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Résumé

Résumé

Cette étude a évalué le potentiel des isolats bactériens de la rhizosphére,
appartenant aux genres Bacillus et Actinomycetes, en tant qu'agents de biocontrole
contre quatre champignons pathogénes majeurs : Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Penicillium notatum et Fusarium oxysporum. Parmi les sept souches
testétes, B6 a montré une activité antifongique remarquable, avec des zones
d'inhibition atteignant 60 mm contre A. flavus et P. notatum. Les concentrations

minimales fongicides (CMI) pour B6 variaient de 2 a 8 mg/ml.

Les expériences in vivo sur des plants de tomate ont confirmé que les souches B6,
B2, Aa, et G réduisaient significativement les symptdbmes causés par F.
oxysporum et A. flavus. Un test statistique de comparaison des moyennes a révelé
que ces souches ont contribué de maniére trés hautement significative a
l'augmentation du taux de croissance des plantes par rapport au témoin (T). Ces
bactéries ont également stimulé la phytomasse aérienne des plants. Les tests
d'inoculation foliaire ont montré une réduction marquée des symptdmes fongiques
grace aux suspensions bactériennes, confirmant leur double effet comme bio-

stimulants et agents de biocontrole.

Ces résultats soulignent le potentiel biotechnologique des isolats de Bacillus et
d'Actinomycetes pour développer des stratégies de lutte biologique durable contre
les maladies des cultures de tomates.

Mots-clés : rhizosphére, antifongique, bio-stimulants, champignons pathogenes,
biocontrole, Bacillus, Actinomycétes, tomate.



Abstract

Abstract

This study assessed the potential of bacterial isolates from the rhizosphere belonging to the
genera Bacillus and Actinomycetes, as biocontrol agents against four major pathogenic
fungi: Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium notatum, and Fusarium
oxysporum. Among the seven strains tested, B6 demonstrated remarkable antifungal
activity, with inhibition zones reaching 60 mm against A. flavus and P. notatum. The

minimum fungicidal concentrations (MIC) for B6 ranged from 2 to 8 mg/ml.

In vivo experiments on tomato plants confirmed that the strains B6, B2, Aa, and G
significantly reduced symptoms caused by F. oxysporum and A. flavus. A statistical
comparison test revealed that these strains contributed highly significantly to the increase
in plant growth rates compared to the control (T). These bacteria also stimulated the aerial
phytomass of the plants. Foliar inoculation tests showed a marked reduction in fungal
symptoms due to bacterial suspensions, confirming their dual role as bio-stimulants and

biocontrol agents.

These results highlight the biotechnological potential of Bacillus and Actinomycetes

isolates to develop sustainable biological control strategies for tomato crop diseases.

Keywords: rhizosphere, antifungal, bio-stimulants, pathogenic fungi, biocontrol, Bacillus,

Actinomycetes, tomato.
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Introduction

Introduction
La production de tomates sous ses diverses formes a triplé dans le monde au cours des trois
dernieres décennies. Cela traduit une demande croissante pour ce produit (sous forme
fraiche ou transformée) en raison de l'augmentation rapide de la population mondiale
(Costa et al., 2018).

D'autre part, la consommation moyenne mondiale de tomates a augmenté, passant
de 9,1 kg/habitant/an en 1965 a 24 kg/habitant/an en 2021. La tomate transformee
joue également wun rdle clé dans cette dynamique mondiale. La région
méditerranéenne ne fait pas exception, car les principaux pays producteurs de
tomates transformées, par ordre décroissant, sont : la Turquie, I'Egypte, [I'ltalie,

I'Espagne, I'Algérie, le Maroc et la Tunisie (Benmehaia et al., 2024).

Selon I'Algérie Presse Service (APS), la production industrielle de tomates a dépassé les 23
millions de quintaux en 2021, enregistrant une croissance de plus de 17 % par rapport a
I'année précédente. Cela a permis a I'Algérie d'assurer son autosuffisance en double

concentré et triple concentré de tomates.

Cependant, malgré ces avancées dans la production, les cultures de tomates restent
gravement menacées par divers facteurs phytopathologiques. Ces derniers représentent une
préoccupation majeure en raison des pertes considérables qu'ils entrainent, estimées a
environ 30 % des légumes frais a I'échelle mondiale, principalement causées par des
microorganismes phytopathogenes (Benaissa et al., 2021). Parmi ces causes, les
champignons agricoles sont considérés comme 1’un des plus gros problémes menagant les
cultures, L'humidité et la teneur en nutriments des graines au cours de leur développement
intermédiaire créent des conditions optimales pour la croissance des champignons et la
production de toxines (De Lucca et al., 2007).

Le genre Aspergillus est constitué de saprophytes présents dans le sol, les produits
fourragers, les produits alimentaires, la poussiere, les débris organiques et la matiere en
décomposition a travers le monde. Bien qu'ils soient considérés comme des pathogénes
faibles des plantes, deux espéeces, Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus, produisent

des toxines puissantes (aflatoxines) sur certaines cultures (De Lucca et al., 2007).

D'autres agents comme Fusarium oxysporum, un champignon ascomycéte vivant libre,

sans etat sexuel connu. Fusarium oxysporum est une espéce complexe composée de
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pathogenes des plantes ubiquistes transmis par le sol, avec environ 120 formes spéciales
(ff. spp.) basées sur la spécificité de I'hdte. (Arie et al., 2010). Fusarium oxysporum cause
des pertes economiques importantes sur de nombreuses cultures, y compris la tomate, qui

est I'une des cultures maraicheéres les plus cultivées au monde (Debbi et al., 2018).

Les dommages causés par ces phytopathogénes de méme que I’impact économique négatif
sur la production de la tomate dans le monde sont des causes qui conduisent certains
producteurs a abandonner la production ou a faire 1’'usage intensif des pesticides chimiques

dans leurs plantations (Louissaint et al., 2012).

Méme avec des applications importantes de pesticides, les agriculteurs se heurtent a des
obstacles dans la lutte contre ces organismes nuisibles, se trouvant ainsi dans 1’incapacité a
limiter leurs dégats, et dans le méme temps les risques de pollution restent importants
(Louissaint et al., 2012).

De plus, I'utilisation intensive des pesticides présente un impact négatif évident sur
I'environnement, en particulier lorsqu'ils se déplacent au-dela du site d'application. Les
pesticides sont non seulement toxiques pour les organismes visés, mais aussi pour d'autres
especes, comme les insectes bénéfiques, la faune aquatique et les plantes non ciblées. Cette
contamination peut affecter le sol, l'eau, la végétation environnante, et nuire a la
biodiversité. Bien que les pesticides devraient idéalement étre biodégradables et n'affecter
que les organismes nuisibles, ce n’est pas le cas pour la plupart des produits utilisés, dont
la majorité est non spécifique et entraine des conséquences écologiques désastreuses. Il est
estimé que seulement 0,1% des pesticides atteignent les organismes ciblés, tandis que le
reste contaminent I’environnement immeédiat, mettant ainsi en danger la sécurité

écologique (Soudani et al., 2020).

En raison de la valeur économique de la tomate et des défis liés aux ravageurs et a
I’utilisation excessive de pesticides, la recherche se tourne vers des alternatives
phytosanitaires, notamment I'utilisation de bio pesticides. Cette étude évalue
I’activité antifongique de certaines souches de Bacillus et d'Actinomycétes, visant
a offrir une solution durable et respectueuse de [’environnement contre les
maladies fongiques affectant les cultures de tomates.

L’objectif principal de ce travail est 1’étude de ’effet antagoniste des souches bactériennes

des genres Bacillus et Actinomycetes sur quatre agents phytopathogénes :
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Fusariumoxysporum, Aspergillus flavus, Aspergillus niger et Penicillium notatum, et ceci
par des confrontations in vitro. Une deuxiéme série d’essais a été effectuée in vivo afin
d’apprécier D’effet protecteur des souches bactériennes des genres Bacillus et
Actinomycétes vis-a-vis des plantes tests (tomate) infectées par Fusariumoxysporum et

Aspergillus flavus.

3| Page



PARTIE Il. Synthese
Bibliographique



CHAPITRE I.GENERALITE
SUR TOMATE



CHAPITRE I.GENERALITE SUR TOMATE

I.1 Importance de la Tomate

La tomate (Lycopersicon esculentum) est 1'un des fruits et légumes le plus cultivé au
monde pour son utilisation dans de nombreux mets. C’est aussi un produit agricole
riche en éléments nutritifs, notamment le lycopene, dont des études
épidémiologiques ont montré qu’il lutter contre 1’apparition de certaines maladies

dégenératives telles que le cancer de la prostate (Liu et al., 2000).

En Algérie, la tomate occupe une place privilégiée dans le secteur maraicher
(Ferrero,2009). La production de tomate en Algérie est de 7,9 millions de tonnes en
2012 et elle est cultivée sur 23 500 ha (Anonyme, 2013).

I.2.Composition de la tomate fraiche

La composition biochimique des fruits de tomate fraiche dépend de plusieurs
facteurs, a savoir la variété, I'état de maturation, la lumiere, la température, la saison,

le sol, l'irrigation et les pratiques culturales (Salunkhe et al., 1974).

Le jus représente la majeure partie des constituants physiques de la tomate. La
tomate est constituée de 94 a 96 % de jus, 1 a 1.5 % de pépins et 1,5 a 2,5% de
pelures et fibres. Les sucres contenus dans la tomate sont essentiellement des sucres

réducteurs, le glucose représente 0,88-1,25%, et le fructose 1,08-1,48%.

Tableau 01 : Composition de la tomate fraiche (Cotte, 2000)

Eau (%) Glucides (%) Substance azotées Lipides (%) Cendres (%)
(%)

93,5 3,6 0,95 0,30 0,74

1.3.Exigences édapho-climatiques de la tomate
1.3.1- Température

La tomate est exigeante en ce qui concerne les températures, dont I’optimum se situe
entre 13 et 20°C pendant la nuit et entre 20 et 27°C pendant la journée (Nyabyenda,
2006).

Selon (Caburet et al .,2003), la tomate a une croissance maximale vers 25°C. Les
périodes séches et fraiches sont plus favorables a la production que la saison

pluvieuse et chaude. Au-dessus de 30°C, le lycopéne, pigment responsable de la
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couleur rouge du fruit ne se forme plus. C’est le pigment B caroténe qui se forme,

donnant ainsi une coloration jaune-orange au fruit.
1.3.2 Humidité

Une humidité élevée favorise les infestations de ravageurs, les maladies et la
pourriture des fruits. C’est pourquoi la production de la tomate se fait plutét sous les

climats secs (Doorenbos et al., 1987).
1.3-3- Lumiere

La tomate est peu sensible au photopériodisme, mais est exigeante en énergie
lumineuse. Un faible rayonnement lumineux réduit le nombre de fleurs par bouquet,

affecte la fécondation et conduit a 1’avortement des fleurs et des fruits (Caburet et

al., 2003).
1.3.4- Le sol
Structure et texture

La tomate n’est pas trés exigeante en ce qui concerne les sols, pourvu qu’ils soient
fertiles et bien drainés. Elle ne craint pas les bas-fonds et les marais, pourvu qu’ils
soient bien drainés (Nyabyenda, 2006).

La couche superficielle du terrain doit étre perméable. Une profondeur de sol de 15 a
20 cm est favorable a la bonne croissance d’une culture saine. Dans les sols d’argile
lourd, un labourage profond permettra une meilleure pénétration des racines (Naika et
al., 2005).

pH

Selon (De Lannoy., 2001), la tolérance de la tomate a I’acidité du sol est moyenne (6,5
a7,5) et le rendement varie peu avec les variations du pH.

Cependant, sur des sols a pH basique, certains micro-éléments restent peu disponibles
a la plante (Fe, Mn, Zn, Cu). Dans ce cas, une correction ferrique par apport d’engrais

foliaire ou en fertigation est nécessaire.
Salinité

Atteste que la tomate est classée parmi les plantes a tolérance modérée vis-a-vis de la

salinité. Le taux moyen de sensibilité se situe entre 1.5 a 03 g/l. (Laumonnier., 1979).
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Eau

La tomate est la culture la plus exigeante en eau en particulier aprés sa transplantation,
pendant la floraison et enfin lors du développement des fruits.

Les mémes auteurs ajoutent que le stress causeé par une carence en eau fait tomber les
bourgeons et les fleurs et provoque le fendillement des fruits. Par contre, lorsque les
averses sont trés intenses et I’humidité est trés élevée, la croissance des moisissures et

la pourriture des fruits seront plus importantes (Naika et al., 2005)
1.4 Les type de tomates
I.4.1Tomate de table

Elles sont grosses, elles sont moins rouges que les tomates industrielles, elles
contiennent beaucoup de pépins et d’eau, leur peau est peu résistante. Elles sont
utilisees pour la salade ou transformées en purée pour sauce. Leur rendement a
I’hectare est faible comparé a la tomate industrielle ; elles ne peuvent donc pas faire

I’objet d’une transformation industrielle (Mtcthg, 2009).
1.4.2 Tomate industrielle

De dimensions souvent plus petites et parfois allongées, aspect tres rouge désiré
pour les sauces, elles ont un taux de matieres seches plus élevées aussi elles ont une
peau résistante. Ce sont ces tomates qui se prétent a une transformation industrielle
comme leur nom lindique. Sa culture est inconnue des paysans mais pratiquée, par
quelques rares maraichers. C'est dire donc que toute action tendant a résoudre le
probléme de la conservation doit tenir compte de la variété de tomates produites. Or
les variétés produites (tomates de tables) ne répondent pas du tout aux techniques
actuelles de conservation ou de transformation. Il faut résoudre un premier probléme
qui est agronomique en changeant de variétés de tomates. Les avantages sont

évidents :
- Meilleur rendement pour la culture

- Possibilité de transformer la production (Mtcthg, 2009).
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5 Importance économique de tomate
1.5.1Au niveau mondial

La tomate est 1’'une des principales productions Iégumiéres dans le monde, et
particulierement dans les pays tropicaux et les pays du bassin méditerranéen, elle est
cultivée dans plus de 130 pays sur une surface avoisinante 2,5 millions ha (Blancard,
2009).

La production mondiale est estimée a 159.03 millions de tonnes en 2011 cultivé sur

une surface d’environ 4,73 millions Ha (Fao, 2011).
I.5.2Tomate en Algérie

La production nationale de la tomate fraiche s'est établie a 13,72 millions de
quintaux(gx) durant la campagne 2017-2018, a indiqué le ministére de [I'Agriculture,
du développement rural et de la péche dans un communiqué.Le rendement a été de
428 qx/hectare pour la tomate plein champ et 1.225 gx/hectare pour la tomate sous

serre, a précisé la méme source.

Les plus grandes wilayas productrices de la tomate fraiche sont Biskra avec une
production de 2,33 millions de gx, Mostaganem avec une production de 1,33 million
de gx, Tipaza avec 1,04 million de gx et Ain Defla avec 728.250 gx.

Outre la tomate fraiche, la production de la tomate industrielle (destinée a la
transformation), elle a été de 15,4 millions de gx durant la campagne 2017-2018,

avec un rendement de 651 gx/hectare.

Les plus grandes wilayas productrices de la tomate industrielle sont Skikda avec une
production de 4,65 millions de gx, Tarf avec 3,5 millions de gx, Guelma avec 2,06
millions de gx et Ain Defla avec 1,68 million de gx. (Radio Algérie 31/10/2018)
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Tableau 02 : Evolution de la tomate maraichére en Algérie entre 2001-2009 (Anonyme,
2009).

Superficies Ha Production/Qx Rendement Qx/Ha

2001 16760 3735340 22,87

2002 17820 4013640 225,20
2003 18650 4569330 245,00
2004 19432 5121950 263,60
2005 19655 5137280,4 243,60
2006 20436 5489336 268,60
2007 20079 5673134 282,50
2008 20789 55924941 284,50
2009 21089 6410343 308,40

1.6 Classification de la tomate

La tomate est une plante herbacée annuelle & port buissonnant appartenant a la
famille des solanacées elle est classée selon des critéres différents liés a 1’aspect

botanique, la composition génétique et le type de croissance (Gallais et al, 1992).
11.6.1.Classification botanique

Tout d’abord le nom scientifique Solanum lycopersicum L. a été proposé pour
remplacer lycopersicum esculentum Mille. Utilisée depuis de nombreuses décennies.
En effet, les éléments historiqgues montrent que Solanum lycopersicum a été proposé
par Linné en 1753, un an avant la proposition de Miller d’associer la tomate au
genre lycopersicum. Des ¢études phylogénétiques appuient 1’idée que la tomate et ces

cousins les lycopersicum sauvages doivent étre placés dans le genre Solanum.

Les deux noms continuent a étre utiliser dans la littérature (Blancard, 2009).
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Tableau 03 : La classification systématique de Lycopersicum esculentum (Benton, 2008).

Niveau Taxonomique Taxon
Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionia
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Solanales
Famille Solanacees
Genre Lycopersicum
Espéce Lycopersicum esculentum

1.7 Les contraintes de la culture de la tomate :

1.7.1. Les contraintes abiotiques :

Nécrose apicale :

Les fruits de la tomate peuvent étre sujets a diverses atteintes, liées a des carences
physiologiques. On a des phénomeénes climatiques : c’est le cas des nécroses apicales parfois
appelées maladies de cul noir, qui se manifestent par des plages de nécrose a base du fruit du
c6té opposé au calice vite envahie par des champignons saprophytes. Elles sont dues a un taux
de calcium insuffisant dans le fruit, insuffisance qui peut étre induite par un arrosage
irrégulier. (Chougar, 2011).

Les coups du soleil :

Consistent en des brulures de la peau des fruits qui se manifestant par une Iésion déprimée
liégeé claire latérale (Blancard, 1997).

Chlorose :

Se manifeste par la décoloration des feuilles et les fruits sont petits. La cause de cette maladie
c’est la carence en €éléments nutritifs. Pour lutter, il faut apporter régulicrement de 1’engrais
(Chougar, 2011).

Eclatement des fruits de la tomate :

Les symptomes se manifestent par I’éclatement du fruit du fruit en murissant : la cause c’est

I’arrosage excessif pendant les périodes seches. (Chaux et al, 1994)
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L’asphyxie racinaire :

Elle est due a un exces d’eau dans le sol, et peut se produire a la plantation, ou en court de
culture (Matallah et al, 1983). Dans le cas le plus grave, la plante flétrit, les racines
asphyxiées étant incapables d’alimenter la plante (Messian et al, 1991).

Stress thermique :

La tomate est une espece exigeante en chaleur pour sa croissance et son développement. Par
conséquent elle est donc trés sensible au froid. Il y a lieu de noter qu’un abaissement
progressif de la température produit moins de dégat qu’un abaissement brutal. Acquant (1995)
a noté que le zéro de végétation de la tomate est de 10°c, mais elle peut supporter pendant
quelques heures aussi bien des températures basses (5 a 8 °c) que des températures
supérieures ou égales a 35°C sans compromettre le rendement. Pour cela, il faut choisir des
especes et des variétés résistantes.

Stress salin :

La salinité est un facteur environnemental tres important qui limite la croissance et la
productivité (Allakhverdiev et al., 2000). La tomate est classée parmi les plantes a tolérance
modérée vis-a-vis de la salinité. La chute de rendement est imperceptible pour une
conductivité électrique de 2,50 mmhos/cm. Une baisse de rendement, peut étre de 10% a une
(CE) égale a 9,3 mm hos/cm et de 100% (maximale) quand la (CE) est de 12,5 mm hos/cm.
La phase de sensibilité la plus importante au sel correspond a la germination et a la levée des
jeunes plantules. (Doorenbos et al 1980).

1.7.2.Les contraintes biotiques :

1.7.2.1. Les ravageurs :

Les Nématodes :

Parmi les espéces de Nématodes le genre Meloidogyne est le plus représenté. Il comprend
quatre espéces les plus répandues. M. halpa, M. incognita, M. javanica, M. arenaria. Ce sont
des parasites dangereux qui peuvent provoquer des baisses de rendement considérables (Cadet
et al, 1998).

Les acariens :

Sur Solanacées, on peut rencontrer des acariens du genre Tetranychus, I’espéce la plus
répandue est T. urticae (Alba et al., 2008), mais récemment une autre espéce invasive a été
découverte dans la région de Mostaganem en 2008, il s’agit de T. evansi (Guenaoui, 2010). La
face inférieure des folioles devient brune a bronzée. En s’alimentant, les acariens bouchent les

stomates, entrainant un ralentissement de la transpiration et de la photosynthese
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(Lambert et al., 2006). Des attaques importantes par cet acarien sont observées sur tomate
sous abris dans le sud-est de la France (Migeon et al., 2005).

Les pucerons sur tomate sont essentiellement :

Myzus persicae (Sulzer), M. certus (Walker), Aulacorthum solani (Kaltenbach),
etMacrosiphum euphorbiae (Thomas). Aphis fabae (Scopoli), A. frangulae (Kaltenbach), et A.
gossypii (Glover) sont les espéces les plus fréquentes sur tomate (Csizinszky et al., 2005).

Les thrips :

Les thrips sont des petits insectes de 1’ordre des Thysanopteéres famille des Thripidae qui
causent des dommages sur les feuilles et peuvent leur transmettre des maladies virales tres
importantes comme le Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV). Deux especes sont rencontrées
sur tomate en serre il s’agit de Thrips tabaci (Lindeman) et Frankliniella occidentalis
(Pergande) (Boucher, 2008).

La noctuelle de la tomate :

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) est I'espéce la plus importante sur
tomate, mais en Algérie, ses attaques sont sporadiques (Guenaoui, 2010). Les dégats causés
par les chenilles se traduisent par des trous dans les tomates. Ces attaques, qui passent
inapercues, entrainent des pertes commerciales tres élevées lorsque la production est destinee
a la conserverie (INRA, 2008).

La mineuse de la tomate Tuta absoluta :

T. absoluta est un ravageur exclusif des solanacées, mais il attaque préférentiellement la
tomate. Cette espece s’est introduite récemment en Algérie. Ce microlépidoptere provoque
des pertes de rendement de la tomate car ses larves peuvent se nourrir sur toute la plante
(feuilles, tiges, fleurs, et fruits) (Guenaoui, 2010).

Les aleurodes :

Les aleurodes (Homoptera : Aleyrodidae) sont des insectes qui peuvent causer des dégats
importants sur tomate. Selon la plante hote, on peut observer une simple chlorose jusqu’a la
déformation des fruits (Arno et al., 2008 ; Legemble, 2009). On rencontre deux especes :

Bemisia tabaci (Gennadius) et Trialeurodes vaporariorum (Westwood).
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I1.1 Introduction sur les maladies des plantes

La phytopathologie peut étre définie comme 1’étude des maladies des plantes au cours de leur
croissance, mais aussi les altérations des produits vegétaux aprés leur récolte (Lepoivre .,
2003). Une maladie se définit comme une anomalie dans la structure ou la fonction d’une
plante causée par un facteur irritant continu (Schiffers et al., 2011).

Les maladies des plantes peuvent réduire la valeur économique, esthétique et biologique de
toutes les espéces.

11.2. Les classification de maladies

Les maladies peuvent étre divisées en deux principaux groupes : les maladies non infectieuses
(ou abiotiques) et les maladies infectieuses (ou biotiques) (tableau 04).

Tableau 04 : Présentation générale des causes de maladies chez les plantes (Lepoivre .,
2003).

Agents non infectieux (physiques-chimiques) (maladies abiotiques)

Climat Déséquilibres, carences, exces, pH, salinité, toxiques
naturels.
Pollution Atmosphere (SO2, F, etc.), sols, eaux (nitrate,

pesticides), poussieres industrielles
Agents infectieux (maladies biotiques)
Molécules Virus, viroides.
Cellules ou organismes pluricellulaires Bactéries, phytoplasmes, protozoaires,

champignons, phanérogames.

11.2.1 Les maladies non infectieuses

Elles sont causées par des conditions environnementales inadéquates telles que lescarences ou
les excés de nutriments, les conditions défavorables du sol et du climat et les polluants
(Lepoivre, 2003). Ces maladies ne peuvent étre transmises a des plantes saines.

11.2.2 Les maladies infectieuses

Elles sont causées par des micro-organismes tels que les champignons, les bactéries, les virus
et les viroides (Lepoivre, 2003). Elles peuvent étre transmises par diversvecteurs (vent, eau,
contacts entre végétaux, insectes, homme etc.) a d'autres plantes saines, ou étre présents dans
le sol, provoquant ainsi la maladie chez les nouveaux hotes sensibles.

Selon Schiffers et Moreira (2011), les maladies infectieuses des plantes ne se developpent que

si les trois conditions suivantes sont remplies.
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11.3 Cycle infectieux d’un agent pathogéne
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Figure 01 Etapes du cycle infectieux standard d’un agent pathogeéne, adapté

d’Agrios (2005)

I1.4 Principales maladies de la tomate

La culture de tomate peut étre affectée par plusieurs maladies : maladie cryptogamiques,
bactériennes, virales et physiologiques.

11.4.1 Maladies cryptogamiques

Mildiou

Le mildiou est causé par Phytophtora infestans, anciennement classé parmi les mycetes. Cette
maladie peut dévaster les cultures de tomates durant les périodes fraiches et pluvieuses. Le
mildiou peut s’attaquer a tous les organes aériens de la plante. Il se manifestepar des taches
nécrotiques, irrégulieres, d’extension rapide, entourées d’une marge livide. Sur les tiges on

voit des plages brunes pouvant les ceinturer. Les fruits sontmildiousés, bruns marbrés,

irrégulierement bosselés en surface (Figure 05) (Blancard et al., 2009)
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Figure 02: Mildiou sur la tomate (Anonyme, 2015)

Altérnariose

L’altérnariose est une maladie causée par Alternaria solani, elle apparait surtout en conditions
de climat chaud et sec, mais elle est trés accentuée en culture irriguée. Elle est favorisee par la
sénescence des plants et des températures, variant entre 20 et 25°C. La rosée pendant la nuit
conditionne [’infection et I’alternance des périodes humides et ensoleillées favorise la

formation des conidies et la sporulation (Figure 03) (Bouhroud, 2011).

Figure 03 : Alternariose sur tomate (Anonyme, 2015).

Moisissure grise ou Botrytis

La moisissure grise est causée par Botrytis cinerea, la pourriture grise est une maladie
répandue dans les cultures de tomate sous abris. Les symptdmes observables sur fleurs, fruits,
tiges, et feuilles se traduisent généralement par un pourrissement des tissus infectés, suivi
parl’apparition d’un feutrage gris due a une production importante de spores. Botrytis cinerea
peut entrainer des pertes de rendements importantes, en affaiblissant les plantes et en les
détruisant (Figure 04) (Williamson et al., 2007).
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Figure04: Botrytis sur la tomate. A : sur le fruit, B : sur la tige (Anonyme 2,
2013)
Oidium
L’oidium est causé par Oidium neolycopersici qui provoque des taches sur feuilles assez
caractéristiques des oidiums. Celle-ci sont poudreuses et blanches et couvrent plut6t la face
supérieure des folioles de tomate. Les tissus touchés deviennent chlorotiques, brunissent
localement et finissent par se nécroser. Des taches comparables peuvent étre observées sur la

tige, les fruits ne semblent pas étre affectés (Figure 05) (Blancard et al., 2009).

Figure 05 : Oidium sur feuilles de tomate (Anonyme 2,
2013)
Anthracnose
L’anthracnose est causée par Colleotrichum cocodes. Les symptomes se manifestent sur les
fruits mars, ou arrivant maturation sous forme de petite tdches rondes creusées dans la peau.
Lorsque ces taches s’étendent, leur centre prend une couleur sombre ou développe des

anneaux concentriques mouchetés produisant des spores (Figure 06) (Ruocco et al., 2011)

18 | Page



Chapitre Il Les maladies de la tomate

Figure 06 : Anthracnose sur le fruit de la tomate (Anonyme 2, 2013).
Fusariose
La fusariose est Provoquée par Fusarium oxysporum. Ce dernier ne s’attaque qu’a certains
cultivars. Les plantes infectées présentent un jaunissement des feuilles et un flétrissement se
propageant a partir de la base de la tige. Au départ, les symptdmes ne sont visibles que sur
une seule moitié de la surface des feuilles, des branches ou des plantes, avant de se propager a

I’ensemble de la plante (Figure 07) (Messiaen et al., 1993).

Figure 07 : Jaunissement et flétrissement du a la fusariose
(Anonyme,2013).
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Tableau 05 : Les maladies cryptogamiques de la tomate (Snoussi, 2010).

Maladies Agents causals Symptome et dégates
Mildiou Phytrophthora infestans Grands tache brunes sur les feuilles et les tiges
Alternariose Alternaria salani Tavhes noirs de taille variables sur les feuilles
Fusariose Fusarium oxsyporum f.sp lycopersici Flétrissement des feuilles avec brunissement

. . des vaisseaux et pourriture des racines
Fusarium oxsyporum f.sp radicis

lycopersici

Verticilliose Verticilliumalbo-atrum Flétrissement des feuilles accompagné d’un

Verticillium dahliae JEITEEE g

Unilatéral Suivi de desséchement des feuilles

de la base
Anthracnose Collectotrichum Taches circulaires de 05 al0 mm sur les fruits
Coccodes rouges
Oidium Oidium neolycopersici Feutrage blanc sur feuilles
Pourriture grise Botrytis cinerea Feutrage grise sur les feuilles et sur les fruits

11.4.2Maladies bactériennes

Chancre bactérien
Le chancre bactérien est causé par le Clavibacter michiganensis. C’est une maladie
importante et répandue, causant des pertes économiques graves dans les cultures de tomates
dans le monde, qu’elles soient en serre ou en plein champ (Figure 08) (Gartemann et al.,

2003).

Figure 08: Chancre bactérien sur la tomate, A : sur les feuilles de tomate, B : sur le

fruit de la tomate (Anonyme, 2015).
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Moucheture bactérienne

La bactérie responsable de la moucheture bactérienne est Pseudomonas syringae (Boosse-
Platiere, 2008). Il ya apparition des taches noires de contours irréguliers, entourées d’un halo
jaune.

Les taches peuvent se joindre et former une plage nécrotique brune-sombre, ainsi les folioles
se dessechent et tombent et sur le fruit sont observé des taches brunes nécrotiques (Figure09)
(Allal, 2009).

Figure 09 : Moucheture bactérienne sur tomate (Anonyme 2, 2013)

Gale bactérienne

La bactérie responsable de la gale est Xanthomonas campestris. Il ya apparition de taches
brunatres relativement réguliéres entourées d’un halo jaune sur les feuilles et de petits
chancres pustuleux, qui prennent un aspect liégeux sur le fruit (Allal, 2009).

Moelle noire

Lors de la moelle noire, la tige est molle colorée en brun (Snoussi, 2010), une coupe
longitudinale de la tige montre une moelle noire remplie de vacuoles, les vaisseaux demeurent
intacts, contrairement a ce qui se passe dans le cas d’une maladie vasculaire (Figure 10)

(Allal, 2009).

Figure 10 : Molle noire sur tomate (Anonyme, 2015).
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Tableau 06 : Les maladies bactériennes de la tomate (Snoussi, 2010)

Maladies Agents causals

Moucheture bactérienne Pseudomonas

Syringae Pv.tomato

Gale bactérienne Xanthomona.Spp

Clavibacter michigamensis sub

Chancre bactérien EpN ST

Le flétrissement Ralstonia

Bactérien solanacearum

Symptomes et dégats

Petits points noirs habituellement inférieurs a
2mm de diamétre entourés d’une auréole jaune et
par des taches rarement supérieures a 1mm de
diamétre entourées parfois d’un halo vert foncé
sur les fruits (BLANCARD ,2009)

Sur feuilles,tiges et pétoiles de tomate.les Iésions
se présentent sous forme des zones circulaires (1-
Smm)saturées d’eau .d’abord vertes puis brunes
des nécrosées .Les fruits de tomat portent des
taches subérisées de 2a& 10 mm de diamétre
circulairs et a marges saturées d’eau
(BLANCRD.2009)

Petit taches chancreuses sur les folioles de
couleur blanc marron .Jaunissement de la moelle
en bordure des vaisseaux sue les tige présence de
petit tache blanches brunes au centre sue les fruits
(BLANCARD ,2009)

Flétrissement irréversible sur la partie aérien de
plants qui survient apres blocage par la bactérie
de la circulation de I’eau dans la plants

11.4.3Les maladies virales
Tomato mosaic virus (TMV)

Le symptbme dépendra de la variété, I'age de la plante au moment de l'infestation, et I'état de
I'environnement. Le virus provoque : marbrures et rugosité des feuilles, nanisme. des
rendements réduits et roussissement des fruits (Benton, 2008). La transmission se fait par des
pucerons (Trottin-Caudal ,2011).

Virus de la mosaique du concombre (CMV)

La plante est caractérisée par un raccourcissement marqué des entre-nceuds, des pousses
apicales qui lui confere un aspect compact et buissonnant. Leurs folioles sont petites et roulée
vers le haut.

Les vieilles feuilles sont de taille normale et présentent une mosaique légére. Les rendements
sont considérablement réduits et les fruits sont peu nombreux, petits et maturité inégal
(Gallitelli, 2000). le CMV peut étre acquis et transmis par plus de 80 especes de pucerons des

plantes infectées vers les plantes saines (Gallitelli, 2000).
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Virus de la maladie bronzée de la tomate (TSWV)

Les symptdmes du TSWV sont trés varies. Sur les feuilles, on peut observer un symptdme de
mosaique vert clair a vert foncé, des taches chlorotiques a nécrotiques,parfois en anneaux,
apparaissant sur les faces supérieures puis inferieures, des plages rouge brun, plus nombreuses
et confluentes a la base des folioles, qui deviennent légerement enroulées (Marchaux et al.,
2008).

Le principal agent de transmission de TSWV est le thrips. Neuf espéces de cet insecte ont eté
rapportées vecteurs de ce virus. (Marchaux et al., 2008)..

Virus de du jaunissement et feuille en cuillére de la tomate (TYLCV)

Les plantes atteintes ont une croissance ralentie ou méme bloquée leurs conférant un aspect
chétif : réduction des entre nceuds, aspect buissonnant, folioles de petites taille qui jaunissent
et deviennent incurvé (cuillére). Et parfois filiforme. Les fruits sont petits et peu nombreux. Si
I’infection est précoce la récolte est nulle (Trottin-Caudal ,2011). Transmis par les aleurodes
(Benton, 2008).

ToCV (Tomato Chlorosis Virus)

Le ToCV est transmis par plusieurs especes d’aleurodes selon le mode de semi persistant, on
peut observer des marbrures chlorotiques irréguliéres, un jaunissement et une nécrose de
limbe. Des déformations foliaires sont également visibles, notamment un enroulement du
limbe. Les plantes affectées précocement sont peu vigoureuses, la production en fruit peut étre
fortement réduite (Blancard et al., 2009). Développe a des températures de 18 a 24°C avec
plus de 80% d’humidité, et est favorisée par des périodes climatiques humides et un apport
d’azote (Allali, 2022).

Dans les plants de tomates, diverses maladies bactériennes peuvent affecter différents organes
. tige (nécrose centrale), feuilles (taches bactériennes), fruits (marbrures et pourriture

dusommet), et tiges (pourriture aqueuse et flétrissement bactérien) (Kolomiets et al, 2011).
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Tableau 07 : Les maladies virales de la tomate (Snoussi, 2010)

Maladies
CMV

Cucumber Mosaic Virus

TICV :Tomato Infectious Chlorosis Virus

TMV :Tobacco Mosaic Virus

ToCV :Tomato Chorosis Virus

TSWV :Tomato Spotted wilt Viruse ou virus
de la maladie bronzée de la tomate

TYLCV :Tomat Yellow Leaf Curl Virus ou
maladie des feuilles jaunes en cuilléres de la
tomate.

Symptdmes et dégats

Lorsque [I’infection est précoce on peut
observer une stérilitt ou une mal formation
des fruits

Une jaunisse généralisée et un retard du

développement de la plante.

Apparition de nécroses ce qui entraine de
grandes pertes de rendement.

Virus de la mosaique du tabac ce dernier est
caractérisé par une mosaique verts ou
blanche .des folioles gaufrés devenant
filiformes et ont tendance a s’enrouler, les
fruits encore verts présentent une surface

légérement  bosselée  avec des  plages
nécrotique brunes .Les fruits murs sont
parsemés de plages vertes.

Virus de la jaunisse de la tomate un
jaunissement généralis¢é a [’ensemble des
folioles d’une feuille et wun retarde du

développement de la plante.

Il est a observer des mouchetures en
mosaique avec une décoloration des feuilles.
Sur les tiges et pétioles ,il y a apparition des
taches nécrotique par contre sur les flaurs on
observe un nanisme une déformation et une
décoloration la maladie peut entrainer un
rabougrissement du plant.

La croissance des plantes atteintes et
fortement perturbée.
Les feuilles sont de tailles réduites et

présentent un  jaunissement et ou un
enroulement en forme de cuilléres.En cas
d’infection précoce,les palntes sont naines et
ne produisent plus de fruits
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I11.1Les moyens de lutte contre les maladies des plantes

Pour aboutir & des cultures et des récoltes saines, quelle que soit la région, on doit faire appel
a des méthode de luttes efficaces (Champion et al., 2009).

I11.1.1 Lutte curative

lutte chimique

Les traitements chimiques sont largement utilisés pour combattre les maladies bactériennes.
Les quelque 120 matiéres actives antiparasitaires disponibles sont dans leur grande majorité
des molécules organiques de synthese, avec toutefois quelques substances minérales dont le
soufre élémentaire et des produits cupriques, ainsi que des antibiotiques autorisés dans
certains pays (mais interdits dans d'autres) contre des bactéries phytopathogénes (lepoiver,
2003).

La plupart des molécules antibactériennes utilisables en agriculture agissent directement sur
les agents pathogénes. Sur la base de leur mode d'action, il est possible de classer les matiéres
actives en deux catégories principales selon qu'elles possedent plusieurs sites d'action
(multisites) ou qu'elles perturbent spécifiquement une seule voie métabolique (unisites).

A co6té des substances antiparasitaires a effets directs, il est possible de protéger les plantes de
maniere indirecte a l'aide de composés qui, soit inactivent des médiateurs émis par les
parasites et indispensables a leur pathogénicité (Enzymes, toxines), soit stimulent les réactions
de défense des plantes (inducteurs) (Leroux et Gardan , 2003).

I'agriculture biologique ou organique qui demande une production completement exempte
d'intrants chimiques (engrais, pesticides, antibiotiques ...). Cependant la lutte biologique peut
devenir une composante importante de systémes de production intégrée ou biologique.
111.1.1.2 La lutte biologique

La biosynthése de I'lAA est largement répandue parmi les bactéries associées aux plantes
(Pattenal, 1996 ; Giickmann et al., 1998). Les bactéries peuvent utiliser cette phytohormone
pour interagir avec les plantes dans le cadre de leur stratégie de colonisation, y compris la
phytostimulation et les mécanismes de défense basale des plantes. L’TAA peut également étre
une molécule de signalisation dans les bactéries et peut donc avoir un effet direct sur la
physiologie bactérienne (Spaepen et al., 2007 )

La lutte biologique consiste a combattre une maladie causée par un organisme au moyen d'un
autre organisme. Une autre définition plus large de la lutte biologique est parfois utilisée :
"Toute action mettant en jeu des organismes modifiant I'nte, y compris les méthodes

culturales, qui permettent de diminuer, par voie directe ou indirecte, les dommages causés par
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un parasite” (Corbaz, 2003).La lutte biologique est considérée comme une voie alternative a
I’utilisation des produits chimiques qui constituent un danger pour 1’environnement et pour
I’homme. L’utilisation de plusieurs modes d’action par un seul agent antagoniste et sa
capacité d’adaptation a la rhizosphere contribuent a ce que la lutte biologique devienne plus
durable que les produits chimiques (Benbrook et al., 1996).

Dans le sens écologique strict, I’application de la lutte biologique peut étre considérée comme
une stratégie pour restaurer la biodiversité dans les agro-écosystémes par ’addition des
antagonistes naturels (parasite ou prédateur) (Amer., 2017).

Principes de la lutte biologique

Les techniques de lutte biologique font appel a deux principes :

La réduction de I’inoculum infectieux pendant la phase de conservation ou de survie du
pathogene ; et/ou I’interférence avec le processus d’infection de la plante hote.

Le controle biologique des agents pathogeénes qui s’exerce en détruisant 1’inoculum
infectieux, en l'inactivant ou réduisant sa virulence (Toua, 1996).

Agents de lutte biologique

Le contréle biologique avec les microorganismes bénéfiques permet d’augmenter le
rendement en supprimant directement 1’inoculum pathogéne et/ou en induisant la résistance
des plantes. Plusieurs travaux ont été entrepris pour la sélection des antagonistes aux
microorganismes phytopathogenes afin de les utiliser comme agents potentiels de lutte
biologique (Si Amar, 2017)

Les bios pesticides microbiens

Un bio pesticide est formé de « pesticide » qui veut dire « tuer les pestes » et du préfixe «bio»
qui signifie « vie » en grec. L’antinomie de ces deux termes souligne que les biopesticides
s’inscrivent dans la lutte contre les organismes fléaux et sont basés sur 1’utilisation d’agent ou
facteurs liés a la vie.

Les bio pesticides peuvent étre définis comme des produits phytosanitaires dont le principe
actif est un organisme vivant ou un de ses derives, ils peuvent donc étre constitués
d’organismes (plantes, insectes, nématodes), ou des micro-organismes

(Bactéries, levures, champignons, virus) exercant une activité protectrice sur les plantes vis-a-
vis d’agents phytopathogénes, mais aussi des substances d’origines naturelles telles que des
extraits végétaux (Thakore, 2006).

Les bio pesticides microbiens sont écologiquement beaucoup plus compatible que les produits

chimiques et ont une spécificité accrue vis-a-vis des pathogénes contre lesquels ils sont
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dirigés. lls sont par conséquence moins dommageables pour les organismes non cibles de la
microflore endogéne qui exerce une action bénéfique sur les plantes. De plus sont souvent
efficace en faible quantité et leurs activités protectrices peuvent relever les mécanismes
multiples et déclenches donc rarement des phénomenes de résistance chez le pathogéne a
cause d’une faible pression de sélection. En outre, ils peuvent compléter les pesticides
conventionnels une fois utilisés dans les programmes intégrés de la gestion des parasites
(IMP) (Fravel, 2005 ; Thakore, 2006), les biopesticides peuvent donc étre complémentaires au
traitement chimique mais peuvent aussi étre utilisés dans des situations pour lesquelles aucune
solution de contrdle utilisant des produits de synthése n’est actuellement disponible. Ces
agents microbiens sont utilisés a travers le monde dans les champs et dans les serres (Ji et al.,
2006; Lee et al., 2006; Minuto et al., 2006; Saravanakumar et al., 2007), pour combattre un
grand nombre des maladies causées par des pathogene du sol, foliaires ou de post-récoltes
(Akram, 2008).

Le marché des biopesticides

En 2000, le marché des biopesticides était a 1’état embryonnaire, la proportion des
biopesticides vendus versus les pesticides chimiques n’atteignait que 0,25%. Aprés cinq ans,
le marché des biopesticides représentait 2,5% du marché global des pesticides qui était
équivalent d’environ 26,7 milliard USD. En 2006, Arysta life science (ALS) a estimé que ce
marché était de 541 millions $ alors qu’en 2008 il a atteint 750 million USD (3% du marché
global des pesticides) selon Global Industry Analysts (GIA). Le marché mondial des
biopesticides est évalué a 1,3 milliards $ en 2011 et devrait atteindre 3,2 milliards USD d’ici
2017. L’Amérique du Nord a dominé le march¢ mondial des biopesticides représentant
environ 40% de la demande de biopesticide mondial en 2011. L’Europe devrait étre le marché
a forte puissance dans un avenir proche en raison de la réglementation stricte pour les
pesticides et la demande croissante des produits biologiques. Le marché de biopesticides est
tres en dessous de celui des produits phytosanitaires chimiques. Cependant il est en constante
croissance. En 2008 aux USA et en Europe de l'ouest il a été estimé a 594,5 millions de
dollars. Avec un taux de progression annuel de 8% il est prévu que ce marché atteindra
1082,0 millions de dollars d'ici 2015. En Europe de l'ouest le prix des biopesticides est en
général 25 fois plus important que celui des produits sanitaires chimiques. Selon les
économistes cette différence devrait s'accentuer car une baisse des prix des produits
conventionnels est prévue alors que les prix de vente des biopesticides microbiennes

stagneraient (Deravel et al., 2013)
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111.1.1.3 Les avantages et les inconvenients de la lutte biologique
Les avantages
La lutte biologique présente de nombreux avantages des points de vue environnementaux,

sociaux et economiques (Lefort, 2010), elle est :
> Efficace.
> Permet de restreindre ou d’éliminer 1’utilisation des pesticides chimiques.
Moins toxique que les pesticides chimiques.
Utilisable en serre.
Permet de diminuer les risques d’apparition de résistances aux produits chimiques.
Plus grande spécificité d’action.
Faible co(t de développement.
Amélioration de la qualité de vie et de la santé des travailleurs agricole.
Pas de délai de traitement avant la récolte.

Non contamination des produits (pas de résidus chimiques).

V V. V V V ¥V V V VY

Dégradation rapide des biopesticides, diminuant les risques de pollution (Lefort,
2010).

Les inconvénients (des limites)

> Lutte souvent faite en prévention et moins efficaces lorsque curative.
Effet moins drastique que les pesticides (plus d’application).
Effet différé.
Efficacité pas toujours constante d’une production a I’autre.
Efficacité relative aux conditions climatiques.

Activité restreinte lors d’une grande pression du ravageur.

vV V V V VY V

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

111.2.1 Définition de PGPR

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR), un groupe diversifié de
bactéries du sol, sont des composants clés des systemes sol-plante, ou elles sont engagées
dans un réseau intense d'interactions dans la rhizosphére, affectant ainsi la croissance et le
rendement des plantes. Ce sont (Kloepper et Schroth 1981) qui ont inventé le terme de
rhizobactéries favorisant la croissance des plantes pour designer ces microbes bénéfiques. Il

s'agit de nombreuses espéces de bactéries du sol qui prosperent dans la rhizosphére des
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plantes, mais qui peuvent se développer dans, sur ou autour des tissus végétaux, et qui
stimulent la croissance des plantes par une multitude de mécanismes (Vessey, 2003).
Les PGPR sont des outils potentiels pour I'agriculture durable et une tendance pour l'avenir ;
elles assurent non seulement la disponibilité des nutriments essentiels pour les plantes, mais
améliorent également I'efficacité de I'utilisation des nutriments (Khalid et al., 2009).
Les effets bénéfiques des PGPR impliquent de stimuler des processus physiologiques clés,
notamment I'absorption d'eau et de nutriments, la photosynthése et les relations source-puits
qui favorisent la croissance et le développement (lllangumaran et Smith, 2017)
L'un des mécanismes par lesquels les bactéries sont adsorbées sur les particules du sol est
I'échange d'ions. Un sol est dit naturellement fertile lorsque les organismes du sol liberent des
nutriments inorganiques a partir des réserves organiques a un rythme suffisant pour soutenir la
croissance rapide des plantes (Goswami et al., 2016). Gray et Smith (2005) ont montré que les
associations de PGPR varient en fonction du degré de proximité bactérienne avec la racine et
de l'intimité de l'association.
111.2.2 Les caractéristiques Distinctes des PGPR
Sont les suivantes :

> les doivent étre capables de coloniser la racine,

> elles doivent survivre et se multiplier dans les microhabitats associés a la surface de la

racine, en concurrence avec d'autres microbiotes, au moins pendant le temps
nécessaire pour exprimer leurs activités de promotion/protection de la plante

> elles doivent favoriser la croissance de la plante (Kloepper, 1994; Lucy et al., 2004)
111.2.3 Réle de PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobactéria)
Les effets bénéfiques des rhizobactéries sur la croissance végétale résultent de différents
mécanismes exercés par les PGPR dont les modes d'action sont directs ou indirects, bien que
la différence entre les deux ne soit pas toujours évidente. Les mécanismes indirects sont, en
général, ceux qui se produisent en dehors de la plante, tandis que les mécanismes directs sont
ceux qui se produisent a I’intérieur de la plante et affectent directement leur métabolisme. Ces
mécanismes pouvant étre actifs simultanément ou séquentiellement a différentes etapes de la
croissance des plantes, ces mécanismes sont :
1- La solubilisation des phosphates, la fixation de 1’azote et les minéraux nutritifs, rendant ces
aliments disponibles pour la plante.
2- La production de phytohormones telles que I'acide d'indole-3-acetic (IAA).
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3- La répression des microorganismes pathogenes du sol (par la production du cyanure
d'hydrogene, de sidérophores, d'antibiotiques, et/ou de la concurrence pour les nutriments
(Gupta et al., 2000).

Solubilisation du phosphate
Solubilisation du potassium

Production des sidérophores

Production d'acide indole-acétique

L roduction d'ethylene
= phytohormones (activite v

de phytostimulation)

Fixation de |'azote

Promotion directe
de la croissance

des plantes

(activite de
biofertilisation)

Production de cytokinines et de
gibbérellines

Production d'antibiotiques

Promotion indirecte . . .
de |a croissancedes i@  Production d’enzymes hydrolytiques
plantes (activité
= Résistance systémique induite

biopesticide)
— Production d'exopolysaccharides

Figure 11 : Schéma montrant que les PGPR affectent directement et indirectement la

croissance des plantes (Gupta et al. 2015)

II1.3 Mécanismes d’action des bactéries impliquées dans la lutte biologique

La protection conférée par un microorganisme de lutte biologique (PGPR) s’appuie sur un ou
plusieurs mécanismes d’action tels que la compétition (pour éléments nutritifs, I’espace),
I’antibiose et I’induction de la résistance chez la plante. L’étude de ces mécanismes d’action
est une étape importante dans le développement de la lutte biologique (Jijakli, 2003).

I11.3.1. Compétition pour I’espace et nutriments

Dans certains cas une reduction de la maladie peut étre associée a une colonisation importante
des racines par les bactéries bénéfiques ce qui réduit le nombre des sites habitables pour les
microorganismes pathogenes et par conséquent leurs croissances (Piano et al., 1997). Dans
certains cas les rhizobactéries a croissance rapide peuvent éliminer le pathogéne fongique par
une compétition pour le carbone et les sources d'énergies. Les PGPR doit étre présent sur les

racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique et étre capable d'instaurer une
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compétition pour les nutriments dans la rhizosphére (Haas et al, 2005). Outre la vitesse de
croissance intrinséque, les autres propriétés renforcant la colonisation racinaire sont la
mobilité (Jofré et al., 2004), le chimiotactisme et la faculté d'utilisation des composés excréetés
par les racines en tant que sources de carbone et d'azote (Berggren et al., 2001 ; Gupta Sood,
2003).

Un cas particulier de compétition pour nutriment concerne la compétition pour le fer ; les
microorganismes ont la capacité de synthétiser des composés s'appropriant les ions ferriques
présents dans la rhizospheére et les rendent indisponibles pour les champignons pathogenes
entrainement une diminution de sa croissance (Cherif, 2018).

111.3.2. Antibiose et parasitisme

L’antibiose est le mécanisme le plus connu et peut étre le plus important utilisé par les PGPR
pour limiter l'invasion de pathogéne dans les tissus de la plante hote, il consiste en une
inhibition directe de la croissance de pathogénes via la production des métabolites aux
propriétés antifongiques et/ou antibiotiques (Cherif, 2018). Ces métabolites secondaires sont
des molécules bioactives a faible poids moléculaire tels que le 2,4-diacétylphloroglucinol
(DAPQG), et la phénazine qui agissent comme des facteurs contre 1’attaque des pathogénes.

De méme certaines souches de lutte biologique peuvent produire des enzymes telles que
protéase, glucanase, cellulase et lipase pouvant lyser les cellules fongiques (Kenneth et al.,
2019).

111.3.3. La résistance systémique induite

Lors de phénomene appelé « résistance systémique induite », des bactéries non pathogénes
peuvent confere a la plante un certain degré de protection a des attaques ultérieures par un
phytopathogéne via la stimulation des mécanismes de défense systémique. Cette immunité
s’initie suite a la perception par la plante des molécules dites « elicitrices » produites par le
microorganisme bénéficiaire. Ce phénomeéne fait appel séquentiellement a la reconnaissance
par I’hote d’eliciteurs produits par I’agent inducteur, a 1’émission d’un signal requis pour
propager 1’état induite de maniere systémique et a ’expression des mécanismes sensu stricto
qui permettent de limiter la pénétration du pathogene dans les tissus de la plante.

Les événements moléculaires associés & RSI sans de mieux en mieux connus. Ainsi, la
transmission du signal émis suite a la perception de I’agent infectieux repose sur différentes
voies dans lesquelles 1’acide salicylique, I’acide jasmonique et 1’éthyléne jouent un role

crucial (Glazebrook et al., 2003).
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Cependant ces vois s’interpénétrent et agissent avec d’autres mécanismes pour former un
réseau de régulation modulable permettant a la plante d’initier une réponse défensive

specifique en fonction de la nature du pathogéne (Devos et al., 2005).
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V.1. Objectif :
L'objectif de ce travail consiste a étudier les propriétés de protection des plantes et les
propriétés PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) de quelques bactéries isolées du
sol rhizosphérique, pour cela nous avons procedé a :
> Des tests in vitro et in vivo de pouvoir antifongique des souches bactériennes isolées
vis-a-vis de quelques espéces pathogenes de la plante de tomate (Fusariumoxysporum,
Aspergillus flavus, Penicillium notatum, et Aspergillus niger).
> Un suivi de I'évolution de la croissance de la plante infectée en présence et en absence
de l'effet protecteur de souches isolées.
Ce travail a été realisé au niveau de laboratoire pédagogique N°4 a I’université de Saida Dr.
Moulay Tahar et laboratoire de Biotoxicologie, Pharmacognosie et Valorisation biologique

des Plantes durant la période de Février a juillet 2024.
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IV.2Les souches bactériennes utilisées
Les micro-organismes utilisés dans cette étude sont fournies par notre Co Encadrant Dr.
Benreguieg Mokhtar, il s'agit des espéeces bactériennes :

> Bacillus atrophaeus

> Bacillus subtilis

> 4 Isola appartenant au genre Bacillus sp

> Streptomyces lasiicapitis

> Actinomycétes
IV.2.1 Les caractéristiques des souches
Les informations sur les souches bactériennes figurent dans le tableau 7, et pour
I'identification elles appartiennent au genre Bacillus et Actinomycetes et elles sont en cours
d'une identification moléculaire par notre Co-encadrant.

Tableau08 : Les caractéristiques des souches Code utilisé dans notre pratique

Code utilisé
les souches Code d'origine dans notre La source
pratique
Bacillus F.s7 Bl Sol Saida
Bacillus C6 B2 Sol rhizosphérique
zyzifus
Bacillus Co-F B3 Sol Mascara
Bacillus Su-PCR B4 Rhizosphérique
Pestacia atlantica
Bacillus Cy-su B5 Sol Saharien
Bacillus C2A B6 Sol Ain Sefra
Actinomycétes ALB7 Aa Sol Saharien
Streptomyces TR10 At Sol Saharien

lasiicapitis
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Repiguage des souches fongiques
Revivification des souches —<

Repiguage des souches bactériennes

Manipulation et étude des souches

microbiennes La coloration et I'observation

microscopique des souches

La conservation des souches
bactériennes

( Activité antifongique

Pour les Bacillus
Partie f Fermentation sur milieu liquide —<
expérimentale Evaluation du potentiel ) Pour les actinomycates

antifongigue

\- Lextraction

k Tests de I'activité antifongique des
I'extraits CMI

La préparation de
Mefarland

Les Teste In Vivo Inoculation des feuilles

Evaluation de I'effet antagoniste in
vivo

Figure 12 : schéma qui représente les différentes étapes de la partie expérimentale.

1V.3 L’étude des souches microbiennes

1VV.3.1 Revivification des souches :

Les souches d'Actinomyceétes ont été incubées sur le milieu GYM (voir annexe 04) (Fusconi et
al., 2010) a 28°C pendant 7 jours ou jusqu'a ce qu'une sporulation soit détectée (Cuesta et al
2012).Les souches du Bacillus ont été incubées sur le milieu GN (voir annexe 01) a 37°C
pendant 24h (Mekdour et al., 2017).

1V.3.2 Les germes cibles

Des champignons filamenteux ont été utilisés comme germes cibles pour tester I’activité

antimicrobienne des isolats d’Actinomycéte et Bacillus.
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Les souches :

» Fusariumoxysporum
> Aspergillus flavus
> Penicillium notatum

> Aspergillus niger

1VV.3.3 .Repiquage des souches fongiques :

Le repiquage a été effectué par prélévement d’un fragment mycélien a la marge du thalle, tout
en évitant son contact avec les autres colonies avoisinantes de la méme boite de Petri. Le
fragment a été déposé au centre d’un milieu PDA (voir annexe) en boite de Petri, puis les
boites ont été étiquetées, fermées avec et déposées a 1’étuve réglée a 25°C pendant 3 a 5 jours
(Rezaiguia., 2022)

IVV.3.4 .La Coloration et I'observation microscopique des souches :

Toutes les souches bactériennes ont été colorées avec la coloration de Gram (Paray et al,
2022), tandis que le bleu de méthylene a été utilisé sur les souches fongiques. Aprés la
coloration, elles ont été étudiées au microscope (Lachal et al., 2020).

IV.3.5 La Conservation des souches bactériennes :

Les souches ont été conservées dans le milieu GN solide incliné dans des tubes a essais
stériles. Aprés ensemencement et incubation en condition optimale de 37°C pendant 24h a
48h (Mekdour et al., 2017), les tubes ont été conservés au réfrigérateur a 4°C pendant 3 a 4
mois (Tadjer et al., 2023).

IV.4 Evaluation du potentiel antifongique

IV.4.1 Activité antifongique:

L’activité a été testée en utilisant la méthode des cylindres d’agar a partir de jeunes cultures
de Bacillus et d’Actinomyceétes.

Des cylindres de 6 mm de diameétre ont été découpés stérilement a partir des cultures des
isolats a I’aide d’un emporte-piece, puis places dans des boites de PDA préalablement
ensemencées avec les germes cibles. Les boites ont été placées a 4°C pendant 4 heures avant
I’incubation afin d’assurer une bonne diffusion des substances bioactives. Ensuite, elles ont
été incubées a 28°C pendant 48 heures. Les zones d’inhibition ont été mesurées apres 48 h

d’incubation (Lemriss et al., 2003).
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IV.4.2 Fermentation sur milieu liquide :

Apres le test d'antagonisme, les souches ayant donné de bons résultats ont été
sélectionnées(deux de Bacillus et une souche d'Actinomycetes).

Pour les Bacillus :

Les micro-organismes présentant une activité antifongique nette ont été cultivés en flacons
dans le milieu liquide BN (voir annexe) pendant 48 h a 37°C (N'dir et al., 1994), (Pichinoty et
al., 1978), (Mekdour et al, 2017). La croissance microbienne a été déterminée par mesure de
la densité optique (DO) a 600 nm a l'aide d'un spectrophotometre (N'dir et al., 1994).

Pour les Actinomycetes :

Les micro-organismes présentant une activité antifongique nette ont été cultivés en flacons
dans le milieu liquide GYM pendant 7 jours a 30°C (N'dir et al., 1994), (Fusconi et al., 2010),
(Cuesta et al., 2012). La croissance microbienne a été déterminée par mesure de la densité
optique (DO) a 600 nm a l'aide d'un spectrophotometre (N'dir et al., 1994).

IV.4.3 L’extraction :

Les antifongiques en cause ont été isolés des cultures liquides des souches d’actinomyceéte et
des cultures liquides des souches de Bacillus par la technique de précipitation-extraction. Les
échantillons ont été centrifugés a 6000 g pendant 20 min.

Le surnageant obtenu a été extrait par la méme quantité d'acétate d'éthyle, mise dans
I'agitateur pendant une heure. Les extraits (préparation brute) ont été séchés a 40°C dans
I'incubateur et repris dans du méthanol (N'dir et al., 1994), (Belgacem et al., 2018), puis mis
dans de petites bouteilles opaques. lls ont été conservés au réfrigérateur a une température de
4°C jusqu'a leur utilisation.

IV.4.4 Tests de I’activité antifongique des I'extraits CMI :

Les extraits des souches actives ont été testés pour leur activité antifongique par la technique
de contact direct, selon (Belgacem et al., 2023).

NP : Le champignon Fusarium oxysporum a été sélectionné en raison de son role en tant que
pathogene des cultures de tomates, tandis que Aspergillus flavus a été choisi en raison de
I'activité antifongique élevée de notre souche a son égard.

Cette méthode a reposé sur 1’étude de I’effet de I’incorporation des différentes concentrations
de I’extrait méthanolique des souches étudi¢es B1, B2 et A1 dans le milieu de culture sur la
croissance des souches fongiques (Fusarium oxysporum, Aspergillus flavus). Une série de

dilutions (de 1 a 8 mg/ml) a été préparee en suspension avec le milieu de culture, a partir de la
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solution mere par addition de volumes variables de I’extrait méthanolique des souches
d’Actinomycetes et souches de Bacillus.

Dans des flacons contenants chacun 250 ml de milieu de culture PDA stérilisés a I’autoclave
(20 minutes a 120 °C) et maintenus en surfusion a 45°C, on a ajouté aseptiqguement 1 ml
d’acide lactique dilué a 25 % dans le but d’inhiber les souches bactériennes.

Dans des tubes a essais, nous a versé 20 ml du milieu PDA préparé préalablement, on a ajouté
I’extrait avec différents volumes de telle fagon a obtenir les dilutions (1, 2, 4 et 8 mg/ml).

Puis on les a agités convenablement a 1’aide du vortex avant de les répartir dans des boites de
Pétri de 90 mm de diamétre a raison de 20 ml de mélange par boite.

Apres solidification, les boites préparées ont été ensemencées au centre de la surface du
milieu gélosé avec un disque de mycélium (6 mm de diamétre) prélevé de maniére stérile a
I’aide d’un emporte-piece a partir de la périphérie des cultures agées de 7 jours (deux souches
fongiques ont été utilisées : Fusarium oxysporum et Aspergillus flavus). Les boites ont ensuite
été incubées a une température de 28 °C pendant 5 jours.

IV.5. Les Tests In Vivo

IV.5 .1. La préparation de Mcfarland

Pour préparer le standard 0,5 McFarland (1,5 x 10%), on a mélangé 0,05 ml de chlorure de
baryum déshydraté a 1,175% (BaCl2+2H20) avec 9,95 ml d'acide sulfurique a 1% (H2S0O.). Le
mélange a été bien agité pour obtenir une suspension homogeéne (Eucast., 2023).

IV.5 .2 Inoculation des feuilles

Dans la deuxiéme partie de I'expérience, une contamination a été délibérément induite sur les
feuilles de tomate de chaque lot. Pour cela, les feuilles ont été placées dans un bécher stérile
contenant une suspension fongique préparée avec de l'eau physiologique a une concentration
de 10" UFC/ml. Ensuite, les feuilles contaminées ont été déposées dans des boites de Pétri
contenant 20 ml de la suspension bactérienne que nous étudiions. Les symptdmes provoqués
par le champignon ont été évalués quotidiennement pendant une période de 15 jours (Raynal
et al 2014), (Badji et al., 2017), (Becharef et al., 2023) comme indiqué dans le tableau 09 et la
figure 13 :
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Tableau09 : Inoculation des feuilles

Les boites Inoculation fongique Le traitement bactérien
de Pétri

Al Fusarium oxysporum Actinomycétes
A2 Aspergillus flavus Actinomycétes
Bl: Fusarium oxysporum Bacillus 1
Bl Aspergillus flavus Bacillus 1
B2; Fusarium oxysporum Bacillus 2
B2, Aspergillus flavus Bacillus 2
T+1 Fusarium oxysporum Aucun traitement
T+2 Aspergillus flavus Aucun traitement
T- Aucun traitement Aucun traitement

T : Le témoin. / A : La suspension Actinomycetes./B : La suspension Bacillus

1 : Feuilles de tomates contaminées par le Fusariumoxysporum

2 : Feuilles de tomates contaminées par 1’Aspergillus flavus.

. 5 .
e t{ ‘a‘] "}
-v !
Figurel3 : Traitement et inoculation des feuilles de

tomate avec une suspension fongique

1VV.6 Evaluation de I'effet antagoniste in vivo

Des expériences ont été entreprises pour évaluer I'efficacité des souches d'Actinomyceétes et de
Bacillus dans I'inhibition du champignon pathogene Fusarium oxysporum et Aspergillus
flavus. Pour cette expérience, 66 plantes de tomate d'une hauteur d'environ 12 cmplus ou
moins ont été utilisés. lls ont ensuite été répartis en 11 groupes, chaque groupe contenant 6
plants. Nous les avons plantés dans des pots en plastique (Becharef et al., 2023). Aprés une
période d'adaptation de 15 jours, chaque plante a été arrosée avec 10 ml de liquide de

fermentation, comme indiqué dans le tableau 10 :
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Tableaul0 : La facon dont les groupes étaient répartis

Le groupe Le traitement bactérien

A Aa

Az Aa

B6; B6

B6; B6

B2; B2

B2, B2

G1 B2, B6 et Aa
G2 B2, B6 et Aa
T+1 Aucun traitement
T+ Aucun traitement
T- Aucun traitement

T- : Le témoin négatif.

T+ : Le témoin positif.

G : Mélange des liguides de fermentation.

A : Traité par I’ Aa( Actinomyceétes ).

B : Traite par Bacillus.

1: Les plants de tomate avaient été arroses et pulvérisés avec la suspension fongique du
Fusarium oxysporum apres 15 jours d'adaptation.

2: Les plants de tomate avaient été arroses et pulvérisés avec la suspension fongique
d’Aspergillus flavus aprés 15 jours d'adaptation.

Aprés une période d'adaptation de 15 jours, les plants de tomate ont été arrosés et pulvérisés
avec la suspension fongique du Fusarium oxysporum et Aspergillus flavus. La taille et I'état

des plantes ont été surveillés tout au long du mois.

Figure 14 : Plantes de tomate utilisées pour le test d’antagonisme.
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IV.6.1. Analyse statistique
Une analyse statistique des données a été effectuée a l'aide du logiciel SPSS pour évaluer les

résultats obtenus. Lors de cette analyse, le test de comparaison de moyennes pour échantillons
apparies a eté utilisé. Ce test statistique a permis de déterminer s'il existe des différences
significatives entre les échantillons témoins et les échantillons ayant recu le traitement.
L'objectif était d'évaluer si les variations observées sont attribuables aux effets du traitement

applique ou si elles relévent simplement du hasard.

44 | Page



Reésultats et Discussion



Résultats et Discussion

V.1. Revivification des souches bactériennes:

V.1.1 Aspect macroscopique :

a. Actinomycetes

L’observation macroscopique des souches bactériennes apres 7 jours sur le milieu GYM, a
permis de révéler les différents aspects morphologiques comme indiqué dans la figure 15 et le
tableau 11.

g

Actinomycetes sp. A Actinomycétes sp.T

Figurel5: Aspect macroscopiques des souches Actinomycétes.

Tableaull: Résultats de I’examen macroscopique des souches Actinomycetes.

Bactérie Forme Contour Relief Taille Texture Couleur
Seches
Actinomycetes sp.A irrégulieres Dentelé bombée 1mm et crayeuses beige
rugueuse
Actinomycétes sp.T Seches et
irrégulieres Dentelé bombée 1mm crayeuses Gris
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a. Bacillus

L’observation macroscopique des souches bactériennes apres 24h sur le milieu GN, a permis

de réveéler les différents aspects morphologiquescomme indiqué dans la figurel6 et le

tableaul?:

Bacillus sp.4 Bacillus sp.5 Bacillus sp.6
Figurel6 : Aspect macroscopiques des souches Bacillus.
Tableaul2: Résultats de I’examen macroscopique des souches Bacillus.
Bactérie Forme Contour Relief Taille Texture Couleur
Bacillus sp.1 circulaires Régulier Elevée 1mm seches et Blanche
crayeuses .
a creme
Bacillus sp.2 circulaires Régulier Elevée 1mm seches et Blanche
crayeuses L
a créme
Bacillus sp.3 circulaires Régulier Elevée 1mm seches et Blanche
crayeuses .
a creme
Bacillus sp.4 punctiformes Régulier Convexe 2mm Lisse seches  Blanche
acreme
Bacillus sp.5 punctiformes Régulier Convexe 1mm Lisse Blanche
brillante A
a creme
Bacillus sp.6 circulaires Régulier Convexe 1mm Lisse Blanche
brillante 8
a créme
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V.1.1.2 Aspect microscopique
L'observation microscopique a montré que toutes les bactéries ont été a Gram positif, mais
d'especes différentes en termes de forme et d'agencement.

Tableaul3 : Résultats de la coloration de Gram des souches Bacillus.

Coloration de Gram

Souche Forme Gram Agencement Aspect microscopique
B1 Bacilles Positif En chainette
En lettre V
B2 Bacilles Positif Isolées .
B3 Bacilles Positif Isolées .
B4 Bacilles Positif Isolées
Diplobacilles
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B5 Bacilles Positif Isolees
Diplobacilles
< 0
, L
Isolées 2. | 3
B6 Bacilles Positif Diplobacilles SR N
CA = ST
. ~: N .
g 2
¢ ’ 6

V. 2 Résultats des criteres morphologiques des souches fongiques:
V. 2.1 Aspects macroscopiques
V. 2.1.1 Aspergillus niger

Les spores d’Aspergillus niger ont une couleur noiratre et les conidies sont globuleuses et
brunes.

Figure 17 : Aspect macroscopique d’4spergillus niger
V. 2.1.2.Fusariumoxysporum

Les spores du Fusariumoxysporum (macroconidies) sont fusiformes et rosées, les colonies

sont cotonneuses ou duveteuses et de couleur blanche a rosée.
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Figure 18: Aspect macroscopique de Fusarium oxysporum

V. 2.1.3 Aspergillus flavus
Les spores d'Aspergillusflavus sont de couleur vert-jaunatre a vert olive, les conidies sont
globuleuses et rugueuses, les colonies sont duveteuses ou granuleuses, avec des teintes jaune-

verdatre.

Figure 19 : Aspect macroscopique d’Aspergillus flavus

V. 2.1.4 Penicillium notatum
Les spores du Penicilliumnotatum sont vertes, les conidies sont rondes et sont produites en

grappes, les colonies sont duveteuses, avec des teintes vertes.

Figure 20 : Aspect macroscopique de Penicillium notatum.
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V. 3 Aspects microscopiques

V. 3.1 Aspergillus niger

Aspergillus niger est formé d’hyphes septés, haploides et ramifiés. Il est caractérisé par un
conidiophore avec une extrémité renflée portant des phialides.

Ces phialides sont allongées et présentent plusieurs sites de bourgeonnement pour produire
des conidies.

Figure 21 : Aspect microscopique d’Aspergillus niger.
V. 3.2 Fusariumoxysporum
Fusariumoxysporum est formé de hyphes septés, ramifiés et haploides. Il est caractérisé par la
production de macroconidies en forme de faucille, souvent allongées et multicellulaires,
portées par des conidiophores simples ou ramifiés. Fusarium produit également des

microconidies, qui sont plus petites et ovales.

Figure 22 : Aspect microscopique de Fusariumoxysporum
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V. 3.3 Aspergillus flavus
Aspergillus flavus est formé d’hyphes septés, haploides et ramifiés. Il est caractérisé par un
conidiophore possédant une extrémité renflée qui porte des phialides. Ces derniéres sont

allongées et produisent des conidies globuleuses a partir de plusieurs sites de
bourgeonnement.

a5 s
3 B
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Figure 23 : Aspect microscopique d’Aspergillus flavus.

V. 3.4.Penicilliumnotatum

Penicilliumnotatum est formé d’hyphes septés, haploides et ramifiés. Il est caractérisé par des
conidiophores se terminant par des structures en forme de pinceau (métules et phialides) qui

portent des chaines de conidies, ces conidies, de forme ronde.

Figure 24 : Aspect microscopique de Penicillium notatum
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V.3. Mise en évidence de P’activité antifongique des souches:
Dans le but de sélectionner des souches d'actinomycetes et de Bacillus capables de produire
des molécules inhibant certaines souches fongiques, le test du cylindre d'agar a été utilisé. Les

résultats obtenus sont présentés dans les figures 25, 26, 27, 28.

V.3.1. Actinomycetes :

-
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Figure.25 : Activité inhibitrice de nos Actinomycétes contre 4 souches fongiques

FU- Fusarium oxysporum; AF-Aspergillus flavus AN- Aspergillus niger ; PE- Penicillium

notatum.
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Penicillium Aspergillus .n

Aspergillus .f

Figure 26 : Résultat de la technique de cylindre d’agar de
I’ Actinomyceéte

A partir des résultats du test de I’activité antifongique des souches d’actinomycétes, nous
avons remarqué des différences significatives dans 1’inhibition des champignons pathogenes
testés, qui sont notées selon 1’évaluation des diamétres des zones d’inhibition.

> Aspergillus niger :

La souche At a inhibé la croissance d'Aspergillus niger avec un diamétre de 13 mm, ce qui est
considéré comme une inhibition modérée. Cependant, la souche Aa avait un diametre
d'inhibition de 15 mm, ce qui signifie qu'elle a une inhibition plus élevée.

Ce dernier a donc un pouvoir inhibiteur légérement supérieur a celui du premier contre
Aspergillus niger.

Cela peut étre da a I’efficacité des métabolites produits par la souche contre le champignon,
ou au fait que le champignon a une faible résistance.
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> Fusarium oxysporum:

Une différence marquée a également été notée dans I’inhibition de Fusarium. La souche a
montré une faible activité antifongique mesurant un diametre de zone d’inhibition de 14 mm.
Au contraire, la souche Aa a considérablement inhibé la croissance du champignon, car la
zone d’inhibition a atteint 30 mm.

Par consequent, il est possible que la souche Aa ait une propriété antifongique accrue pour le
Fusarium qui peut étre liée a une production plus abondante ou a des molécules antifongiques

plus puissantes.

> Aspergillus flavus :

La souche At n'a montré aucune inhibition contre Aspergillus flavus de 0 mm de diamétre, ce
qui indique qu’Aspergillus flavus a une résistance contre cette souche. En revanche, la souche
Aa a inhibé sa croissance de 15 mm de diamétre, ce qui indique que ce champignon a une
sensibilité contre cette souche.

> Penicillium notatum :

La souche At a montré une faible activité antifongique mesurant un diameétre d’inhibition du
champignon de 12mm. D’autre part, la souche Aa a montré une inhibition significative,
atteignant 25 mm de diameétre. Cela indique qu'elle produit des substances qui inhibent la
croissance du champignon Penicillium, ce qui en fait une souche potentiellement utile pour
lutter contre ce champignon phytopathogéne.

Dans I’ensemble, les résultats suggérent que la souche Aa est plus efficace que la souche At
contre les champignons testés, en particulier contre Fusarium et Penicillium. L’absence
d’inhibition d’At contre Aspergillus flavus suggére que cette souche a un spectre d’action
antifongique plus limité. La souche Aa présente donc un intérét particulier pour des
applications dans la lutte biologique contre plusieurs champignons phytopathogenes..

En comparaison avec 1’étude de Kathiresan et al., 2005, les résultats des deux études
montrent une importance significative dans la mise en évidence de 1’activité antifongique des
souches d’Actinomycetes. L’étude mentionnée s’est concentrée sur 1’évaluation de 1’activité
directe de plusieurs isolats contre quatre champignons phytopathogénes marins (H. oryzae, C.
falcatum, R. solani, P. oryzae) en utilisant la méthode de cross streak, tandis que notre
recherche s’est focalisée sur 1’é¢tude de 1’effet des composés actifs extraits de seulement deux
souches en utilisant la méthode de diffusion sur agar par cylindre.

Notre souche la plus efficace Aa a démontré une large gamme d’activité antifongique,

comparable a celle a large spectre observée pour certaines souches efficaces dans 1’étude.
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Précédente, comme la souche RHI 1. Dans notre étude, la souche Aa a produit des zones

d’inhibition atteignant 30 mm contre le Fusarium oxysporum, tandis que dans 1’étude de

Kathiresan et al., seules quelques souches ont genéré des zones supérieures a 20 mm.

Ces différences mettent en lumiére la variabilité de 1’efficacité des souches testées dans

chaque contexte expérimental. Cependant, le spectre limité et 1’activité moindre de la souche

At dans notre étude soulignent ’'importance d’un choix minutieux des souches. Les

divergences entre les études pourraient résulter des caractéristiques des champignons testés ou

des méthodologies employées, ce qui renforce I’intérét d’intégrer a la fois des méthodes

d’interaction directe et des tests sur les composés actifs pour une évaluation plus compléte.
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Figure 27 : Activité inhibitrice de nos Bacillus contre 4 souches fongiques

FU- Fusarium oxysporum; AF-Aspergillus flavus AN- Aspergillus niger ; PE- Penicillium

notatum.
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Penicillium Aspergillus .n

Aspergillus .f Fusarium

Figure 28 : résultats de la technique de cylindre d’agar de Bacillus

Les résultats du test de I’activité antifongique des souches de Bacillus indiquent des
différences significatives dans I’inhibition des champignons pathogénes testés, basées sur le
diamétre des zones d’inhibition.

Le premier champignon testé, Aspergillus niger, a été largement inhibé par la souche B6, avec
un diamétre d’inhibition de 46 mm. Les souches B3 et B4 n’ont montré aucune inhibition
contre ce champignon.

Fusarium oxysporum

Pour le deuxieme champignon, Fusarium oxysporum, B6 a également montré une forte
inhibition, avec un diametre de 44,5 mm. B2 a montré une inhibition plus faible, avec un
diamétre de 18mm. Les souches B3 et B4 montraient également une inhibition faible a nulle.
Et pour Aspergillus flavus B6 a montré une trés forte inhibition de 60,5 mm, ce qui signifie

clairement une tres haute sensibilité d’A. flavus aux métabolites produits par la souche.B2 a
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montré une inhibition moyenne, avec un diamétre de 30 mm. B4 n’a montré aucune
inhibition, ce qui peut étre attribué soit a l’incapacité de produire quelconque composé
antifongique efficace contre A. flavus, soit a la résistance d’A. flavus aux métabolites produits
par la souche.

Penicillium notatum

D'autre part Penicillium notatum, encore une fois, B6 a montré une forte inhibition de 60,5
mm, confirmant la production abondante de substances antifongiques. Ce résultat indique une
sensibilité élevee de Penicillium notatumaux molécules produites par la souche,B5 a
également montré une activité intéressante avec une inhibition de 28,5 mm, mais moins
prononcée que pour B6, car sa production de métabolites anti-Penicillium est limitée2 a
montré une inhibition plus faible, avec un diamétre de 18mm. B4 n’a montré aucune
inhibition et c’est probablement li¢ a I’incapacité de cette souche de produire des composés
efficients contre I’espéce, ou a la tolérance de Penicillium notatumaux produits de B4.

La souche de B6 se distingue nettement par tous effets anti-fongiques remarquables, en
particulier en A. flavus et en Penicillium notatum. Les résultats actuels suggerent que B6 a
montré des résultats prometteurs avec des zones d’inhibition supérieures a 60 mm, qui
peuvent étre utilisés pour des applications biotechnologiques telles que le contréle des
composés fongiques efficaces dans les secteurs agricoles. D’autre part, les souches B3 et B4
ne présentaient pas de résultats prometteurs.

En comparaison avec 1’étude d’Oyedele et al., (2014), les résultats des deux études montrent
des différences notables dans 1’évaluation de 1’activité antifongique des souches de Bacillus
contre divers champignons pathogenes, malgré I’utilisation de méthodes expérimentales
distinctes. 1l est important de noter que bien que les deux études utilisent la souche nommée
B6, il s’agit en réalit¢ de deux souches différentes, seulement similaires en termes de
nomenclature. Dans 1’étude d’Oyedele et al., la méthode utilisée est celle de la diffusion sur
puits d’agar pour tester I’inhibition de quatre champignons : Aspergillus flavus, Aspergillus
niger, Fusarium oxysporum, et Rhizopus stolonifer. En revanche, notre étude a utilisé la
méthode du cylindre d’agar pour évaluer I’inhibition de Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium notatum, et Fusarium oxysporum.

Inhibition d’Aspergillus flavus : Dans 1’étude d’Oyedele et al., la souche B6 a montré une
inhibition de 21 mm contre A. flavus, tandis que dans notre étude, la souche B6 a montré une
inhibition beaucoup plus importante de 60,5 mm. Cette différence peut étre attribuée a la

méthode expérimentale utilisée, car la diffusion dans le cylindre d’agar permet unediffusion
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plus large des métabolites antifongiques, ou encore a des différences dans I’efficacité des
composés produits par nos souches B6 respectives.

Inhibition d’Aspergillus niger : Dans 1’étude d’Oyedele et al., la souche Og7 a inhibé A. niger
avec un diametre de 22,5 mm, tandis que dans notre étude, la souche B6 a montré une
inhibition de 46 mm. Cette différence pourrait résulter de la souche utilisée ou de la méthode
du cylindre d’agar, qui semble permettre une diffusion plus efficace des métabolites
antifongiques, entrainant des zones d’inhibition plus larges.

Inhibition de Fusarium oxysporum : Nos résultats montrent des inhibitions significativement
plus importantes pour ce champignon par rapport a ceux rapportés dans 1’étude d’Oyedele et
al. L’inhibition observée dans notre étude (44,5 mm) est bien plus élevée que celle de 1’étude
d’Oyedele et al. (19 mm), ce qui suggeére une plus grande efficacité des métabolites
antifongiques produits par les souches testées dans notre étude.

Les différences observées entre les deux études soulignent I'impact des méthodes
expérimentales et des souches bactériennes sur I’évaluation de I’activité¢ antifongique. La
méthode du cylindre d’agar semble favoriser une diffusion plus large et plus efficace des
métabolites antifongiques, ce qui pourrait expliquer 1’efficacité supérieure observée dans
notre étude par rapport a celle d’Oyedele et al. Ces résultats suggerent que le choix de la
méthode d’évaluation et des isolats de Bacillus peut avoir un impact significatif sur les
résultats d’activités antifongiques.

V. 4 Calcul des concentrations de suspensions bactériennes

Les résultats d'absorption mesurés par le spectrophotometre pour les trois solutions de ferment
bactérien sont les suivants :

- Pour la culture liquide de la souche B1, I'absorbance maximale a été enregistrée a 600
nm avec une valeur d'absorption de 0.2009.

- Pour la culture liquide de la souche B2, I'absorbance maximale a été observée a 600
nm, avec une valeur d'absorption de 0.383.

- Pour la culture liquide de la souche Aa, I'absorbance maximale a été enregistrée a 600
nm avec une valeur d'absorption de 0.024.

Ces données révelent une différence notable dans I'absorption des solutions, ce qui peut étre
attribué a des variations dans la concentration bactérienne ou dans la composition chimique

des cultures.
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> Souche B1 :
Absorbance : 0,209
En gros, la valeur McFarland pour cette absorbance varie de 0,6 a 1.

Concentration potentielle de bactéries : environ 1,8 x 10°8 UFC/mL.

> Souche B2 :

Absorbance : 0,383

En gros, la valeur McFarland varie de 1,2 & 1,5.

Concentration probable de bactéries : environ 3 x 10”8 a 4,5 x 108 UFC/mL.

» Souche Aa:

Absorbance : 0,224

En gros, la valeur McFarland varie de 0,7 a 1.

Concentration potentielle de bactéries : environ 2 x 108 UFC/mL.

V. 5. Test antifongique de I'extrait brut des souches B6 et B2 et Aa :

Les résultats obtenus lors de I'étude de l'effet de différentes concentrations de I'extrait
méthanolique des souches B6, B2 et Aa sur la croissance mycelienne de deux champignons
(Fusarium oxysporum et Aspergillus flavus) aprés une incubation de 5 jours sont indiqués
dans et les figures 29

/ B
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Fig.29 Diametres de croissance mycélienne en fonction de la concentration de I'extrait

méthanolique brut de la souche B6. FU- Fusarium oxysporum; AF-Aspergillus flavus.
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Les résultats ont montré que I'extrait méthanolique brut de la souche B6 exercait un effet
inhibiteur sur la croissance mycélienne des deux champignons testés, Fusarium oxysporum et
Aspergillus flavus. On a observé une relation dose-dépendante claire : plus la concentration de
l'extrait augmentait, plus l'inhibition de la croissance mycélienne était importante. A la
concentration de 8 mg/ml, les deux souches fongiques étaient inhibées. Aux concentrations de
1 mg/ml, les deux souches fongiques ont montré une croissance myceélienne qui augmentait
lorsque les concentrations de I'extrait diminuaint.

Il est intéressant de noter que I'extrait semblait avoir un effet plus marqué sur la croissance
d'Aspergillus flavus par rapport a Fusarium oxysporum. En effet, a toutes les concentrations
testées, le diamétre de la colonie d'Aspergillus flavus était systématiquement inférieur a celui
de Fusarium oxysporum. Cela suggére qu'Aspergillus flavus était plus sensible aux composés
bioactifs présents dans I'extrait.

Ces résultats suggerent que I'extrait méthanolique de la souche B6 contenait des composés
bioactifs possédant une activité antifongique. Ces composés auraient pu agir en inhibant la
croissance des hyphes, en altérant la membrane cellulaire des champignons ou en interférant

avec des processus metaboliques essentiels.
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Fig30 : Diametres de croissance mycélienne en fonction de la concentration de I'extrait

méthanolique brut de la souche B2. FU- Fusarium oxysporum; AF-Aspergillus flavus.

Les résultats ont montré que I'extrait méthanolique brut de la souche B2 a exercé un effet

inhibiteur sur la croissance mycélienne des deux champignons testés, Fusarium oxysporum et
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Aspergillus flavus. On a observé une relation dose-dépendante claire : plus la concentration de
I'extrait a augmente, plus l'inhibition de la croissance mycélienne a été importante. De plus, le
champignon Aspergillus flavus a semblé étre plus sensible a [I'extrait que Fusarium
oxysporum, puisque le diametre de ses colonies a été systématiquement plus petit a toutes les
concentrations testées. A la concentration de 8 mg/ml, les deux souches fongiques ont été
inhibées, et a la concentration de 4 mg/ml, Aspergillus flavus a été totalement inhibé. Aux
concentrations inférieures (1 et 2 mg/ml), les deux souches fongiques ont montré une
croissance mycélienne, qui a augmenteé a chaque fois que les concentrations de I'extrait ont
diminué.

L'extrait méthanolique de la souche B2 a contenu des composés chimiques possédant une
activité antifongique. Ces composés pourraient avoir agi en inhibant la croissance des hyphes,
en altérant la membrane cellulaire des champignons ou en interférant avec des processus

métaboliques essentiels.
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Fig.31 : Diamétres de croissance mycélienne en fonction de la concentration de I'extrait

méthanolique brut de la souche Aa. FU- Fusarium oxysporum; AF-Aspergillus flavus.

Les résultats ont montré que I'extrait méthanolique brut de la souche Aa a exercé un effet
inhibiteur sur la croissance mycélienne des deux champignons testés, Fusarium oxysporum et
Aspergillus flavus. On a observé une relation dose-dépendante claire : plus la concentration de
l'extrait augmentait, plus l'inhibition de la croissance mycélienne était importante. A la
concentration de 8 mg/ml, les deux souches fongiques ont été inhibées. A la concentration de

4 mg/ml, Aspergillus flavus a été inhibé. Aux concentrations de 1 mg/ml, les deux souches

62 | Page



Résultats et Discussion

fongiques ont montré une croissance mycelienne qui augmentait lorsque les concentrations de
I'extrait diminuaient.

De plus, Aspergillus flavus a semblé étre plus sensible a I'extrait que Fusarium oxysporum,
puisque le diamétre de ses colonies a été systématiquement plus petit a toutes les
concentrations testées

En comparant Les résultats de notre étude sur l'activité antifongique des extraits
méthanoliques des souches d'Actinomycétes et de Bacillus (Aa, B6, et B2) montrent des
similarités et des différences significatives avec les résultats obtenus par Belgacem et al.,
2023, qui ont étudie les souches d'Actinomycetes A10 et A7. Dans les deux études, une
inhibition dose-dépendante de la croissance fongique a été observée.

Dans I'étude de Belgacem et al., la souche A10 a inhibé la croissance de Fusarium
graminearum et Aspergillus flavus a une concentration de 8 mg/ml, tandis que la souche A7 a
présenté une activité similaire au méme seuil de concentration. Dans notre étude, les souches
B6, Aa et B2 ont également montré une inhibition de la croissance de Fusarium oxysporum et
Aspergillus flavus & 8 mg/ml, mais avec des variations importantes selon les especes et les
souches.

Notamment, nos résultats indiquent une sensibilité accrue d’Aspergillus flavus aux extraits
méthanoliques par rapport a Fusarium oxysporum. Par exemple, la souche B6 a inhibé
completement Aspergillus flavus dés 2 mg/ml, un seuil beaucoup plus bas que celui rapporté
dans I'étude de Belgacem et al. De plus, les souches Aa et B2 ont inhibé totalement
Aspergillus flavus a 4 mg/ml, tandis que Fusarium oxysporum nécessitait 8 mg/ml pour une
inhibition compléte. Ces variations suggérent que les composés bioactifs présents dans les
extraits méthanoliques de nos souches ont une affinité différente pour les membranes
cellulaires ou les processus métaboliques des champignons testés.

Ces différences pourraient étre attribuées a la composition chimique distincte des extraits
méthanoliques, influencée par la diversité des souches utilisées et leurs métabolites
secondaires. Ainsi, nos résultats complétent les travaux de Belgacem et al., en offrant une
perspective élargie sur l'activité antifongique des Actinomycétes et en soulignant le potentiel

des souches de Bacillus comme source de composés antifongiques efficaces.
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Tableau 14 : Développement mycélien de la souche fongique Fusarium oxysporum testé
contre différentes concentrations des extraits.

Dilution de I'extrait méthanolique brut (mg/ml)

Les
souches

Souche
B6

Souche
B2

Souche
Aa
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Tableau 15: Développement mycélien de la souche fongique Aspergillus flavus

testé contre différentes concentrations des extraits.

Dilution de I'extrait méthanolique brut (mg/ml)

La 01 02 04 08
souche

Souche
B6

Souche
B2

Souche
Aa
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V.6. Résultats de I’antagonisme in vivo :
V.6.1.Stimulation de la croissance des plantes :

Tableaul6.Résultats de 1’estimation de la hauteur des plantes de tomate

La hauteur des plantes de tomates (cm) en fonction du temps en fonction

(Moyenne de deux essais)

Plante T=0 T=une T= 2 T= 3 T= 4 T=5
S semaines semaines semaines semaines

T- 10, 12 29.25 33.40 35.60 35.80 36.60
T+1 10, 12 30.24 31.40 34.24 34.25 34.25
T+2 10, 12 29.50 30.10 32.08 33.03 34.50
B6 1 10, 12 34.58 34.83 39.33 39.91 40.91
B6 » 10, 12 30.24 30.66 33.91 34.16 38.74
B2 10, 12 31.99 34.33 35.80 39.10 40.60
B2, 10, 12 32.60 36.06 37 37.90 38.49
Aa 10, 12 34 34.41 35.99 38.08 38.74
Aa 10, 12 33.08 33.33 37.91 38.41 38.99
Gl 10, 12 33.33 33.75 35.66 37.74 38.30
G2 10, 12 34.74 34.91 36.91 38.33 39.41

(La hauteur des plantes a été mesurée deux fois par semaine)

T : Le témoin.

G : Mélange des liquides de fermentation.

A : Le liquide de fermentation d’Actinomycetes.

B : Le liquide de fermentation de Bacillus.

1 : Les plants de tomate contaminée par le Fusariumoxysporum.

2 : Les plants de tomate contaminée par 1’Aspergillus flavus.
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Tableau 17
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B6 1 Aa 2
B6 > G1
G2

T : Le témoin.

G : Le traitement bactérien des 3 souches.
A : Le traitement d’Actinomycetes.
B : Le traitement de Bacillus.
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1: Les plants de tomate avaient éte arrosés et pulvériseés avec la suspension fongique du
Fusarium.

2: Les plants de tomate avaient été arrosés et pulvérisés avec la suspension fongique
d’Aspergillus flavus.

Une variabilité significative a été observée dans la réponse des plantes aux differents
traitements. Certaines souches, comme B6, B2, Aa, G1 et G2, ont stimulé de maniere notable
la croissance des plantes, tandis que d'autres ont eu un effet moins marqué. Les plantes
traitées avec ces souches ont montré une croissance supérieure par rapport aux témoins T+1 et
T+2, ce qui indigue que ces souches possédent une capacité a ameéliorer la santé des plantes et
leur résistance aux agents pathogenes.

Un ralentissement de la croissance a été observé dans les groupes témoins infectés par les
champignons Fusarium oxysporum et Aspergillus flavus. Dans les groupes témoins T+1 et
T+2, la croissance s'est arrétée aprés 3 semaines d'infection, accompagnée de symptémes de
flétrissement et de jaunissement des feuilles. Deux plantes sur six sont mortes dans le groupe
T+1, tandis qu'une plante sur six est morte dans le groupe T+2. Ces symptdmes correspondent
a ceux rapportés par Bawa et al, 2016 dans leur étude sur la fusariose de la tomate causée par
Fusarium oxysporum. En revanche, ces symptomes n'ont pas été observés dans les groupes
traités par les souches B6, B2, Aa, G1 et G2, suggérant que ces souches ont contribué a
éliminer les agents pathogénes, en accord avec les résultats de Becharef et al., 2023.

Il convient également de noter que les plantes traitées par les souches B6, B2, Aa, G1 et G2
ont montré une meilleure croissance en termes de hauteur et de taille par rapport au témoin T-.
Une floraison a été observée dans certains groupes, indiquant que ces souches ont favorisé la
croissance des plantes, ce qui est conforme aux observations de Elshafie et al., 2022 et Silva
etal., 2022.

Comparé a I'étude de Becharef et al., 2023, qui a examiné l'effet des Actinomycetes et des
Myxobactéries sur des plants de tomate infectés par Phytophthora infestans, des résultats
similaires ont été observés. Cette étude a montré que l'utilisation de suspensions bactériennes
et de jus de fermentation a permis une croissance accrue des plantes en seulement trois
semaines, atteignant des hauteurs moyennes de 40 a 46 cm, avec un léger avantage pour les
souches d'Actinomycetes par rapport aux Myxobactéries. En revanche, le témoin non traité a
montré une croissance réduite (34 cm), tandis que les plantes infectées uniquement par
Phytophthora infestans ont enregistré une croissance encore plus faible (31 cm), mettant en

évidence les effets négatifs de ce pathogene.
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Dans cette étude, les souches B6, B2, Aa, G1 et G2 ont permis une augmentation notable de la
hauteur des plantes, atteignant des valeurs comprises entre 38,49 cm et 40,91 cm apres cinq
semaines. En revanche, les groupes témoins infectés par Fusarium oxysporum et Aspergillus
flavus ont montré un arrét de la croissance, des symptoémes de jaunissement, de flétrissement,
et une mortalité partielle des plantes.
Ces résultats peuvent étre expliqués par plusieurs mécanismes, comme l'ont décrit EI-Saadony
et al., 2022 et Elshafie et al., 2022 :
> Role des bactéries dans la stimulation de la croissance :
Les souches comme les Actinomycétes et les Bacillus produisent des métabolites
bioactifs (enzymes, composés antimicrobiens) qui favorisent la croissance des plantes
tout en inhibant les champignons pathogenes.
> Effet des maladies fongiques :
Les champignons pathogenes tels que Fusarium oxysporum perturbent I'absorption de
I'eau et des nutriments par les plantes. Les bactéries bénéfiques contrent ces effets
grace a des composés antifongiques et en stimulant les défenses immunitaires des
plantes.
> Différences entre les souches bactériennes :
Chaque souche posséde des capacités spécifiques (par exemple, production
dechitinases, glucanases), ce qui influence son efficacité a protéger et a stimuler les
plantes.
> Temporalité des effets :
Certaines souches nécessitent plus de temps pour révéler pleinement leur potentiel
bénéfique, ce qui peut expliquer des variations dans les résultats a différents stades de
I'expérience.
V. 7.Les résultats de I'inoculation des feuilles :
Nous remarquons une infection fongique plus marquée sur les feuilles du groupe de controle
positif, ou les symptdmes ont commencé a apparaitre des le cinquiéme jour et ont continué a
s'aggraver jusqu'a la formation de moisissures. Vers le quinziéme jour, il était évident que les
feuilles pourrissaient et étaient partiellement décomposées. Ces symptdmes comprenaient :
> Jaunissement des feuilles,
Apparition de taches brunes,

>
> Flétrissement,
>

Présence de trous dans les feuilles.
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En revanche, les feuilles traitées avec des suspensions ont montré des symptémes beaucoup
plus légers.

En comparaison avec I'étude de Becharef et al, 2023, leurs résultats indiquent que les
symptdmes apparaissent a partir du septiéme jour, avec une aggravation notable des le
quinziéme jour. Bien que les types de symptobmes rapportés soient similaires (jaunissement,
taches brunes, flétrissement), les différences dans le calendrier d'apparition et de progression
des symptdmes suggerent des variations potentielles dues a I'utilisation de souches pathogenes
différentes.

Les deux études montrent que les suspensions bactériennes ont considérablement réduit la
gravité des symptdmes dans les groupes traités, renforcant I'hypothese selon laquelle ces
traitements offrent une protection efficace contre les infections fongiques.

Tableau 18 : Les feuilles de tomates inoculées.

Feuilles

T+

B6
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B2

Aa

T : Le témoin.
A : Suspension d’Actinomycetes.
B : Suspension de Bacillus.

V. 7.1.Test de comparaison de moyennes:

Tableau 19 : Test échantillonsappariés

Différencesappariées t Ddl Sig.
) (bilatérale)
Moyenne | Ecart- Erreur Intervalle de confiance 95%
type standard de la différence
moyenne
Inférieure Supérieure
Pairel [T-Ti 1.22091| 1.83931 .55457 -.01476 2.45658 2.202 10 .052
Paire2 |[T-T2 2.14909 | 1.75076 .52787 .97292 3.32527 4.071 10 .002
Paire3 [T -B6:1 -3.92000 | 1.42172 .42866 -4.87512 -2.96488| -9.145 10 .000
Paire 4 |T-B62 .22000 | 1.71478 .51702 -.93200 1.37200 426 10 .679
Paire5 |[T-B21 -3.03273 | 1.58391 AT757 -4.09681 -1.96864| -6.350 10 .000
Paire 6 |T-B22 -2.33091 | 1.29671 .39097 -3.20205 -1.45977| -5.962 10 .000
Paire 7 |T-Aa -2.53273 | 1.80825 .54521 -3.74753 -1.31793| -4.645 10 .001
Paire8 |T-Aaz -2.86182 | 1.43852 .43373 -3.82823 -1.89541| -6.598 10 .000
Paire9 |T-G1 -2.05909 | 1.40030 42221 -2.99983 -1.11835| -4.877 10 .001
Eg ire T-G2 -2.69273 | 1.39443 42044 -3.62951 -1.75594 | -6.405 10 .000
Paire
11 Gi1- G2 -.63364 | .33536 10111 -.85893 -40834 | -6.267 10 .000
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i’;‘ire Ti-Te 92818 | 55355|  .16690 55630 1.30006 | 5.561 10 000
i’;‘"e B61 - B6> 4.14000 | 1.90821| 57535 2.85804 5.42196|  7.196 10 000
i’jire B21- B2: 70182 | 1.07849 32518 -.02272 1.42636| 2.158 10 056
i‘;""e Aa1 - Aaz -32909| .91268|  .27518 -.94224 28406 | -1.196 10 259

Jaune : différence non significatif

Vert: différence hautement significatif

Bleu : différence trés hautement significatif

: Le témoin.
. Le traitement bactérien des 3 souches.
: Le traitement d’Actinomycetes.

: Le traitement de Bacillus.

o> O -

. Les plants de tomate avaient été arrosés et pulvérisés avec la suspension fongique du
Fusarium.

2: Les plants de tomate avaient été arrosés et pulvérisés avec la suspension fongique
d’Aspergillus flavus.
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Figure 32 : Diagramme représentant la croissance des plantes traitées et les témoins aprés 5
semaines de pulvérisation.

Lors de la comparaison entre T (témoin) et les souches B6i, B2:, B2;, Aa; et G2, on

observe une différence tres hautement significative. Cela indique que ces souches

ont fortement contribué a I'augmentation du taux de croissance des plantes.

En comparant T avec les souches Aa: et Gi, on remarque une différence hautement

significative. Cela signifie que ces souches ont également stimulé la croissance des

plantes, bien que leur efficacité soit légérement inférieure par rapport aux autres

souches.

En ce qui concerne la comparaison entre T et les groupes Ti et B6,, la différence est

non significative, ce qui suggere que le champignon Fusarium oxysporum n'a pas eu

d'impact majeur sur la hauteur des plantes, tandis que la souche B62 n'a pas montré

d'effet significatif sur leur croissance.

Lorsque l'on compare T avec T, la différence est hautement significative, indiquant

un impact negatif notable du champignon Aspergillus flavus sur la croissance des

plantes.
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La comparaison entre Gi et G2 révele une différence tres hautement significative.
Cela démontre que le mélange des liquides de fermentation est plus efficace contre
le champignon Aspergillus flavus.

Entre les groupes Ti et T», on observe une différence trés hautement significative.
Cela confirme que le champignon Aspergillus flavus a eu un impact négatif plus
prononceé sur la croissance des plantes par rapport a Fusarium oxysporum.

Lors de la comparaison entre B61 et B6», la différence est trés hautement
significative, ce qui indiqgue que la souche B61 est plus efficace contre le
champignon Fusarium oxysporum que contre Aspergillus flavus.

En comparant B2: avec B2;, on remarque une différence non significative. Cela
suggere que les souches B2: et B2, présentent une efficacité comparable contre les
champignons Fusarium oxysporum et Aspergillus flavus.

Enfin, la comparaison entre Aai et Aa; montre également une difféerence non
significative, ce qui signifie que les souches Aa ont une efficacité similaire contre

Fusarium oxysporum et Aspergillus flavus.
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Conclusion

Parmi les nombreuses propriétés des genres Bacillus et Actinomyces, leur capacité a produire
une variété de métabolites secondaires & activité antimicrobienne suscite un intérét
considérable, notamment dans le domaine agricole. Dans le cadre de la recherche de souches
présentant une activité antifongique contre les phytopathogénes, ce travail vise a évaluer
l'activité antifongique des souches étudiées et a extraire leurs métabolites secondaires
bioactifs, au moyen de tests en laboratoire dans des conditions contrélées et en conditions
réelles sur des plants de tomate et aussi par la méthode de I'inoculation des feuilles.

L’étude in vitro de I’activité antifongique des souches bactériennes vis-a-vis des quatre
champignons phytopathogénes a révélé que toutes les bactéries possedent une activité
antifongique au moins sur un seul champignon, a 1I’exception de la souche B4 qui n’a montré
aucune activité. En effet, les essais de confrontation entre ces mycetes et les souches
bactériennes, que ce soit d’une facon directe par l'utilisation de la méthode de cylindre d'agar
ou bien a Indirect par les tests de I'activité antifongique basée sur la détermination de la CMI
(Concentration Minimale Inhibitrice), ont révélés une inhibition de la croissance mycélienne
des champignons testes.

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

Il convient de souligner que la souche B6 se distingue par ses effets antifongiques
remarquables, notamment contre A. flavus et P. notatum. Les résultats obtenus suggérent que
B6 génére des zones d'inhibition dépassant les 60 mm, ce qui présente un potentiel
considérable pour des applications biotechnologiques, notamment dans la gestion des
composés fongiques efficaces dans le secteur agricole.

Les extraits ont également montré une activité importante et surtout extrait de la souche B6
contre les souches fongiques testées, avec des concentrations minimales fongicide comprises
entre 2 et 8 mg/ml.

Les tests in vivo montrent que 1’application de la souche B2, B6 et Aa sur les plantes de
tomate retarde 1’apparition et I’évolution des symptdomes et réduit intensément la cinétique
d’évolution des maladies causée par Fusarium oxysporum et Aspergillus flavus, comme elle
présente aussi biostimulation remarquable en phytomasse aérienne.

Les résultats de I'inoculation des feuilles montrées que les suspensions bactériennes réduisent

considérablement les symptdmes par rapport aux témoins.
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Conclusion

Au terme de ce travail, divers aspects semblent importants a réaliser :

Déterminer les mécanismes d’action directe ou indirecte des souches bactériennes, impliqués
dans leur potentiel antagoniste a 1’égard des quatre champignons testés ainsi que d’autres
bioagresseurs des cultures.

Identifier les métabolites actifs pouvant servir a I’élaboration des bio pesticides, Cela
entrainera la purification et I'application de plusieurs techniques d'analyse chimique telles que
la spectrométrie de masse MALDI-TOF, la chromatographie liquide haute performance
couplée a la spectrométrie de masse (HPLC-MS), la RMN, et la spectroscopie IR a
transformée de Fourier (FTIR).

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

échelle sous ’effet des pratiques culturales.
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XI. ANNEXE



1. Composition des solutions et des milieux de culture utilises.

Gélose nutritive (composition en g/l)

Extraitde viande ..................ociini. lg.
Extraitde levure................ocooieiiinine, 2g.
Peptone.......coovvviiiiiii S5g.
Chlorure de sodium................ccoeveennnnn. Sg.
N 15¢
Eaudistillé...............oooiiii, 1000ml.
PH=7,4

2. Potato Dixtrose Agar (PDA)

Infusion de pomme de terre (300g de Pomme de terre + 500ml eau distilée)

Agar ... 15¢
Glucose........ccoevvvvninninnn. 20g
Eau distillée .................. 1000ml
PH=7.4

3. Eau physiologique stérile (composition g/l)
Chlorure de sodium (NaCl).................... 9g.
Eau distillée 2000ml

4.GYM : Glucose- yeast- extrait de malt

Extrait delevure........................... 4g
Extrait demalt.......................... 10g
CaCo3. i 2g
Glucose.....oovvvvviiiiiiiiii e, 4g
Agar....oiiiiii i 12¢g
Eaudistillée.............cooeiiiiiiin. 1000ml
PH=7.2

5.Le bouillon nutritif (composition en g/l)
Extraitde viande ....................coel lg.
Extraitde levure..................cooiiiii, 2g.
Peptone........ooooiiiiii 5g
Chlorure de sodium.................coovennnnne. S5g
Eaudistillé................oo 1000ml

Annexe

90 | Page



