le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne (PGI%) selon la formule
décrite par Saddiki (1999) :

PGI1% = KR-R1/ KR x 100

KR : Distance en mm entre le point du dépdt du champignon et la marge de la colonie contenue

dans le témoin.
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R1 : Distance en mm entre le point dép6t du champignon et la marge de la colonie contenue

dans la boite de pétrie traitee.

A la fin de ce test, les isolats ayant exhibé un effet positif en inhibant la croissance
mycélienne sont sélectionnés pour subir d’autres tests, a savoir : la production de I'HCN,
d’ammoniac (NHs3), de substances volatiles a effet antifongique, leur capacité a produire de
I’AlA, la production d’enzymes hydrolytiques et leur capacité a solubiliser le phosphate.

3.2.1. Production de HCN

La production d’HCN a été recherchée suivant le protocole de Lorck (1948). Sur une
gélose nutritive additionnée de 4.4g/l de glycine préalablement filtrée, les isolats bactériens sont
ensemencés par stries, un disque de papier Whatman saturé en picrate alcalin (5% d’acide
picrique et de 2% de carbonate de sodium anhydre) est déposé dans les couvercles des boites,
ces derniéres sont scellées avec du parafilm et incubées inversées & 30°C/96 h. Le virage de la
couleur du papier Whatman du jaune vers I’orange ou le marron indique la production de I’HCN.

Papier whatman imprégné d’une
solution de picrate de sodium

N ’

Couvercle d’une boite petri .
Incubation

( Culture bactérienne jeune

30°C/96h
/ "{////,,"’/ (1
7’”%///[, mr

Milieu GN+glycine sl

Fig. 3 : Production de Cyanure d’hydrogene (HCN)

3.2.2. Production d’ammoniac NH3
Ce test qualitatif est realisé selon la méthode de Capuccino et Sherman (1992). Il

consiste a inoculer 100 ul de la suspension bactérienne dans 10 ml d’eau peptonée. Apreés
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incubation a 30°C /96 h, 500ul du réactif de Nessler sont ajoutés dans chaque tube d’eau

peptonée. Le développement d’une couleur jaune ou orange indique la production de NHs.

Reéactif de Nessler (0,25 ml)

.
30°C/96h

EEEa——— 0 E—

Culture jeune Eau peptonée

Fig. 4 : Recherche de la production d"ammoniac

3.2.3. Production des substances volatiles

La production de substances volatiles a activité antifongique par les isolats sélectionnées
est recherchée par la méthode de Dennis et Webster (1971). Une bofte de Pétri contenant
I’extrait de malt est inoculée avec un disque de 5 mm de diametre du champignon, cette boite
sera superposée sur une seconde boite de Pétri contenant le milieu PCA ensemencé par la
souche bactérienne. Les deux boites sont scellées avec du parafilm et incubées a 25C°+2°C/5-
1J.

Champignon (Témoin)

- 4

Champignon

Milieu Extrait de Malt _Incubation

~ Calculer le PG1%

Culture bactérienne jeune

Milieu PCA Bactérie +  —
Champignon

Fig.5 : Recherche de la production de molécuies anuunyiyues volatiles
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Le pourcentage d’inhibition est calculé par la formule suivante :
n=[(a-b)/a] X 100

n : Pourcentage d’inhibition des champignons testés (%).
a : Diamétre moyen du mycélium dans la boite de témoin (cm).

b : Diametre moyen du mycélium dans les boites contenant les bactéries (cm).

3.3. Production d’acide indole acétique (AlA)

La production d”AlA (auxines) par les bactéries sélectionnées est déterminée selon la
méthode de Bric et al (1991). Les bactéries sont ensemencées sur milieu Luria Bertani (LB)
supplémenté de 0,5% de glucose et de 0,5mg/ml de tryptophane. Ce dernier est préalablement
filtré a travers une membrane millipore (0.22 um) et ajouté au milieu apres autoclavage. Apres
une incubation & 28°C/72 h sous agitation, les cultures sont centrifugées a 1000 tr/min/15min.
Apres centrifugation, 1ml du filtrat est récupéré et additionné de 2 ml du réactif de Salkowsky
(150 ml H2S04 98% + 250 ml H20+ 7,5 ml FeCI3 0,5M). Le mélange est ensuite incubé a
I’obscurité pendant 20min. Le développement d’une couleur rose est I'indicateur de la
production d’AlA. L’absorbance de la coloration rose apparue est mesurée par
spectrophotometre a 530 nm. Les valeurs d’AlA produit par chaque souche sont calculées par
extrapolation sur une courbe standard préparée de la méme fagon avec de I'AlA pure (Sigma-
Aldrich ®) (Bric et al. 1991).

3.4. Activités enzymatiques

Dans le but de déterminer I"utilité des isolats dans la lutte contre les champignons
phytopathogeénes et la fertilisation des sols, plusieurs enzymes sont recherchées. La méthode

des cylindres d’agar est appliquée dans tous ces protocoles.

3.4.1. Détermination de I’activité uréasique

Cette activité est recherchée sur un milieu contenant en g / 950 ml d’eau distillée,
peptone (1) ; glucose (1) ; NaCl (5) ; Na2HPO4 (1,2) ; KH2PO4 (0,8) ; rouge de phénol (0,012) ;
Agar (15). Le milieu est ajusté a pH 6,8. Apres autoclavage, 50 ml d'une solution d'urée a 40%,
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préalablement stérilisée par filtration (porosité 0.22 um), est ajoutée au milieu. L’activité
uréasique est traduite par la présence d’un halo rose autour des colonies (Christensen, 1946).

3.4.2. Détermination de I’activité chitinasique

Le milieu utilisé est composé en g/l de : la chitine colloidale : (0,6 - 0,8) ; K2HPO4
(2,7) ; KH2PO4 (0,3) ; MgS0O47H20 (0,7) ; NaCl (0,5) ; KCI (0,5) ; Extrait de levure (0,13) ;
Agar (15) a été utilisé. L’incubation dure 7 jours au minimum & 30°C. L’activité chitinasique
se manifeste par I’apparition d’un halo transparent autour des disques (Kopec¢ny et al., 1996).

3.4.3. Détermination de I’activité cellulasique

Le milieu utilisé est celui de Carder (1986) contenant en g /I : Na2HPO4 (6) ; KH2PO4
(3) ; NaCl (0,5) ; NH4CI (1) ; Extrait de levure (3) ; CMC (5) ; Agar (15). Les boites
ensemenceées sont incubées a 30°C /8 jours (Carrim et al., 2006). A la fin de I’incubation, une
solution aqueuse de rouge de Congo (1%) est ajoutée a la surface des colonies, aprés 20 min, la
surface est inondée par une solution de NaCl a 1M puis conservée une nuit a 5°C. L’activité
cellulasique se traduit par I’apparition d’un halo clair autour des cylindres.

3.4.4. Détermination de I’activité estérasique et lipasique

La recherche de ces deux activités est effectuée sur milieu de culture décrit par Sierra
(1957) qui contient en g/l : peptone (10) ; NaCl (5) ; CaCl 2H20 (0.1) ; Agar (18), le Tween 80
(1%, v/v) est ajouté pour réveler I’activité estérasique, tandis que le Tween 20 est utilisé pour
mettre en évidence I’activité lipolytique. Le pH est ajusté a 7,4 (Carrim et al. 2006). Apres
ensemencement, les boites seront incubées a 30C° /48h. La présence d’une activité sera

indiquee par I’apparition d’un halo clair autour des colonies.

3.4.5. Détermination de I’activité protéasique

La présence des protéases est révélée sur un milieu de culture contenant en g/l : caséine
pancréatique (5) ; Extrait de levures (2,5) ; Glucose (1), Agar (15). Le milieu est ajusté a pH 7,
Parallelement, 100 ml d’une solution de lait écrémé a 10% autoclavée (120°C/10min) est
préparée et ajoutée au milieu. Les boites ensemencées sont incubées a 30°C/48h. L’apparition
d’un halo transparent autour des disques refléte la présence d’une activité hydrolytique (Bach

et Munch, 2000).
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3.4.6. Détermination de I’activité amylasique

La révélation de I'activité hydrolytique de I’amidon est mise en évidence par un test
d’activité sur gélose a base d’amidon contenant en g/l : KNO3 (0,5) ; K2HPO4 (1,0) ; MgSO4
(0,2) ; CaCl2 (0,1) ; FeClI3 (0,001) ; amidon soluble (10) ; agar (15). Le pH a été ajusté a 7,2.
Le milieu est ensemence, puis incubé a 30°C /48 -72 h. Ensuite, une solution de lugol
préalablement préparée (1 g d’idoine cristallin, 2 g de KI, 300 ml d’eau distillée), mélangée et
laissée au repos puis filtrée, est versée a la surface des boites ensemencées, quelques minutes
apres, I’exces est éliminé et les boites sont rincées a I’eau distillée. L apparition d"une zone

claire autour des disques indique la présence d une activité amylasique (Vinoth et al., 2009).
3.4.7. Détermination de I’activité phosphatasique

La solubilisation du phosphate est effectuée sur milieu Pikovskaya (PVK) contenant en g/l :
extrait de levure (0,5) ; glucose (10) ; MgSO4. 7H20 (0.1) ; Agar (1,5) ;(NH4)2S04 (0,5) ;
Ca3(P04)2 (5) ; NaCl (0,2) ; KCI (0,2) ; MnSO4.2H20 (0,002) et FeSO4.7H20 (0,002), apres
autoclavage (120°C/20min) du milieu, ensuite, 20 ml d'une solution du phosphate tricalcique
(10%) sont rajoutées. L’activité phosphatasique est traduite par I’apparition d’un halo
transparent autour des colonies (Sonam et al., 2011).

3.5. Caractérisation phénotypiques des souches sélectionnées

3.5.1. Coloration de Gram, la mobilité et test de catalase

La coloration de Gram, la mobilité bactérienne et test de catalase sont déterminés selon
la méthode de Hans Christian Gram (1884), et Prescott (2002) et Galzy (1980), respectivement.
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Dans cette présente étude, 8 échantillons du sol (A, B, C, D, E, G, K et N) sont prélevés de
deux sites, a une profondeur allant de 15 a 20 cm, dans le but d’isoler des bactéries productrices de
substances antifongiques, d’enzymes d’intérét agricole et de phytohormones.

1. Caracteres physico-chimiques du sol

Les résultats des tests d’humidité gravimétrique, du pH, de conductivité électrique et de

la matiere organique totale des échantillons collectés sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau Il: Propriétés physico-chimiques des échantillons du sol prélevés.

Echantillons Humidité pH Conductivité Matiere
gravimétrique électrique organique totale

« 6g» (ds/m?) (%)

A 0,42 7,52 1,72 93

B 0,48 7,15 1,39 93

C 0,37 6,68 1,87 87

D 0,20 8,46 2,88 66

E 0,40 7,58 2,62 92

G 0,19 7,86 3,65 65

K 0,36 8,02 1,30 86

N 0,22 8,11 2,18 68

Nous remarquons une forte variation des taux d’humidité des sols prélevés, les valeurs
les plus élevées sont enregistrées avec les échantillons A, B et C qui sont prélevés d’une région
pres de la mer.

La conductivité électrique des 8 échantillons présente des valeurs comprises entre 1,30
ds/m3 et 3,65 ds/m3, toutes les valeurs sont inférieures a 4 ds/m3, ce qui signifie que les terrains
dans lesquels nous avons effectué nos prélévements ne sont pas affectés par la salinité. Quant
a la matiére organique totale, il a été noté que le contenu en matiere organique des échantillons
A et B est le plus élevé 0.93, pour les autres échantillons, les valeurs varies entre 0,65 et 0,92.
Concernant le pH, la totalité des échantillons ont un pH alcalin.
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2. Criblage d’isolats bactériens producteurs de molécules antifongiques et a

caracteres PGP

2.1. Isolement et sélection des souches

82 colonies différentes sont isolées a partir des échantillons collectés, et cela sur la base
de I’aspect des caracteres macroscopiques des colonies sur milieu (PCA) (la taille, la forme, la

couleur et la surface).

Fig. 6:Quelques aspects des colonies obtenues aprés purification sur milieu ou PCA

2.2. Mise en évidence de I’activité antifongique

Les 82 isolats sont testés contre trois souches de champignons phytopathogenes :
Botrytis cinerea, Aspergillus niger et Pénicillium sp en présence de boites témoins. L’inhibition
de la croissance mycélienne qui se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition indique un
résultat positif (Fig. 7). A la fin de ce test, les résultats obtenus indiquent que 18,29% (15/82)
des isolats (Al, A3, A5, A7, E1, E2, E3, E7, E8, E9, E10, E11, E12, K1, N2) ont montré des
zones d’inhibition, dont le diamétre de ces derniéres difféere selon la souche testée et le
champignon cible. La mesure des diametres des zones d’inhibition a permis de calculer les
PGI% (pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne) pour les 3 champignons cibles et

pour les 15 isolats.

La figure ci-dessous illustre quelques exemples de résultats positifs obtenus sur gélose
d’Extrait de Malt.
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Fig. 7 : Activités antifongiques a I’égard de B. cinerea, A. niger et Penicillium sp des
15 isolats.

Dans le graphe ci-dessous (fig.8) les valeurs des PGI% présentées par les 15 isolats
ayant un effet antagoniste a I’égard d’au moins un parmi les trois champignons cibles.

Le faible pourcentage d’inhibition & I’égard de Botritis cinerea est obtenu avec I’isolat
E9 (27,5%), tandis que la valeur la plus importante est obtenue avec I’isolat N2 avec un
pourcentage d’inhibition de 55%. Dans le cas d’Aspergillus niger, les valeurs de PGI%
minimales et maximales obtenues sont 25,83% et 70% enregistrées par les isolats E12 et E1
respectivement. Pour Penicillium sp. L’isolat E12 a marqué le pourcentage d’inhibition le plus
faible avec une valeur de 30,83%, tandis que la souche N2 a marqué le pourcentage d’inhibition
le plus important, dont ce dernier a atteint 70%. Tous les isolats sélectionnés ont présenté
différents pourcentages d’inhibition & I’égard d’au moins un des champignons testés, en effet,
deux isolats N2 et E12 qui ont pu inhiber la croissance des trois champignons ciblés avec des

taux d’inhibition qui différent selon le champignon cible et I’isolat testé.
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Fig. 8 : Pourcentage d’inhibition de la croissance (PGI%) d’A. niger, B. cinerea et P. sp par
les isolats sélectionnés.

2.3. Production d’HCN

Le cyanure d"hydrogene est 1"'un des produits impliqués dans I’élimination de divers
agents phytopathogeénes, le virage de la couleur du papier Watman du jaune a I’orange ou
marron est un indicateur de la production de I'HCN.

Parmi les 15 isolats testés, seul I’isolat Al s’est révélé productrice de I’'HCN.

Fig. 9 : Aspect de résultat positif (HCN™) obtenu pour la souche Al
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2.4. Production d’ammoniac

L’aspect du milieu apreés inoculation, incubation a 30°C et I’ajout du réactif de Nessler,
tous les milieux apparaissent de couleur jaunatre ou orange sauf pour I’isolat A3, ce qui
confirme la production de NH3 par les 93,33 % de ces isolats. Le tableau suivant résume les
résultats obtenus.
Tableau 111 : Résultats de la capacité des quinze isolats a produire I'ammoniac (NH3)

Isolats Résultats , Aspect

Al i
A3
A5
A7
El
E2
E3
E7
E8
E9
E10
Ell
E12
K1
N2

+ + + + A+ A+

2.5. Production des substances antifongiques volatiles

La culture des bactéries et des champignons sur deux boites séparées évite le contact
entre la gélose contenant la bactérie et la gélose sur laquelle se trouve le champignon, ce qui
empéche la diffusion des substances dans le milieu de culture. Seules les substances volatiles
produites par la bactérie pourront donc provoquer une inhibition de la croissance du
champignon.

La croissance, I’aspect et la couleur du mycélium sur les boites sont différents par
rapport au témoin non traité. Dans le cas d’Aspergillus niger, le témoin montre la présence d’un
mycélium aérien dense avec des spores sur toute la surface de la boite, tandis que, au contact
de I’isolat E12, le champignon présent un mycélium réduit, rond et épais, d’une couleur blanche
et absence totale de spores avec le PG1% le plus important (56,43%), le PG1% le plus faible est
enregistré avec k1 (10,81%), dans ce cas le champignon présente un mycélium épais sporulé au
centre et a la périphérie.

Pour Botrytis cinerea, le témoin révele la présence d’un mycélium aérien abondant gris
et dense avec des spores noires, le PGl % le plus élevé est remarqué avec la souche E9 avec un
pourcentage de 83,89%, inhibition presque totale de la croissance du champignon (mycélium
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faible ou absent), et la souche E12 avec un pourcentage de 51,5% (un mycélium blanc avec
absence de spores).

Le PGI% le plus important envers Penicillium sp est enregistré avec I’isolat E7
(71,66%) (Un mycélium trés réduit sans production des spores par rapport au témoin qui montre
un mycélium diffusé et sporulé), par contre, Le PG1% le plus faible est noté chez A3 (11,74%)
et A7 (11,9%). Les résultats obtenus a la suite de cette expérience sont illustrés dans les figures

ci-dessous :

@8 A.niger WA B.cinerea W Penicillium sp.

100+
80-
60-
40-
20

NI

AR R R DR R N

Isolats

Fig. 10: PGI% d’A. niger, B. cinerea et P. sp sous la production des substances volatiles par

les 15 isolats.
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a'j .

lLeoin (Aspergillus nigBORNEémoin (penicillium sg ."‘}rémoin (Botrytis cinerea)?

/

Fig. 11: Aspect de quelques résultats de test de la production des substances volatiles
antifongiques

2.6. Production d’acide indole acétique (AlA)

La mise en évidence de la production d”AlA est réalisée sur milieu LB additionné de
tryptophane et du glucose. L apparition de la couleur rose (Fig. 12) traduit la production d"AlA
par I'isolat. Les valeurs de concentration d’AlA produites par chaque bactérie sont présentées
dans la figure 13 :

Fig. 12 : Aspect de résultat positif et négatif de la production d’AIA
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Les résultats obtenus montrent que tous les isolats ont produit de I’AlA, mais a des
quantités variables. A5, E1, E2, E3, E7, N2 ont produit les quantités respectives les plus élevées
avec des valeurs en pug/ml de : (19,16+ 8,75), (10,88% 2,09), (15,18+ 9,46), (12,40+ 4,03),
(10,07£ 1,53), (11,18+ 1,36). Cependant, A7 a produit la plus faible concentration parmi les 15
isolats (1,87« 2,04).

30

Souches

Fig. 13 : Quantité d”AlA produite par les isolats selectionnés

2.7. Activité enzymatique

Les 15 isolats sélectionnés sont testés pour la production de : cellulases ; chitinases ;
estérases ; protéases ; amylases ; lipases ; phosphatases et uréases. Le tableau ci-dessous
regroupe I’ensemble des résultats obtenus.

A partir des résultat, on peut bien noter que les isolats ne possédent pas la méme
machinerie enzymatique, dont : 20% (3/15) produisent de I’uréase, 13.33% (2/15) produisent
de la phosphatase, 66.66% (10/15) produisent de la cellulase, 33.33% (6/15) produisent des
estérases, 60% (9/15) produisent des lipases, 80% (12/15) produisent des protéases, 40% (7/15)
produisent des amylases et 6% (1/15) produisent de la chitinase.

L’aspect des résultats positifs des activités enzymatiques obtenus sur milieu de culture
sont présentés dans la figure 14.
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Tableau 1V : Résultats des différents tests d’activités enzymatiques testés pour les 15 isolats

Souches Uréase Chitinase Cellulase Estérase Lipase Protéase Amylase Phosphatase

Al - - - + + - - +++
A3 - - - - + - - -
A5 - - ++ ++ ++ - - -
A7 + - +++ + ++ +++ ++ -
El ++ - + - ++ +++ + -
E2 ++ - +++ - - +++ + -
E3 - - ++ - + +++ + -
E7 - - +++ + ++ + +++ -
ES8 - - + - +++ + ++ -
E9 - - ++ - - + - ++
E10 - - - - - + - -
Ell - - - - - + - -
E12 - - + + - + - -
K1 - - ++ + + ++ - -
N2 - +++ - - - +++ + -

Fig. 14: Aspect des résultats positif des activités enzymatique testées : A-Cellulase, B- Lipase,
C- Amylase, D-Protéase, E-Estérase, F-Uréase, G-Phosphatase, H-Chitinase.
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3. Les caracteres phénotypiques

Résultats

Les caractéres morphologiques (la mobilité et le Gram) et biochimiques (catalase) des

15 isolats montrent les résultats suivants :

Tableau V: les caractéres microscopique et biochimique des souches

Isolats Gram mobilité Catalase
Al G- + +
A3 G- +++ +
A5 G+ ++ +
A7 G+ - +
El G+ +++ +
E2 G+ - +
E3 G+ + +
E7 G+ ++ +
E8 G+ - +
E9 G+ - +
E10 G+ - +
Ell G- - +
E12 G+ - +
K1 G- - +
N2 G+ - +

Il faut signaler que la majorité des isolats 73,33% (11/15) sont des Gram +, alors que

26,66% (4/15) sont des Gram-. Pour la catalase, les résultats révéle que cette derniere est

positive pour tous les isolats (100%).
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Le présent travail porte sur la recherche, I’isolement et la sélection des isolats bactériens
possédant une activité antifongique et a caractéres PGP, afin de les utiliser comme agents de
lutte biologique vis-a-vis des champignons phytopathogénes. Les 8 échantillons de sols utilises
pour cet objectif ont été prélevés dans deux wilayas d’Algérie (Alger et Bejaia).

Au total, 82 isolats bactériens ont été seélectionnés sur la base de leurs criteres
phénotypiques sur gélose ordinaire PCA, a savoir ; la forme, la taille, la couleur et I’aspect des
colonies obtenues aprés incubation a 30°C/ 24 a 48h. Pour chaque isolat, une colonie est
suspendue puis testée pour la présence d’une activité antifongique. Les résultats de ce test ont
permis de sélectionner 18,29% (15/82) des isolats. Ces derniers ont subi d’autres tests, tels
que la production de I’HCN, la production de I’AlA et de certaines enzymes.

1. Caractéres physico-chimiques du sol

Une forte variation dans la teneur en eau des sols prélevés est remarquable, cette
variation est due a la composition du sol et la région dont il se trouve. Tous les échantillons ont
une forte teneur en eau, surtout les échantillons (A, B, C) prélevés prés de la mer.

La mesure du pH d’un sol refléte la concentration des ions HzO" a I’état dissocié dans
le liquide surnagent, selon Denis (2000) les échantillons ; A, C, E (6,5 <pH <7,5) sont des sols
neutres. D’apres Carrow et al., (2001), les bactéries du sol préférent une certaine gamme du pH
allant de 6 a 8 pour leur croissance.

La conductivité électrique est considérée comme un indicateur de la salinité, plus un
échantillon est salé plus il est conductible. Les sols salins sont caractérisés par une conductivité
électrique supérieure a 4 dS/m (Aubert, 1975). Selon ces données, les terrains agricoles d’ou
sont effectués les prélévements ne sont pas salins.

La matiere organique du sol est composée d’organismes vivants, de résidus de végétaux
et d’animaux et de produits en décomposition. La matiere organique peut constituer un des
indicateurs de la fertilité des sols, elle interagit continuellement avec les autres propriétés
physico-chimiques telles que le pH, la salinité et son contenu en eau. Le taux de la matiere
organique augmente généralement avec I’augmentation de I’humidité d’un sol en raison de la
mauvaise aération engendrée par la saturation en eau. D’un autre c6té, la salinité élevée et les
pH extrémes réduisent les taux de dégradation de I’humus et, par conséquence, diminuent les
apports en matiére organique dans le sol (Bot et Benites, 2005).

2. Mise en évidence de I’activité antifongique

Les antagonistes bactériens ont recu beaucoup d’attention en raison de leur capacité a
contrbler les différentes classes d’agents phytopathogénes a travers plusieurs modes d'action,
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et la possibilité d'une utilisation combinée avec d'autres méthodes de contréle (Vitullo et al.,
2012). Dans ce présent travail, 18,29% (15/82) des isolats présentent une activité antifongique
a I’égard des trois champignons phytopathogénes. La mesure des diamétres des zones
d’inhibition a permis de calculer les PGI% (pourcentage d’inhibition de la croissance
myceélienne) pour les trois champignons cibles.

Parmi les 15 isolats, 10 (66,66%) ont montré une action importante vis-a-vis
d’Aspergillus niger avec des PGI% allant de 25,83 a 70% noté pour les isolats E12 et E1
respectueusement, ces résultats sont satisfaisants en comparant a ceux obtenus par Thakur et
al., (2007) ayant trouvé un pourcentage de (42.72%) d’isolats anti- A. niger. Pour B. cinerea
les 5/15 (33,33%) isolats (A5, A7, E9, E12 et N2) présentent des taux d’inhibition importants
avec des PGI% variant de 27,5 a 55%, dans un travail similaire, Trotel-Aziz et al., (2008) ,
34.6% isolats sont dotés d’une activité antifongique contre Botrytis cinerea. En ce qui concerne
Penicllium sp., 7 isolats (46,66%) exhibent une activité inhibitrice avec des pourcentage variant
de 30,83% a 70%.

Tous les résultats précédents sont proches et corroborent avec ceux obtenus par
Przemieniecki et al. (2015), le pourcentage d’inhibition de la croissance le plus élevé obtenu a
I’égard des champignons phytopathogénes par le test en double culture été seulement de 38%.
D’apres Essghaier et al., (2012), cette inhibition de la croissance des pathogénes in vitro et la
formation de zones d’inhibition semblent étre dues aux métabolites secondaires libérés par les
bactéries antagonistes dans le milieu de culture.

Par ailleurs, cette variation du taux d’inhibition des champignons-tests par I’action des
souches antagonistes pourrait étre liée a la composition des métabolites secondaires secrétes
qui varie selon la souche productrice, comme elle pourrait étre liée aux conditions de production
de métabolites antifongiques. Selon Haggag et Mohamed (2007), [Iutilisation de
microorganismes antagonistes ou de leurs métabolites actifs comme une alternative
écologiquement durable aux produits chimiques constitue une approche non négligeable dans
la bio-remédiation. En effet, Islam et Hossain, (2013), stipulent que la compétition entre les
bactéries et les phytopathogenes a longtemps été considérée comme un moyen important pour
éliminer les maladies des plantes.

3. Production d’HCN

Le cyanure d’hydrogene (HCN) est un compose volatile antimicrobien a large spectre
impliqué dans le contréle biologique des maladies des racines par Pseudomonas fluorescens
associée aux plantes, il est produit en quantités différentes par différente especes de
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Pseudomonas, mais aussi par d’autres bactéries (Ramette et al., 2003 ; Weisskopf , 2013). Bien
que le cyanure soit un inhibiteur métabolique général, il est synthétisé, excrété et métabolisé
par certains organismes dont les bactéries qui I’utilisent comme un moyen d’éviter la prédation
ou la compétition. Les plantes hétes ne sont généralement pas affectées par le cyanure bactérien
(Zeller et al., 2007).

Dans ce travail, les résultats obtenus apres incubation montrent que seul I’isolat Al est
capable de produire I’'HCN. Ceci pourrait étre expliqué par I’absence des génes responsables
de la production de ce métabolite (Laville et al., 1998), ou bien de celle d’un précurseur adéquat
utilisé, en plus de la glycine comme précurseur (Castric, 1977; Curl et Truelove, 1986) .

La production de I’HCN est une activité tres commune chez Pseudomonas (88,89%) et
Bacillus (50%) dans le sol rhizosphérique (Charest et al., 2005; Ahmad et al., 2008)

4. Production d’ammoniac

La production d"ammoniac par les bactéries est I'un des mécanismes impliqués dans la
lutte contre les champignons phytopathogénes (Kavithaetal., 2013). Elle est considérée comme
une caracteristique importante des rhizobactéries améliorant indirectement la croissance des
plantes (Josepheetal., 2007). D’apres les résultats obtenus, la production de NH3 existe chez la
majorité de nos isolats (93,33%) a des taux plus au moins intenses selon le virage de la couleur
apres I’addition du réactif de Nessler (Tableau I11). D’aprés Ahmed et al. (2008), La production
d’ammoniac est I’un des traits de promotion indirecte de la croissance des plantes.

5. Production des substances volatiles

Malgré I'absence d'un contact direct entre les champignons et les isolats bactériens, ces
derniers ont pu exercer une activité inhibitrice sur le développement mycélien. Plusieurs études
ont révélé que de nombreux microorganismes peuvent produire des substances
antimicrobiennes volatiles (Wenke et al., 2012). Nos résultats montrent que 80% des isolats
présentent un résultat positif et des taux d’inhibition qui varient d’un champignon a un autre.
Seule la bactérie E12 manifeste un spectre d’action plus au moins important vis-a-vis des trois
champignons.
Les produits volatiles du métabolisme microbien peuvent souvent empécher la croissance
fongique, prévenir les maladies, promouvoir la croissance ou induire une résistance. Ceux-ci
constituent une classe importante de ressources de biocontréle. Les substances

antimicrobiennes volatiles ont plusieurs propriétés qui leurs sont spécifiques y compris la
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pénétration rapide vers la cible et I’effet a faible dose. Ceci tend a rendre leur effet préventif
des maladies plus prononcé ainsi qu’a élargir leur champ d’application (You et al., 2015 ;
Howell et al., 1988).

6. Production de I’acide indole acétique « AIA »

Les PGPR peuvent contribuer a I’amélioration du développement des végétaux avec la
production de différentes phytohormones, dont I’auxine (Kloepper et al., 2007). Cette hormone
représentée principalement par I’acide indole-acétique (AIA) est de nature acide faible
commune, mais aussi, un produit du métabolisme du L-tryptophane qui stimule : I’élongation
cellulaire et la dominance apicale ; favorise I’initiation des racines adventives ; la fructification
et la germination des graines et prévient I’abscission des feuilles (Labidi, 2016). Environ 80%
des bactéries rhizosphériques sont capables d’en produire. Le L-tryptophane est considéré
comme le précurseur parce que son addition est nécessaire a la production de I’AlA. Les
exsudats racinaires sont une source naturelle de L-tryptophane pour la microflore de la
rhizosphére (Dastager et al., 2010). La production d’auxines, dans le milieu LB, se traduit par
une coloration rose apreés I’ajout du réactif Salkowski. L’intensité de la couleur varie selon la
concentration en AIA produite. Pour ce test, 100% de nos resultats sont positifs avec une
production d’AlA en quantités variables.

Les résultats obtenus montrent que 8 isolats A1, A3, E8, E9, E10, E11, E12, K1 ont
synthétisé I’AlIA a des valeurs allant de 5 a 10 pg/ml. Par contre, les souches E1, E2, E3, N2
ont synthétisé des quantités plus élevées atteignant plus de 11pg/ml, cette performance est notée
surtout pour I’isolat A5 (19,16 pg/ml). Alors que, I’isolat E7 a libéré un taux trés faible qui est
de 1,7 pg/ml.

D’apres Khalid et al., (2004), les bactéries produisant I’auxine AlA dans le sol générent une
augmentation remarquable de la croissance et du rendement des récoltes. Selon Mirza et al.
(2001), la production de ce composé est variable entre les souches de différentes espéces, cette
variation est aussi influencée par les conditions de culture, la phase de croissance et la
disponibilité du substrat.

7. Activité enzymatique

La majeure partie de la matiére organique dans le sol se trouve sous forme des
polymeres, ces derniers ne peuvent pas étre assimilés directement par les bactéries. Cependant,
grace a l'activité des enzymes extracellulaires bactériennes, ces composes de haut poids
moléculaire peuvent étre clivés en monoméres et petits oligoméres appropriés pour étre

assimilés par la cellule bactérienne (Rath et al., 1993 ; Arnosti et al., 2009). Parmi ces enzymes
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produites par les bactéries : les phosphatases, les uréases, les protéases, les cellulases
(Przemieniecki et al., 2015). La production d’enzymes dégradant la paroi cellulaire est un autre
mécanisme utilisés par les agents de biocontréle pour éliminer les phytopathogenes (notamment
les champignons) (Chet et al., 1990 ; Kobayashi et al., 2002), telle que les chitinases, lipases et
protéases sécrétée par des PGPR (Labuschagne et al., 2010).
Nos isolats se sont révélés producteurs d’au moins 3 enzymes (cellulase : 34.7%, amylases : 66
,66 %, lipase : 60%, estérase : 40%, protéase : 80% et chitinase : 6,66% ; uréase: 20%,
phosphatase : 13,33).
7.1. Activité lipasique et estérasique

Les estérases et les lipases ont été mises en évidence en 1901 chez des bactéries telles
que Bacillus prodigiosus, Bacillus pyocyaneus, Bacillus fluorescens, Pseudomonas aeruginasa
et Pseudomonas fluorescens (Eijkmann, 1901 ; Fickers et al., 2007). L’intérét des lipases
microbiennes n’a cessé d’augmenter au cours des 25 derniéres années, principalement en raison
du grand nombre d’applications qu’elles offrent dans différents domaines. Les lipases
microbiennes présentent comme avantages d’une part, les procédés de fabrication qui sont
relativement simples comparés aux lipases d’origine animale, et d’autre part, elles montrent une
grande stabilité vis-a-vis de la température, des détergents et des enzymes protéolytiques.
(Sharma et al., 2001). Dans ce travail, 60% des isolats exhibent une activité lipolytique et 40%
produisent une estérase. Cette activité biologique est surtout liée a leur effet sur les lipides de
la membrane cellulaire ou ils peuvent favoriser selon la concentration, la formation de pores
irréversibles dans la double couche de phospholipides. Ces peptides antifongiques inhibent la
croissance d'un grand nombre de champignons y compris Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
les bactéries et les oomycetes (Munimbazi et Bullerman, 1998).
7.2. Activité amylasique

Les amylases sont des enzymes qui hydrolysent I’amidon ou le glycogene, elles peuvent
dériver de plusieurs sources comme les plantes, les animaux et les microorganismes. Ces derniers
sont plus favorisés grace a leur large disponibilité et leur production volumineuse a I’échelle
industrielle (Vidyalakshmi et al., 2009). Dans cette étude, I"activité amylasique est révélée chez
46,66% des isolats obtenus, la synthése de ces enzymes par les bactéries du sol permet une
dégradation de la matiere organique et fournit les éléments nécessaires pour la croissance des
plantes. Dans leur étude sur Bacillus sp, Obi et Odibo (1984) ont révélé une production de
quantités considérables en a-amylases. Selon Whipps (2001), Siddiqui (2005) et Viollet (2010),
I’amylase produite par les Pseudomonas stimule la croissance et la santé des plantes.

@
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7.3. Activité chitinasique
Les chitinases jouent un réle protecteur contre les champignons phytopathogenes en

raison de leur capacité d'interférer leurs constituants en chitine (Gadelhaka et al., 2005). Cette
activité est observée chez I’isolat N2 sélectionné. Selon Bhushan et Hoondal (1998), les micro-
organismes produisant cette enzyme sont classés dans la catégorie des agents de lutte
biologique, ces chitinases hydrolysent des polymeéres linéaires insolubles de B(1,4) de N-acétyl-
glucosamine qui est un constituant majeur des cellules pariétales de plusieurs champignons, les
coquilles des crustacées et I’exosquelette des insectes. Plusieurs especes du genre Bacillus sont
connues pour la production de chitinases, c’est le cas de Bacillus cereus inhibant la croissance
de Botrytis elliptica (Pleban et al., 1997 ; Huang et al., 2005).
7.4. Activité uréasique

Une quantité énorme d’urée est constamment libérée dans Il'environnement par les
activités biologiques. L’uréase est une enzyme extracellulaire représentant 63% de I’activité
totale du sol, son réle réside dans I’hydrolyse de I’'urée pour produire le CO, et I’'ammoniac
(NHs). Elle est utilisée comme indicateur de la qualité du sol, car sa concentration est
intrinséquement liée au taux de la matiére organique (Martinez-Salgado et al., 2010). A cause de
ce role, I'activité de l'uréase dans les sols a suscité beaucoup d'attention depuis qu'elle a été
rapportée par Rotini (1935) (Kumar et Varma, 2011). Dans cette étude, I"activité uréasique est
recherchée chez les 15 isolats sélectionnés, 20% (3/15) des isolats ont révélé un résultat positif.
Selon, Polacco, (1977), les uréases du sol proviennent principalement des plantes et également
des micro-organismes qui produisent les deux types d’enzymes (intra- et extra cellulaires)
(Mobley et Hausinger, 1989).
7.5. Activité celulasique

La dégradation de la cellulose joue un réle clé dans le cycle de carbone (Lee et al., 2007),
elle est essentiellement convertie par les microorganismes en dioxyde de carbone dans des
conditions aérobies et en méthane en anaérobiose (Eriksson, 1985). Les résultats obtenus
montrent que I'activité cellulasique est observée chez 66,66% (10) des isolats. Ce pourcentage
pourrait étre expliqué par le type de Gram des isolats obtenus, car d"aprés (Lu et al., 2005),
environ 80% des bactéries cellulolytiques isolées jusqu'a présent sont des Gram positives
(Schwarz, 2001).
Par conséquent, I’emploi de la cellulase exogene peut étre un moyen potentiel pour l'accélération

de la décomposition de la matiere organique et de I’augmentation de la fertilité du sol (Zhou et

al., 2013).
38
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7.6. Activité protéasique

Les protéases sont parmi les enzymes les plus importantes en industrie avec u

n

pourcentage de 30% de la production mondiale (Gul et al., 2008). Les protéases extracellulaires

hydrolysent des protéines en mono- ou oligoméres, principalement les peptides et les acides

aminés. Ces composés organiques de faible poids moléculaire sont les précurseurs immédiats de

la synthése des protéines et rentrent dans beaucoup de voies métaboliques de la cellule

(Manandhar et shrestha, 1999). La recherche de cette enzyme dans nos isolats a indiqué que 80%

(12/15) de ces derniers présentent une activité protéasique. Il est bien établi que la production

des enzymes lytiques telles que les protéases est I'un des mécanismes d"action indirecte appliqué

par les PGPRs dans I"élimination des microorganismes nuisibles (Twisha et Desai, 2014).

L activité protéasique peut avoir un effet plus poussé, elle influence indirectement la synthése

des auxines en libérant les acides aminés comme le tryptophane qui est le précurseur de la

synthese de I’acide indole acétique et d’autres substances appariées (Mansour et al., 1994). Elles

sont généralement produites par le genre Bacillus (Manandhar et shrestha, 1999).

7.7. Solubilisation des phosphates

L’alimentation minérale en phosphate est I’une des principales activités améliorant la
croissance des vegétaux. Les bactéries solubilisant le phosphate (phosphobactéries) secréetent
une sorte d’acides organiques qui agissent sur les phosphates insolubles et les convertissent en
une forme soluble, fournissant ainsi du phosphore assimilable a la plante (Ponmurugan et Gopi,
2006). Elles peuvent étre considérées comme des biofertilisants car ces bactéries sont capables
de libérer une quantité de P supérieure a celle nécessaire a leur métabolisme, ce qui permet aux
plantes d’absorber le surplus (Kloepper et al., 1989). Ainsi, dans notre étude, 13,33% (2/15)
des isolats sont capables de solubiliser le phosphate inorganique. Plusieurs auteurs ont révélé
I"aptitude des bactéries & solubiliser le phosphate. Rivas et al. (2004) ont rapporté que
Microbacterium sp. solubilise le phosphate inorganique. Gull et al. (2004) ont aussi rapporté
que les espéces du genre Bacillus et Pseudomonas ont un grand potentiel de solubilisation du
phosphate présent dans le sol. Les essais sur champs en Inde ont démontré que I'utilisation des
microorganismes solubilisant du phosphate (MSP) peut augmenter les rendements de cultures
jusqu'a 70% (Subba Rao, 1982; Wani et Lee, 1992 ; Verma, 1993). La solubilisation du
phosphate est un caractére trés commun au Pseudomonas et certaines Enterobacteriaceae
(Sulbaran et al., 2008).
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Conclusion

L utilisation des technologies microbiennes dans I’agriculture s’étend trés rapidement
par I’identification de nouvelles souches bactériennes efficaces dans I’amélioration de la
croissance des plantes, les PGPR, (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). En général ces
micro-organismes rhizosphériques, exercent sur les plantes diverse effets influencant leurs
développements en améliorant leurs compétitivités et leurs réponses aux facteurs de stress

externes.

Cette étude a visé une sélection de souches selon leurs capacités d’amélioré la
croissance végétale: ayant principalement un réle dans le biocontrdle protégeant ainsi les
plantes des champignons phytopathogenes (ex : production de HCN), dans la biofertilisation
(production des enzymes lytiques) et un réle dans la biostimulation (productrices d’AlA).

Isolement de quatre-vingt-deux isolats différent a partir du 8 échantillons du sol a la
recherche d’une activité antifongique a permis de sélectionner 15(18,29%) isolats obtenus du
sol avec un pourcentage d’activité de 66,66% ; 33,33% et 46,66% respectivement a I’égard de
Aspergilusniger , Botritiscinerea et Penicillium sp .

En conclusion, cette étude a indiqué que les isolats sélectionnés pourraient étre
exploitée comme agent de lutte biologique notamment les deux isolats E12 et N2 car ils
produisent des substances antifongiques qui sont a large spectre. Nos isolats, en plus de leur
role dans le biocontrdle, peuvent stimuler et améliorer la croissance des plantes en jouant le

role de biostimulateurs et de biofertiliseurs.

Notre travail reste préliminaire est mérite d’étre complété par :

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

» Réalisation des tests d’inoculation in vivo (sur plantes), au laboratoire et sur champs pour
voir leurs caracteres de promotion de la croissance des plantes (direct et indirect);

 Identification phylogénétique des isolats;

» Purification, identification et caractérisation biochimique des molécules antifongiques

produite.

=
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Composition des milieux de culture utilisés (pour un litre de milieu)

Gélose nutritive (GN)
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EXIrait de VIANGE. .. ... e e e e e e e e e e e e e e 1g
EXIrait A& BVUIE ... e e e e e e e e e e e e e et e 29
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EXIFait de BVUIE ... e e e e e e e e e e e e e 5
0] 7.2+0.2

Gelose a I’extrait de malt (EM)
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K 2P O a4 . e e e e e e e e, 0.24
(I3 | 1.44



Plat count agar (PCA)
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Résumé : En vue du risque augmenté des maladies des plantes causé par les champignons
phytopathogénes, nous nous sommes intéressés dans notre travail a la recherche de bactéries
productrices de substances antifongiques. 8 échantillons de sols prélevés de Bejaia et Alger ont fait
I’objet de cette étude, dont 82 isolats ont été purifiés, puis testé pour la production de substances
antifongiques (HCN, NH3 ...etc.) et pour la production de L’AlA et d’enzymes lytiques (protéase,
chitinase, cellulase...etc.). Les résultats obtenus ont montré que 15 (18,26%) isolats ont la capacité a
inhiber la croissance d’au moins un parmi les 3 champignons phytopathogenes (Aspergillus niger,
Botrytis cinerea et penicillium sp.) avec des pourcentages respectifs (66,66%; 33,33%, 46,66%). La
recherche des caractéres antagonistes et promoteurs de la croissance végétale par nos isolats
sélectionnés montrent les résultats suivantes: production de substances volatiles avec un pourcentage
de production de 80%, I’AlA(100%), production d’HCN(6,66%), production de NH3 (93,33%),
d’enzymes lytiques (lipase (60%), estérase (40%), cellulase (34,7%), protéase (80%), amylase
(66,66%), uréase (20%), chitinase (6,66%), phosphatase (13,33%)). Ces résultats ne nous permettent
pas d’expliquer exactement les mécanismes d’antagonismes par lesquels ces isolats ont inhibé le
développement des champignons phytopathogénes, mais, il a été clairement déterminé que la

cohabitation entre les isolats inhibiteurs et les champignons phytopathogénes n’est pas possible.
Mots clés : PGPR, substances antifongiques, HCN, NHs, AlA, activité enzymatiques.

Abstract: In view of the increased risk of plant diseases caused by phytopathogenic fungi, in our work
we were interested, for searching of bacteria producing antifungal substances. Soils collected from
Bejaia and Algiers were the subject of this study, 82 isolates were purified then tested for the
production of antifungal substances (HCN, NH3, etc.) and for the production of AIA and lytic
enzymes (protease, chitinase, cellulase, etc.). The results obtained showed that just 15 (18.26%)
isolates have the ability to inhibit the growth at least one of the three phytopathogenic fungi
(Aspergillus niger, Botrytis cinerea and penicillium sp.) with respective percentages (66.66%, 33.33%,
46.66%). %). The search for antagonistic characters and promoters of plant growth show the following
results: production of volatile substances with a production percentage of 80%, AIA (100%), HCN
production (6.66%), production of NH3 (93.33%), lytic enzymes (lipase (60%), esterase (40%),
cellulase (34.7%), protease (80%), amylase (66.66%), urease (20%), chitinase (6.66%), phosphatase
(13.33%)). These results did not explain the antagonistic mechanisms by which these isolates inhibited
the development of pathogenic fungi, however, it was clearly determined that cohabitation between
inhibitory isolates and phytopathogenic fungi is impossible.

Key words: PGPR, antifungal substances, HCN, NH3, AIA, Enzymatic activity



