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Résumé :

Dans cette étude, une collection de 15 souches de bactéries non fluorescentes endophytes et
rhizosphériques appartenant aux genres Bacillus, Agrobacterium Chromobacterium Enterobacter
Rhizobium Azotobacter et Burkholderia, isolées a partir du palmier dattier de la région de Béchar en
2020.

Ces bactéries ont été évaluées pour leur capacité d’antagonisme in vitro vis-a-vis des 2 bactéries
phytopathogenes Erwinia amylovora et Agrobacterium tumefaciens par la méthode Spray, ainsi que
trois champignons phytopathogenes Fusarium oxysporum fsp. lycopersici Fusarium.oxysporum fsp.

Albedinis et Botryospheria sp. par la méthode de traits doublés.

De plus, cing souches ayant montré une efficacité in vitro intéressante ont été testées par une
confrontation in vivo contre le champignon Botryospheria sp. Agent responsable de la maladie du bois
de la vigne sur les fragments de rachis de palmier.

Les résultats de I’antagonisme in vitro ont révélé que les espéces Agrobacterium spp. TC5 et
TC1, Chromobacterium sp. KF2 et Bacillus sp. TCR51 ont démontré la capacité d'inhiber la
croissance des deux bactéries pathogénes E.amylovora EMEA et A.tumefaciens C58, apres 48h les
diamétres de zone d’inhibition varient de 1mm jusqu’a 12,5 mm , dont le genre Agrobacterium est le
plus potentiel.

Pour le test d'antagonisme antifongique in vitro, toutes les souches bactériennes étudiees ont
montré une capacité d'inhibition significatifs, avec des pourcentages d’inhibition de la croissance
fongique allant de 5% jusqu’a 89,6% apres 7 jours d’incubation. Les souches Agrobacterium spp.
TC1 et TC5 et Enterobacter sp. KF2 ont montré un effet important les trois champignons avec des
pourcentages qui dépassent 80% d’inhibition

L'essai d'antagonisme in situ sur les fragments de rachis a I1’égard de champignon
Botryospheria sp., a révélé que les 5 souches testées in vitro Enterobacter sp. ZF3 Agrobacterium sp.
TC5 Chromobacterium. KF2 et Bacillus spp. TCR51et PF43 étaient capables de réduire les nécroses,
de moins de 50 jusqu’a 100 %.

Enfin, dix souches bactériennes efficaces ont été soumises aux tests de production des enzymes,
biofilm et sidérophores Les résultats ont révélé une activité chitinolytique de toutes les souches dont
Agrobacterium spp. TC1 et TC5, ont montré les résultats les plus prometteurs dans de nombreux tests.
Ces résultats soulignent le potentiel des souches sélectionnées en tant qu'agents de lutte biologique
contre les agents pathogenes étudiés.

Mots clés : PGPR, endophytes, lutte biologique, palmier dattier, bactéries non fluorescentes



Characterization of date palm non fluorescent bacteria and their use in biocontrol
against some plant diseases

Abstract

In this study, a collection of 15 strains of non-fluorescent endophytic bacteria and
rhizospheric belonging to the genera Bacillus, Agrobacterium Chromobacterium Enterobacter
Rhizobium Azotobacter and Burkholderia, isolated from the date palm of the Region of Béchar in
2020.

Those bacteria were evaluated for their ability of the antagonism in vitro against the 2
phytopathogenic bacteria Erwinia amylovora and Agrobacterium tumefaciens by the Spray method,
as well as three phytopathogenic fungi Fusarium oxysporum fsp. lycopersici, F.oxysporum fsp.

albedinis and Botryospheria sp. by the double line methodes ,

In addition, five strains with interesting in vitro efficacy were tested by an in vivo confrontation

against the fungus Botryospheria sp. Agent of grapevine trunk disease on palm rachis fragments.

Results of in vitro antagonism revealed that Agrobacterium spp. TC5 and TCI1,
Chromobacterium sp. KF2 and Bacillus sp. TCR51 showed the ability to inhibit the growth of the
two pathogenic bacteria E. amylovora EMEA and A. tumefaciens C58, after 48h incubations with
TC5 and TC1 having the highest inhibition zones ranging from 2 mm to 12,5 mm, of which the

genus Agrobacterium is the most potential.

For the in vitro antifungal antagonism test, all the bacterial strains studied showed an ability to

inhibit, with percentages of inhibition of fungal growth ranging from 5% to 89.6% 7 days incubation.

The strains Agrobacterium spp. TC1 and TC5 and Enterobacter sp. KF2 showed a significant

effect against the three fungi with percentages that exceed 80% inhibition

In situ antagonism assay against Botryospheria sp. on rachis fragments, revealed that the 5
strains tested in vitro Enterobacter sp. ZF3 Agrobacterium sp. TC5 Chromobacterium. KF2 and

Bacillus spp. TCR51and PF43 were able to reduce necrosis by less than 50 to 100%.

Finally, ten effective bacterial strains were tested for theitr potentiality to produce enzymes ,
biofilm and siderophores. The results revealed chitinolytic activity of all strains including
Agrobacterium spp. TC1 and TC5, showed the most promising results in many tests. These results
highlight the potential of the strains selected as biological control agents against the pathogens
studied.

Keywords : PGPR, endophytes, biological control, date palm, non-fluorescent bacteria
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Introduction

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est une plante monocotylédone
arborescente de la famille des Palmacées (El Hadrami et Al-Khayri, 2012). La rhizosphere
du palmier dattier contient une grande variété de micro-organismes bénéfiques, notamment
des moisissures, des levures et des bactéries, bien que la flore bactérienne soit considérée
comme la plus dominante (Mahmoud et al., 2015). Cependant, la culture de cette plante est
sujette a divers problemes phytosanitaires qui entravent son développement et son extension.
Le Bayoud, causé par le champignon Fusarium oxysporum fsp. albedinis, est considéré
comme la principale menace pour la phoeniciculture, en particulier dans la région du sud-
ouest de I'Algérie (Benzohra, 2022). Le recours a l'utilisation de la lutte biologique peut
constituer une solution a probleme (Mohamed mahmoud, 2017).

Plusieurs travaux ont montré I'utilité des bactéries bénéfiques pour la promotion de la
croissance vegetale et la protection des cultures contre les infections par les agents pathogénes
(Messaoudi, 2015). Les rhizobactéries et les endophytes constituent un groupe de bactéries
bénéfiques, les rhizobactéries résidents dans la rhizosphere,la région entourant les racines
,tandis que les endophytes représentent les bactéries ayant capacité de coloniser les tissus
internes des plantes sans leur causer de dommages. (Gouda et al., 2018).

Ces bactéries bénéfiques associées a des interactions symbiotiques avec les plantes peuvent
étre soit fluorescentes, appartenant généralement au genre Pseudomonas, Ssoit non
fluorescentes, appartenant a différents genres tels que Bacillus, Rhizobium, Azospirillum,
Bradyrhizobium, (Lahlali et al.,2022)

Les bactéries bénéfiques endophytes et PGPR présentent de nombreuses applications dans

la médecine, lindustries et notamment en agriculture (Wu et al.,2021)

Plusieurs biopesticides d’origine bactérienne sont disponibles, tels que Bacillus subtilis
QST 713, (Aldwinckle et al.,2002), B. subtilis BD170 (Broggini-Scharer et al., 2005),

Ces especes jouent un rble essentiel dans I'amélioration de la santé des plantes et de la
productivité agricole. Elles produisent une variété de métabolites, tels que des antibiotiques,
des endotoxines, des bactériocines, des sidérophores, des enzymes hydrolytiques et d'autres
composes, qui sont toxiques pour les agents pathogenes et contribuent ainsi a la prévention
des maladies des plantes. Parmi ces bactéries bénéfiques, les especes de Bacillus, notamment
Bacillus thuringiensis (Bt), sont largement utilisées dans les applications de lutte biologique et

de promotion de la croissance des cultures. (Lahlali et al.,2022)
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En effet, les méthodes biologiques, basées sur l'utilisation de ces micro-organismes du
sol et dendophytes offrent une solution respectueuse pour l'environnement et un

remplacement plus durable des pesticides chimiques. ( Shyam et al.,2017).

Ces produits phytosanitaires peuvent devenir inefficaces et ont des effets négatifs sur
I'environnement et la santé humaine (Martinez-Viveros et al., 2010).

Dans ce contexte, notre principal objectif vise a une étude d’évaluation de pouvoir
antagoniste des souches endo et rhizosphérique non fluorescentes principalement a Gram-
negatifs appartenant aux genres Agrobacterium, Chromobacterium, Enterobacter,
Burkholderia et Rhizobium et Azotobacter ainsi que le genre Bacillus de Gram positif, a

I’égard de quelques bactéries et champignons phytopathogenes.

Notre projet de fin d’étude consiste a poursuivre ces travaux préliminaires en explorant le
potentiel de ces souches in vitro vis-a-vis deux bactéries phytopathogenes: Erwinia
amylovora 1’agent responsable du feu bactérien des Maloidées et Agrobacterium tumefaciens
I’agent causal de la tumeur du collet. Ainsi que 3 champignons pathogénes Fusarium
oxysporum  fsp.albedinis responsable du bayoud du palmier dattier , F.oxysporum fsp.
lycopersici agent causal de flétrissement sur tomate et Botryospheria sp. responsable de la
maladie de vigne.et un essai d’antagonisme in situ vis-a-vis du champignon Botryospheria sp.
responsable de maladie de la vigne sur des fragments de rachis du palmier. Enfin, les souches
performantes ont été testées pour leurs proprietes par des tests de potentialité biochimiques y
compris la production de biofilm, sidérophores et les enzymes hydrolytiques (protéase,

pectinase, amylase, cellulase et chitinase.

Pour la présentation de ce travail, trois parties sont illustrées dans cette présente

recherche :

Une premiére partie correspond a la synthese bibliographique, qui permet de situer le
travail dans son contexte scientifique. La seconde partie traite le travail expérimental et décrit
successivement le matériel et les méthodes utilisées pour répondre aux objectifs de cette
recherche. Enfin  I’ensemble des résultats et discussion obtenus, Et se termine par une

conclusion générale.
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Chapitre | Syntheése bibliographique

I.1. Présentation générale sur le palmier dattier

I.1.1 Caractéristiques du palmier dattier

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) tire son nom du mot phénicien pour
"dattier" et du terme grec pour "doigt", en référence a la forme de ses fruits. Les especes du
genre Phoenix sont des arbres dioiques, avec des arbres males appelés dokkars ou
pollinisateurs et des arbres femelles appelés Nakhla, produisant respectivement du pollen et
des dattes (Aksa, 2019 ;Peyron,2000) .

Depuis I’ Antiquité, le palmier dattier a été cultivé jouant un rdle essentiel dans l'agriculture
oasienne, limitant la désertification et I'ensablement des terres grace a la formation d'oasis. En
outre cette espece présente un réle écologique important en empéchant la progression des

zones steppiques.

Le palmier dattier présente une morphologie caractérisée par un tronc unique, ligneux
et de couleur brune et ses grandes feuilles dressees en spirale, formant une couronne dense.
Les fleurs blanches du palmier dattier sont regroupées sur un spadice entouré d'un spathe,
avec des fleurs femelles de couleur ivoire a vert clair et des fleurs males ivoires ( El
hadrami,2012 ; Mattalah,2021). Le systeme racinaire s'étend sur une profondeur de 8 a 10
metres et comprend quatre types de racines fonctionnelles : racines respiratoires, racines de
nutrition, racines d'absorption d'eau et racines en faisceaux avec un géotropisme positif
(Sahouli, 2021). Les dattes sont des baies monospermes portées par un régime avec un

pédoncule et un rachis ramifié (Cros-Balthazard, 2012)

En Algérie, le palmier dattier occupe une superficie de 168 855 hectares en Algérie,
avec les wilayas de Biskra et EI Oued ayant la plus grande superficie de culture (Rekis, 2021).
Il existe plus d'un millier de cultivars, dont Deglet Nour, recensés sur 17 wilayas du Sud
algérien ou le climat est chaud et sec. Les palmiers-dattiers sont cultivés dans plusieurs Oasis
et leur production annuelle est de 7 893 570 de quintaux, avec un total de 18 millions de
palmiers-dattiers. L'Algérie est considéré comme l'un des grands pays a fort potentiel

phoenicicole (Aimene, 2018).

Cependant, Cette culture est sujette a plusieurs ravageurs, maladies et mauvaises
herbes qui menacent la santé du patrimoine phoenicicole, entrainant des pertes considérables

de production et une érosion génétique.
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Figure 01 : Morphologie du palmier dattier adulte (Sahouli, 2021)
1.1.2.Principales Maladies et ravageurs du palmier dattier

Les maladies fongiques et les ravageurs constituent des menaces importantes pour les

palmiers dattiers qui peuvent réduire la production de fruits et méme causer la mort de I’arbre.

(Bensalah et al., 2013)

De nombreux ennemis ravageurs du palmiers dattiers sont présents en Algérie et
provoquent des dégats sur la culture comme la Pyrale des dattes causée par 1’insecte
Ectomyelois ceratoniae, le Boufaroua causé par l'acarien Oligonychus afrasiaticus et la

Cochenille blanche est causée par l'insecte Parlatoria blanchardi.

Les principales maladies fongiques comprennent la pourriture des inflorescences
(Mauginiella scattae), la Pourriture du cceur (Phytophtora spp.). Le Bayoud causé par
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, est considéré comme la contrainte majeure de la
phoeniciculture surtout dans région du sud-ouest algerien (Benzohra,2022). Le champignon

infecte les racines et les vaisseaux conducteurs de la plante, entrainant le flétrissement des

|!
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feuilles, la nécrose des tissus et, éventuellement, la mort du palmier (Khayi et al.,2020)

La maladie de Bayoud a détruit plus de deux tiers des palmeraies marocaines, soit 12
millions d'arbres, en un siécle, et continue de causer des pertes annuelles entre 4,5% et 12%
des palmiers dattiers. En Algérie, plus de trois millions d'arbres ont également été détruits,
principalement dans les régions de Tidikelt, Touat a Adrar et M'zab a Ghardaia (Bahriz et
Bourasb, 2020).

D’autre part, le palmier dattier abrite également une grande variété de bactéries non
pathogénes endophytes et rhizosphérique qui peuvent aider a renforcer l'immunité de la
plante, améliorer sa croissance et servir d'agents de lutte biologique contre les agents
phytopathogénes nuisibles aux cultures.

I.2. Communauté bactérienne endophyte et rhizosphérique

Les bactéries rhizosphériques et endophytes représentent un groupe de
microorganismes bénefiques , et deviennent de plus en plus utilisées en agriculture, dans le
but d'augmenter le rendement des cultures en augmentant la disponibilité des nutriments, en
améliorant la capacité d’absorption et les protégeant contre les maladies et les ravageurs
(;Grobelak et al., 2014 ; Khenaka, 2021). Ces bactéries sont divisées en especes
fluorescentes appartenant souvent au genre Pseudomonas et d’autres non fluorescentes
comme Bacillus ,Azotobacter, Burkholderia (David et al.,2018 ; Khan et al.,2020)

1.2.1 Les rhizobactéries

Les bactéries rhizosphériques stimulatrices de la croissance des plantes ou PGPR
(Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) sont des bactéries colonisant la rhizosphére ou la
racine des planteset capables d'améliorer le développement, la croissance, et/ou la santé du
vegétal (Vacheron et al.,2013). Ces espéces interagissent étroitement avec le végétal, ce qui
détermine la santé des plantes, de la productivité et de la fertilité des sols (lyer et Rajkumar,
2017) .

Ces bactéries appartiennent principalement aux genres Acetobacter, Acinetobacter,
Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Derxia,
Enterobacter, Klebsiella, Ochrobactrum, Pantoae, Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas
. (Chaitanya et Meenu,2015)
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L’intense activité microbienne est la caractéristique essentielle de la rhizosphére. Elle
est due a la libération dans le sol de composés carbonés (les rhizodépdts) qui stimulent la
croissance et le développement des microorganismes du sol. L’influence des racines sur

’activité des microorganismes est appelée « effet rhizosphere ». (Durand,2017).
1.2.2. Les bactéries endophytes

Les endophytes sont des micro-organismes qui vivent entre les cellules des plantes
sans leur nuire et qui ont une relation bénéfiqgue ou commensaliste avec leur plante-hote.
(Card et al.,2016 ; Hardoimet al.,2015) . La présence d'endophytes est impérative pour la
croissance et le développement des plantes (Maheshwari et al, 2020).

Ces bactéries bénéfiques ont été isolées, observées et étudiées chez une large sélection
d’espéce de plantes de Monocotylédones et Dicotylédones, mais leur densité de population est
tres variable et dépend de I’espéce bactérienne, du génotype de I’hote, de son stade de
développement et des conditions environnementales (Kobayashi et Palumbo, 2000 ;Del
Barrio-Duque et al., 2019)

Les endophytes racinaires participent a la transformation des nutriments du sol, aident

a la réduction des stress abiotiques et ’amélioration phénotypique de I’architecture racinaire

(De Meyer et al., 2015 ; Zhang et al., 2018).

Actuellement, plus de 200 espéces de bactéries associées aux plantes ont été identifiées, dont
la majorité appartient aux phylums Actinobacteria, Proteobacteria et Firmicutes
(Elazreg,2020). Les genres bactériens les plus courants sont Pseudomonas, Bacillus
Burkholderia, stenotrophomonas ,Micrococcus, Pantoea et microbacterium (Sravanthi et
junhyun,2021)

Les endophytes et les rhizobactéries peuvent étre utilisées dans différents domaines
I’industrie, la médecine, la biotechnologie et notamment en agriculture pour améliorer la
croissance des plantes, en bioremédiation pour dépolluer les sols, et dans la lutte biologique

pour la suppression des agents phytopathogenes et des ravageurs.
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1.3. Activites de promotion de croissance et biocontréle des bactéries

endophytes et rhizosphériques

1.3.1. Promotion de la croissance des plantes

Les bactéries endophytes et rhizosphériques peuvent améliorer la capacité de
croissance des plantes et le processus de développement en produisant des phytohormones
telles que les auxines y compris I’AIA (Acide indole acétique) et ’AIB (I’acide indole-3-
butyrique) ou leur précurseurs qui affectent la croissance des plantes en augmentant la taille,
le poids, le nombre de branches et la surface en contact avec le sol des racines. (Chaitanya et
Meenu,2015).

Les gibbérellines sont aussi des hormones de croissance  produites et libérées dans le sol,
impliquées dans la division et 1’allongement cellulaire ainsi que dans la germination des

graines (Mercado-Blanco et Lugtenberg, 2014 ; Kang et al., 2019).

L’amélioration de la croissance consiste a faciliter l'absorption des nutriments par la
fixation d’azote atmosphérique qui est réalisée par des genres bactériens tels que Azoarcus,
Azotobacter, Clostridium et Rhizobium suivant le processus biologique de nitrification
(Barthelemy,2019). Elle est assurée également par la solubilisation de phosphate en sécrétant
de phosphatases et d’acides organiques par des endophytes bactériens des genres Rhizobium,
Bacillus, Klebsiella, Pseudomonas, Pantoea, Methylobacterium, Acinetobacter, Microccocus
(Sravanthi et junhyun,2021).

L'assimilation du fer par les plantes est améliorée grace a la production microbienne de

sidérophores qui ont une grande affinité pour les ions Fe3+ et Fe2+ (Ma et al., 2016).
1.3.2. Bioremédiation

Les bactéries endophytes et rhizobactéries peuvent réduire la toxicité des métaux
lourds dans les plantes en les précipitant, les séquestrant ou les réduisant. De plus, les
bactéries rhizosphériques produisent des polyméres extracellulaires qui aident a I'expulsion ou
a la récupération des métaux de la rhizosphere par biosorption. Par exemple, 1’inoculation

dans le sol des bactéries Methylobacterium orizae et Burkholderia sp. réduit la toxicité et

I’accumulation du nickel et du cadmium aux plants de la tomate. (Barthélemy,2019).
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1.3.3. Lutte biologique

Il existe plusieurs approches pour prévenir ou réduire les dommages causés par les
agents bioagresseurs sur les cultures. Ces approches sont classées en méthodes biologiques,
physiques, mécaniques, chimiques ou encore génétiques (Nassraoui, 2006 ; Hanemiane,
2012).

La lutte biologique, qui utilise des microorganismes bénéfiques et des prédateurs
naturels pour contrdler les pathogenes, est souvent considérée comme une méthode
respectueuse de I'environnement et durable, du fait qu’elle peut réduire l'utilisation de produits
chimiques et favoriser I'équilibre écologique en protégeant la plante contre les pathogénes
fongiques du sol ou les agents délétéres bactériens ( Shyam et al.,2017 ; Kanouni,2019).

Les bacteries antagonistes agissent directement et indirectement sur l'agent pathogene,
par différents mécanismes d'action, notamment la production denzymes, I'antibiose,

I'induction de la résistance de la plante et la compétition pour les nutriments et I'espace.

Cependant, la production des enzymes lytiques est I'un des important mécanismes
d’action impliqués par les bactéries, qui peuvent attaquer la croissance des agents pathogénes
(Compant et al., 2005). La chitinase, la glucanase et la cellulase, lipases sont d’importantes
enzymes particulierement dans le contrdle antifongique, par leurs activités de la détérioration
des composes des parois ( Joshi et al., 2015; Hakim et al., 2021). Par exemple les bactéries
Bacillus cereus et Bacillus cepacia produisent I'hydrolase qui dégradent les parois cellulaires

de plusieurs agents pathogenes telluriques (Karthika et al., 2020).

Les bactéries bénéfiques ont recours a d'autres mécanismes pour lutter contre les
organismes pathogenes, tels que la concurrence de nutriments ou de I'espace, (soufiane,1998)
, comme le cas pour sidérophores qui se lient au fer, en limitant ainsi sa disponibilité et par
conséquent inhibent la croissance et l'activité des agents pathogenes du sol (Lahlali et al.,
2022). Certaines bactéries bénéfiques produisent des enzymes qui inhibent les .agents
bioargresseurs. Les lactonases, acylases et AHL-oxydoréductases sont des enzymes clés. Les
lactonases, produites par des bactéries comme Bacillus et Rhizobium, inhibent les agents
phytopathogenes et la formation de biofilm chez Pseudomonas aeruginosa. Certaines
bactéries bénéfiques peuvent également produire des antibiotiques ainsi que du cyanure

d'hydrogéne (HCN) qui posséde une activité antimicrobienne, (Khenaka, 2021).
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Ce présent travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de protection
et de valorisation des ressources agrobiologiques (LVPAB) de I'universit Blidal pendant la

période allant du mois février jusqu’a la fin Juin 2023.

I1.1. Essai de lutte biologique in vitro vis-a-vis d’agents pathogénes

11.1.1. Souches bactériennes antagonistes

Un total de 15 souches bactériennes ont été sélectionnées dont 4 souches de Bacillus spp., 3
especes d’Enterobacter spp. , 2 espéces Chromobacterium spp., 2 souches d’Agrobacterium
spp. , 2 souches Burkholderia spp., une espéce d’Azotobacter sp. et une souche de Rhizobium
sp. (Tableau 1)

Ces souches appartiennent a la collection du laboratoire LVPAB de 1’année 2022 isolées a
partir du sol rhizospheriques et de racine du palmier dattier des deux régions Kenadssa et
Taghit situées a la wilaya de Béchar. Ces bactéries ont été pré-identifiées par I’utilisation de

tests physiologiques et biochimiques.

Tableau 01: Diversités des souches bactériennes étudiées

souches Rhizosphériques
Code Nom de souche souches Endophytes
TC4 TF6 Bacillus sp. Code Nom de souche
TClet TC5 | Agrobacterium spp. PF43
TF4 et KF2 Chromobacterium spp. TCR51 Bacillus spp.
TC3 et TC13 | Burkholderia spp. TBR5
TF8 Azotobacter sp. KFR9 Enterobacter spp.
ZF3 Enterobacter sp.
XJ3 Rhizobium sp.

11.1.2. Bactéries phytopathogenes étudiées
Deux bactéries phytopathogénes ont été testées in vitro: I’espéce Agrobacterium
tumefaciens C58, agent causal de la maladie de la tumeur du collet chez les arbres fruitiers et
Erwinia amylovora EMEA responssable du feu bactériens des Pomoidées. Ces souches font

partie de la collection du laboratoire (LVPAB).
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11.1.3. Purification des bactéries antagonistes et pathogénes

La purifications des souches bactériennes a été efféctuée sur milieu King B par un
repiquage d’une colonie, diluée dans 1’eau distillée stérile (2 ml) pour disperser les bactéries
ce qui permet d’avoir des colonies isolées apres incubation durant 48h h a 28°C . ce milieu
de culture permet de vérifier et confirmer la non fluorescence des souches étudiées en
exposant les culture a la lampe UV. La purification est réalisée par épuisement en trois
secteurs. L’opération est répétée jusqu’a 1’obtention des colonies pures puis conserves
dans des tubes inclinés au réfrigérateur a 4C pour une utilisation ultérieure.

A partir de souches conservées, un autre repiquage est effectué sur le milieu LB de 24
a 48 h avant la réalisation des tests de confrontation et de potentialit¢ pour obtenir des

cellules bactériennes jeunes.

11.2. Détermination de P’activité antibactérienne in vitro
11.2.1. Dépot des spots bactériens antagonistes

le test a éte réalisé en suivant la méthode de (cooksey et Moor,1980 ; Moore et al.,
1988) pour mettre en évidence I’activité antibactérienne des isolats endophytes et
rhizobactéries contre les souches pathogenes cibles ,

Un total de 15 souches bactériennes agees de 48 heures ont été récuperées pour la
préparation des suspensions bactériennes des antagonistes homogeéneisés et ajustés a une
densité cellulaire de 108 UFC/ml, a une longueur d'onde de 620 nm. Nous avons considéré le
ratio de 10: 1 c’est—a-dire , pour I’antagoniste, d’une concentration 10 fois supérieur par
rapport a celui de la souche pathogene (Cabrefiga et al.,2007)-

Trois spots de 40 ul de la suspension bactérienne antagoniste, ont été déposes sous
forme de triangle dans la boite de Pétri contenant le milieu LB a l'aide d'une micropipette.
Aprés le dépdt de ces échantillons, une étape d'incubation a une température de 30°C

pendant 24 heures a été réalisée.

11.2.2. Pulvérisation des souches pathogenes par la méthode de Spray

Aprés 24h d’incubation, des colonies typiques de bactéries antagonistes qui sont
centriques se développent en boite de Pétri.

Pour la confrontation directe, a 1’aide d’un pulvérisateur stérile les suspensions
bactériensous des deux souches d’Erwinia amylovora et Agrobacterium tumefaciens ont été
pulvérisées directement sur les colonies centriques de chaque bactérie antagoniste, suivie par

une étape d’incubation a-30°C pendant 24h a 48h.
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Les témoins négatifs sont représentés par des boites de Pétri contenant trois goutes de
40 pl d’eau distillée stérile sur le milieu LB déposée 24h avant la pulvérisation des deux
souches pathogénes. Les boites de Pétri sont par la suite entourées avec le parafilm le long du
bord pour éviter les contaminations.
Pour chaque bactérie antagoniste, deux répétitions ont été préparées pour l'antagonisme contre
les deux souches pathogénes, Erwinia amylovora et Agrobacterium tumefaciens.

Apres I’incubation, la présence d’une zone d’inhibition a été observée sur les boites et
la mesure est effectuée au centre des spots a la limite de la zone de croissance de

I’antagoniste. La moyenne de la taille des trois zones est retenue.

11.3. Détermination de I’activité antifongique in vitro
Le test d’antagonisme antifongique est basé sur la technique de double culture par

deux méthodes simultanée et tardive (Anith et al., 2021).

Les souches utilisees dans cette étude appartiennent a trois especes de champignons
phytopathogenes : Fusarium oxysporum fsp.albedinis responsable du bayoud du palmier
dattier , F.oxysporum fsp. lycopersici agent causal de flétrissement sur tomate et

Botryospheria sp. Responsable de la maladie de vigne.

Ces champignons ont été purifiés par des repiquages successifs sur le milieu PDA
jusqu'a I’obtention de cultures pures. Le repiquage se fait par prélévement d’un fragment de
colonie a I’aide d’une pipette Pasteur, en évitant son contact avec les autres colonies
avoisinantes de la méme boite. Ce fragment est déposé au centre d’une nouvelle boite sur
laguelle on indique la date de repiquage et les coordonnées de la boite de prélevement. Le
repiquage se fait aseptiquement pres du bec Bunsen.

11.3.1 Ensemencement des bandes striees

Pour ’ensemencement des deux traits, une colonie bactérienne de 24-48h a
été raclée a I’aide d’une anse stérile de chaque souche antagoniste est striée pour créer deux
bondes parallelement une a I’autre sur les plaque gélosés LB/PDA a une distance de 3 cm du

centre du boite pétrie et 1.5 cm a la bordure du boite.(Figure02)

11.3.2.Méthode simultanée
Dans cette méthode, I’ensemencement des deux traits bactériens est effectué le méme

jour avec le dépbt des disques mycéliens pathogenes de chaque espéce fongique.



Chapitre I Matériel et méthodes

11.3.3. Méthode tardive

L’ensemencement des deux traits se fait 24h avant le dépot de disque du mycélium
puis incubé & 30° pendant 24h.

Les boites inoculées avec une souche bactérienne antagoniste et phytopathogene
(plaque test) et les boites contenant un phytopathogéne seul (plaque témoin) ont été incubées
pendant 7 jours et des observations sur les rayons de la colonie fongique et de la zone

d’inhibition ont été effectuées pendant I’incubation. L. expérience a été répétée deux fois.

11.3.4. Dép6t des disques mycéliens
Un disque mycélien de 5mm de diametre a été prélevé a partir de la périphérie de
croissance d'une colonie jeune de phytopathogene a l'aide d'une pipette stérile et placé au
centre d'une boite inoculée avec deux traits bactériens
Le témoin est préparé par un repiquage de I’agent pathogene seul au centre de la

boite de Pétri qui contient la gélose LB/PDA comme témoin.

Figure 02 : schéma du test d’antagonisme antifongique in vitro

Le pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne (PGI) du pathogéne est calculé selon
la formule (wang,2022) :
PGI (%) = (C-T/C)x 100
PGI (%): Pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne,
C: Diametre moyen des colonies du champignon en I'absence de l'antagoniste (témoin).

T: Diamétre moyen des colonies du champignon en présence de I'antagoniste,
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11.4. Essai d’antagonisme in situ des souches bactériennes a I’égard du
pathogéne Botryospheria sp

Le test d'antagonisme in situ a été réalisé en choisissant 5 bactéries antagonistes qui
présentaient un fort pouvoir inhibiteur dans le test in vitro dont deux souches Bacillus spp.
(PF43, TCR51) et une souche de Chromobacterium sp.(ZF3), Agrobacterium sp. (TC5) et
Burkholderia sp. (TC3) vis-a-vis le champignon pathogene Botryospheria sp.

Ce test a été réalisé sur des fragments du rachis du palmier .La méthodologie utilisée
est inspirée de celle utilisée par Moral, et al., (2010) pour confirmer I'action inhibitrice des
agents antagonistes sur la pathogénécité des Botryosphaeriaceae associées au dépérissement
de la vigne.

11.4.1. Désinfection et préparation de matériel végétal

Le mateériel vegétal du palmier été coupé en petits fragments de 10 cm et la surface a
été stérilisée dans une solution d'hypochlorite de potassium a 0,1% pendant 2 min pour
¢liminer la flore saprophyte superficielle puis rincés trois fois dans de 1’eau distillée stérile.

Les tissus végétaux sont ensuite sechés sur du papier filtre stérile.

11.4.2. Inoculation du pathogéne et antagoniste :

L'essai d’antagonisme in situ a été réalisé selon la méthode de Moral et al.,(2010) sur
un ensemble de 120 rachis. Dix répeétitions ont été réalisées pour chaque témoin (positif et
négatif) et pour chaque rachis traité.

A l'aide d'un scalpel stérile, des incisions ont été réalisées pour enlever I'écorce .

Des pastilles de 10 mm de diamétre de mycélium de chaque isolat ont été prélevées en
utilisant une pipette Pasteur puis déposées avec l'antagoniste au niveau des incisions
(Figure03).

Dix répétitions par isolats ont été effectuées en 2 blocs. Apres inoculation, les incisions ont été
enveloppeées avec du coton stérile humide puis scellées avec du parafilm.

Les boutures ont été incubées sur du coton stérile humide dans des plateaux stériles
Afin d'éviter le desséchement, les boutures ont été enveloppées avec du papier aluminium .
Les témoins positifs ont été inoculés avec seulement des pastilles de la souche fongique. Les

sites d’inoculation ont été examinées apres trois semaines d'incubation.
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Figure 03: Inoculation de bactéries antagonistes dans le site de I’incision

11.5. Caractérisation des souches bactériennes : Activité enzymatique, production de
biofilm et sidérophores
Afin de déterminer la performance de nos souches dans le biocontrGle, certaines enzymes et
molécules sont recherchées en dépit de leur grand intérét dans la lutte biologique.
11.5.1 Formation de biofilm

L'utilisation de la technique d'ensemencement par stries sur milieu de rouge Congo
permet d'identifier les souches bactériennes productrices de biofilm, car ce milieu interagit
directement avec certains polysaccharides bactériens. Les colonies noires rugueuses a la
surface du milieu indiquent un résultat positif pour la production de biofilm, tandis que les
colonies rouges a la surface lisse indiquent un résultat négatif (Rewatkar et Wadher, 2013 ;
Kara Terki, 2014).
11.5.2. Production de sidérophores

La production de sidérophores par les bactéries a été détectée en ajoutant un volume
égal de 2% de solution aqueuse de chlorure ferrique au surnageant de la culture bactérienne
qui été ensemenceée sur bouillon
King B et incubée dans un roto agitateur a 28 + 2 oC pendant 72 heures a10000 rpm pendant
10 minutes pour séparer le surnageant.

La formation de couleur orange ou rouge-brun indique un résultat positif.
(Suryakala et al.,2016).
11.5.3. Tests enzymatiques
Les enzymes sont généralement impliqués dans la dégradation de la paroi cellulaire des

champignons phytopathogenes (cellulase, protéase, Amylase, chitinase et pectinase).

|g
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11.5.4. 5Activité protéasique

L'activité protéasique des souches a été déterminée par I’ensemencement des spots
bactériens au milieu gélosé autoclavé additionné de 5% de lait écrémé et incubées a 30°C
pendant 48 heures. La présence de protéase est indiquée par I'apparition d'un halo transparent
autour des colonies ce qui signifie I'hydrolyse des protéines du lait. Un résultat négatif ne
montre aucune zone d'hydrolyse autour de la culture (Bach et Munch ,2000 ; De Vos et al.,
2009).
11.5.5. Activité amylolytique

L’>évaluation de I’activité amylasique consiste a ensemencer une gélose nutritive
contenant de lI'amidon avec des disques de 5 mm de chaque souche a tester. Apres incubation
a 30°C pendant 48-72 heures, une solution de lugol est dispersée sur toute la surface du
milieu et la lecture se fait en observant la présence ou l'absence d'une zone claire autour des
disques d'agar. Une zone claire indique une présence d'activité amylasique chez les souches
(Vinoth Raj et al. 2009). Tandis qu'une absence de zone claire se traduit par une couleur
brune autour de la culture. (Gordon et al., 1973 ; De Vos et al., 2009).
11.5.6. Activité cellulasique

Pour identifier les souches bactériennes ayant une activité cellulolytique, un milieu
supplémenté par 0,5% de carboxymethylcellulose (CMC) est ensemence et incubéea 30°C
pendant 48 heures, puis remplies d'une solution de rouge Congo et placées a 45°C pendant
15 a 30 minutes. Apres lavage avec une solution saline de NaCl pendant 10 minutes, la
production de cellulase est observée par la présence de zones claires autour des colonies
(Bragger et al, 1989).
11.5.7. Activité pectinasique

Le milieu pectine agar ensemencé avec des spots bactériens de chagque souche testée
a éteé incubé a 30° pendant 48 heures pour sélectionner les souches productrices de pectinase.
Les boites ont été immergées dans une solution d'acétate de cuivre a 75% pendant 10
minutes , Si un halo clair apparait autour des disques, cela indique un résultat positif, tandis
gu'une absence de halo clair indique un résultat négatif (Snaiki et al., 2006).
11.5.8. Activité chitinasique

L’activité chitinolytique a été estimée sur gélose a la chitine sans glucose, selon la
méthode décrite par Renwick et al., (1991). Le développement de colonies apres 5 jours

d’incubation a 30°C indique une activité chitinolytique positive.
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11.6.Analyses statistiques des résultats

Les résultats de [I’activité antifongigue in vitro ont été présentés par la
moyenne pour chaque confrontation en utilisant le test de Student.
L'analyse statistigue a été realisée par le logiciel SPSS en utilisant le test
de l'analyse de la variance (ANOVA) a un facteur. Ce test nous permet de vérifier si
les échantillons sont issus de la méme population ou présentant des différences

significatives.Le niveau de signification était de 5 %.(voir annexe)
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I11 - Résultats de I’essai de lutte biologique in vitro des bactéries non

fluorescentes vis-a-vis d’agents phytopathogénes

I11.1. Résultats de Pactivité antibactérienne in vitro

Ce présent travail avait pour objectifs d'évaluer le potentiel antagoniste de 15 souches
bactériennes endophytes et rhizosphériques appartenant aux genres Bacillus, Agrobacterium
Chromobacterium Enterobacter Rhizobium Azotobacter et Burkholderia vis-a-vis des 2
bactéries phytopathogénes : Erwinia amylovora EMEA , responssable du feu bactériens des
Pomoidées et Agrobacterium tumefaciens C58 ; agent causal de la maladie de la tumeur du
collet chez les arbres fruitiers.

Le témoin dans notre expérience de confrontation bactéries-bactéries est utilise comme
référence pour évaluer l'activité inhibitrice des autres souches bactériennes testées lactivité
inhibitrice des bactéries antagonistes se manifestent par lapparition dune zone chalire autour

des spots (figure 04).

Les deux souches d’Agrobacterium tumefaciens TC5 et TC1 ont montré un potentiel
antagoniste le plus important paraport aux autres bactéries antagonistes vis-a-vis les deux

bactéries pathogénes Erwinia amylovora EMEA et Agrobacterium tumefaciens C58.

En effet, les résultats du test d’antagonisme in vitro envers la souche Erwinia
amylovora ont démontré que les 2 souches Rhizospheriques d'Agrobacterium spp. (TC5 et
TC1) et la souche endophyte Bacillus sp. TCR51 ont présenté un effet antibactérien avec des

diametres de zones d'inhibition de 12,5 mm et 10 mm et 2mm respectivement..

Toute fois, I’espéce Chromobacterium sp. KF2 a affiché une efficacité limitée avec

une diamétre tres faible de 1 mm.

Concernant I’effet antibactérien vis-a-vis de la bactérie Agrobacterium tumefaciens, les deux
souches rhizosphériques du genre Agrobacterium (TC5 et TC1), ont provoqué un effet

antibactérien présentant des diameétres de zones d'inhibition similaires de 11,5 mm.
La bactérie Chromobacterium sp. KF2 a affiché une efficacité avec un diametre de zone

d'inhibition égale a 8,5 mm (Annexe 08).

Aucune activité inhibitrice des autres souches endophytes et rhizosphériques, n'a été

observée par rapport au témoin, cela signifie qu'elles n'‘ont pas réussi a inhiber la croissance
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des autres souches bactériennes testées indiquant une résistance des pathogénes.

Figure 04 : Résultats dantagonisme in vitro vis-a-vis des bactéries phytopathogéne
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Figure 05 : Analyse des diameétres des zones d'inhibition vis-a-vis des bactéries pathogenes

L’activité inhibitrice des bactéries antagonistes peut-étre di a la production des

substances antimicrobiennes telles que des antibiotiques, des enzymes ou des métabolites

secondaires, qui tuent ou perturbent la croissance des autres bactéries. De plus, les bactéries

peuvent compétitionner avec d'autres pour les nutriments, modifier I'environnement en

changeant le pH, la concentration d'oxygene ou la disponibilité des nutriments, former des
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biofilms qui empéchent la croissance d'autres bactéries, et interagir avec le systéme

immunitaire de I'hdte.

I1.2. Résultat de IPactivité antifongique in vitro des bactéries endophytes et
rhizosphériques

Les souches bactériennes endophytes et rhizosphériques appartenant aux genres
Bacillus, Agrobacterium Chromobacterium Enterobacter Rhizobium Azotobacter et
Burkholderia ont été confrontées a 1’égard de trois champignons phytopathogénes (Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici et Botryospheria sp.) en
utilisant deux méthodes ; simultanée et tardive. Les pourcentages d'inhibition de la croissance
mycélienne (PGI %) ont été calculés aprés 7 jours d'incubation a 30°C.(Tableaux 02 et 03).

Les résultats indiquent que toutes les souches bactériennes antagonistes ont présenté
un spectre d’action antifongique contre les 3 champignons, avec des pourcentages
d’inhibition allant de 5% jusqu’a plus de 89% selon I’espéce bactérienne en comparaison avec
le témoin.

En effet, les 2 souches Agrobacterium sp.TC5 et Enterobacter sp. ZF3 se sont
révélées les plus efficaces contre les 3 éspeces fongiques en utilisant les deux méthodes de
confrontation avec des pourcentages tres elevés de 86,6% et 86% respectivement comparé au
témoin (P<5%). Les souches Enterobacter sp. KFR9 et Bacillus sp. ont présenté des taux
d'inhibition modérés, compris entre 40% a 55%. Ces souches ont montré une efficacité
moyennement significative pour inhiber la croissance des 3 champignons.

Cependant, la souche du genre Rhizobium XJ3 a montré une efficacité moins
importante a 1’égard des trois champignons étudiés avec des pourcentages d’inhibition qui
varient entre 16% a 41%.

Tableau 02:Taux d’inhibition des champignons phytopathogénes dans la méthode simultanée.

METHODE SIMULTANEE
Souches FOA G2 BT
antagonistes
Bacillus spp. TCR51 34,38% 17,33% 33,35%
PF43 43,13% 16,66% 36,84%
TC4 19,38% 43,33% 54,60%
TF6 48,13% 34% 42,10%
Enterobacter spp. KFR9 34,38% 49,33% 40,13%
TBR5 45,50% 31,33% 38,15%
ZF3 74,38% 86% 74,34%
Azotobacter sp. TF8 29,38% 40% 43,42%
Chromobacterium TF4 48,75% 44% 38,15%
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spp. KF2 58,13% 62,66% 50%
Burkholderia spp. TC3 26,25% 28,66% 36,18%
TC13 54,375% 41,33% 32,89%
Agrobacterium TC1 58,75% 51,31% 34,21%
spp. TC5 70% 76,66% 46,71%
Rhizobium sp. XJ3 41,88% 16% 27,36%

Tableau 03 : Taux d’inhibition des champignons phytopathogenes dans la méthode tardive

METHODE TARDIVE

Souches FOA G2 BT
antagonistes

Bacillus spp. TCR51 45% 44% 41,44%
PF43 20% 84% 42,76%

TC4 44,38% 42,66% 50%
TF6 66,88% 5,33% 42,76%
Enterobacter spp. KFR9 40% 52% 54,60%
TBR5 33,13% 38% 50,65%
ZF3 83,13% 76,66% 75,65%
Azotobacter sp. TF8 44,38% 89,33% 48,02%
Chromobacterium TF4 44,38% 22% 35,52%
spp. KF2 53,13% 51,33% 27,39%
Burkholderia spp. TC3 67,50% 66% 34,86%
TC13 49,38% 86% 38,15%
Agrobacterium TC1 68,13% 70 ,66% 43,42%
spp. TC5 86,25% 60% 49,34%
Rhizobium sp.. XJ3 26,88% 39,33% 40,78%

Parmi les espéces fongiques traitées, le champignon Fusarium oxysporum fsp.
lycopersici s’est révélé le plus sensible aux différentes souches bactétérennes dans les deux
méthodes de confrontation, avec un pourcentage d’inhibition le plus élevé obtenus pour ce

champignon qui atteint 89.66%. Suivi de Fusarium oxysporum fsp. albedinis puis

Botryospheria sp.
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Figure 06 : Analyse statistique des pourcentages d’inhibition de la croissance des

champignons par les bactéries antagonistes par les 2 méthodes Simultanée et tardive (SPSS)

Dans la méthode simultanée, les souches Enterobacter sp. ZF3, Agrobacterium sp.
TC5 et Chromobacterium sp. KF2 ont présenté les pourcentages d'inhibition les plus élevés
contre les champignons Fusarium oxysporum f.sp. albedinis (FOA) et Fusarium oxysporum
fsp.lycopersici (G2), atteignant respectivement 74,38%, 70% et 58,13% pour FOA.
Les souches bactériennes du genre Chromobacterium TF4 et Bacillus TF6 9nt manifesté des
taux d'inhibition moyens élevés. De 48,75% et 84,23% respectivement.

Cancernant la souche fongique G2, les antagonistes Chromobacterium sp. KF2,
Agrobacterium sp. TC5 et Enterobacter sp. ZF3 ont présenté les pourcentages d'inhibition les
plus élevés, respectivement 86%, 76,66% et 62,66% et moyennement élevé avec les souches
Agrobacterium sp.TC1 (58,75%), et Chromobacterium sp. TF4 (44%).

Pour le champignon Botryospheria sp., les souches Enterobacter sp. ZF3, Bacillus sp.
TC4 et Chromobacterium KF2, ont affiché les pourcentages d'inhibition les plus élevés,
atteignant respectivement 74,34% 54,60%, 50%. Les taux d'inhibition moyens on été observée
avec les souches Agrobacterium sp. TC5, Bacillus sp. PF43 et Burkholderia sp.TC3 qui
atteignent respectivement 46,76%, 36,84%, 36,18% d’inhibition.

Dans la méthode tardive, lors de I'évaluation de l'effet des souches bactériennes sur
le champignon Fusarium oxysporum fsp. albedinis, les résultats ont montré que I’espéce
Agrobacterium sp.TC5 a montré un pourcentage d'inhibition le plus élevé de 86,25%, suivi

par Entrobacter sp.ZF3 avec 83,13%. Les 2 souches Agrobacterium sp. TC1 et Burkholderia



Chapitre 111 Matériel et méthodes

sp.TC3 ont également présenté des pourcentages d'inhibition élevés, atteignant respectivement
68,13% et 67,50%. Parmi les souches bactériennes qui ont montrés des pourcentages
d’inhibition moyennement élevé, sont Bacilus spp. TCR51 et TF8 qui atteignent 45% et
44,38% respectivement (Figure08).

En effet, concernant I'effet des souches bactériennes sur le champignon Fusarium
oxysporum fsp. lycopersici, les résultats ont révélé que la souche Azotobacter sp.TF8 a montré
un effet inhibiteur le plus élevé, atteignant 89,33%. Les souches Burkholderia TC13 Bacillus
sp .PF43, Agrobacterium sp.Tc5 et Enterobacter sp.KFR9 ont également été efficaces avec
des pourcentages d'inhibition respectifs élevés e 86 % 84%, 60% et 52%.( Figure07).Les taux
d'inhibition moyens ont été observés par les souches Bacillus spp. KFR9 (52%), TCR51
(44%) et TC4 (42,66%).

Toutefois, pour le champignon Botryospheria sp, les 3 souches bactériennes
Enterobacter spp.ZF3 .KFR9, et TBR5 ainsi que Bacillus sp. TC4 ont montré les
pourcentages d'inhibition les plus élevés dont ZF3 avec 75,65% , KFR9 a atteint un
pourcentage d'inhibition de 54,60%, et TBR5 de 50,65 %. En outre TC4 a atteint une
inhibition de 50% .(Figure 09).

Les taux d'inhibition moyens ont été observées par certains souches appartenant au genre
Bacillus PF43, TCR51 et TC4 avec des pourcentages d’inhibition respectivement (42,76%),
(41,44%) et (50%)

Figure 07 : Résultats dantagonisme in vitro vis-a-vis de champignon F.o fsp lycopersici



Chapitre 111 Matériel et méthodes

Figure 08 : Résultats dantagonisme in vitro vis-a-vis de champignon F.o.f.sp albedinis

..
0 ’

Figure 09 : Résultats dantagonisme in vitro vis-a-vis de champignon Botryosphaeria sp.

-

L'analyse comparative des deux méthodes de confrontation révele que certaines
souches bactériennes se distinguent dans chaque approche. Globalement, les souches
bactériennes ont montré des pourcentages d'inhibition considérablement pertinent (P<5%)
dans la méthode tardive par rapport a la méthode simultanée.

Dans la méthode tardive les especes Bacillus sp.TF8 Enterobacter sp. ZF3 et
Agrobacterium spp. TC5 et TC1 sont efficaces contre les trois champignons, tandis que dans
la méthode simultanée, Agrobacterium sp. TC5 , Enterobacter sp. ZF3, Chromobacterium sp.
KF2 et Bacillus sp.TC4 ont des effets antifongiques éleves contre les trois champignons.

Cette efficacité importante peut étre dle au fait que dans la méthode tardive, les
bactéries ont eu plus de temps pour surmonter les mécanismes de défense des champignons et

exercer leur effet inhibiteur.

111.3. Résultats de I’antagonisme in situ des bactéries endophytes et rhizosphériques vis-
a-vis du champignon Botryospheria sp

Dans I'étude de la lutte biologique in vivo, nous avons évalué l'efficacité de cing
souches bactériennes, il sagit de I’espéce Enterobacter sp. ZF3 Agrobacterium sp.TC5
Chromobacterium sp.KF2 et Bacillus spp. PF43 et TCR51 sélectionnées a partir des résultats
de ’antagonisme in vitro présentant une potentialité antibactérienne et antifongique.

Ces souches bactériennes ont fait objet d’une confrontation sur des rachis de palmier

dattier vis-a-vis du champignon phytopathogéne Botryospheria sp.
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Figure 10 : Résultat d’antagonisme in situ vis-a-vis de champignon Botryospheria sp

Apres 21 jours, les résultats ont montré que la souche Enterobacter ZF3 a obtenu les
meilleurs résultats, en inhibant les nécroses jusqu’a 100% (absence totale de symptomes) se
traduisant par ’absence totale de nécroses sur les fragments de rachis traités en comparaison
avec le témoin positif qui a présenté 100% de nécroses au niveau du site d’inoculation et le
témoin négatif ne présentant aucun symptome.

La souche Agrobacterium sp. TC5 a également montré une forte inhibition réduisant les
nécroses avec un intervalle de 80% jusqu’a 100%. La souche Chromobacterium sp. KF2 a
montré une inhibition modérée de 50% a 80 %, tandis que les souches Bacillus spp. TCR51 et
PF43, ont montré des inhibitions relativement faibles de moins de 50 % respectivement.
(figurel10)

Les résultats obtenus lors des tests in situ des souches efficaces correspondent aux
résultats observés lors des tests in vitro. Cette potentialité suggere que les effets bénéfiques
des souches de bactéries observés in vitro se manifestent également dans des conditions
réelles in situ

Les souches Enterobacter sp. ZF3, Agrobacterium sp. TC5 et Chromobacterium
sp.KF2 méritent une attention particuliere pour de futures études et applications de lutte
biologique.

La variation des résultats obtenus est liée aux mécanismes d'action antifongiques
impliqués par les endophytes et rhizobactéries qui sont principalement, la compétition,

I'antibiose ainsi que le phénomeéne de parasitisme.
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Figure 11 : Résultats de test d’antagonisme in situ vis-a-vis le champignon Botryospheria
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sp.

I11.4. Résultats de la caractérisation des souches bactériennes

Afin de mettre en évidence la production de biofilm, de sidérophores et l'activité

enzymatique, nous avons sélectionné différents milieux spécifiques pour chaque activité,

contenant des substrats inducteurs appropriés.

111.4.1 Résultats de test de production de biofilm

Le virage de couleur des colonies bactériennes en noir indique la production de
biofilm, cependant, il est important de noter que I'absence de coloration noire des colonies ne
signifie pas nécessairement l'absence de biofilm. Cette réponse peut plutét indiquer une

variation dans les caractéristiques du biofilm forme par ces souches spécifiques (figure 11)

Les résultats obtenus aprés 9 jours mettent en évidence que parmi les souches testees,
trois d'entre elles ont provoque un résultat positif il s'agit de Bacillus sp. PF43 et Burkholderia

sp .TC3 et Enterobacter KFR9 indiquant la formation de biofilm. En revanche, aucune

transformation n'a été observée pour les autres souches (tableau 04).

KFR9/Test positif TC3/Test positif TC5/Test negatif

AL e

Figure 12: Résultats de test de production de biofilm.

Tableau 04: Résultats du test de biofilm

Souches | 1- | 2- 3- 4- | 5- 6- 7- | 8-
antagonistes | Tc5 | Tc3 | Pf43 | Kf2 | Zf3 | Ter51 | Tf6 | Kfr9

Xj3

10-
Tcl

Biofilm - + - - - - * *

111.4.2. Résultats de test de production de sidérophores
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Les résultats du test indiquent que parmi les souches testées, quatre ont démontré un
résultat positif appartenant au genre Bacillus TF6 et Agrobacterium TC1, TC5 et Rhizobium
XJ3 ce qui leur permet de chélater et d'utiliser le fer disponible dans le milieu (Tableau 05).

La capacité de produire les sidérophores par les bactéries se manifeste par un
changement de couleur du surnageant en orange apres l'ajout d'une solution de chlorure

ferriqgue a 2% apres 48h lorsque les sidérophores se lient au fer, cela peut entrainer un

Souches | 1- | 2- | 3- | 4 | 5 | 6 | 7- | 8 | 9- | 10-

antagonistes | Tc5 | Tc3 | Pf43 | Kf2 | Zf3 | Ters1 | Tf6 | Kfr9 Xj3 | Tcl
Sidérophore + - - - - - + _ +

changement de couleur du milieu (figure 12)

Tableau 05 : Résultats de test de production de sidérophores.

VA
w7’

Figure 13 : Résultats de test de production de sidérophores des bactéries testées

111.4.3. Criblage de I’activité enzymatique

Le criblage de D’activité enzymatique des souches bactériennes endophytes et
rhizosphériques a été effectué pour cinq enzymes a intérét de lutte biologique et qui a été
réalisé sur des milieux de culture solide.

111.4.3.1. Résultats de test de la protéase

Le résultat du test de protéase a été positif pour une seule souche Bacillus sp. PF43
parmi les souches testées sur la gélose nutritive additionnée de lait écrémé. Apres 48 heures
d'incubation, un halo clair autour de chaque spot de la bactérie a été observé (figure 13), ce
résultat indique que cette souche particuliére est capable de produire et de sécréter des

enzymes protéolytiques qui ont la capacité de dégrader les protéines présentes dans le lait



Chapitre 111 Matériel et méthodes

écrémé.
Cette activité protéolytique suggere que cette souche a un potentiel dans la lutte
biologique en dégradant les protéines des organismes pathogénes, limitant ainsi leur

croissance et leur impact.

Figure 14 : Test positif de protéase

111.4.3.2. Résultats de test cellulase

Les résultats de test cellulase ont révélé que parmi les souches testées, 5 souches :
Agrobacterium spp. TC5 TC1, Burkholderia sp.TC3 et Bacillus spp. KFR9 et TF6 ont
démontré la capacité de produire la cellulase aprés l'ajout de la solution rouge Congo
.(figurel14) .Lors de lI'observation des colonies, il a été constaté qu'elles étaient entourees d'une
zone claire. Ces résultats indiquent que ces souches sont capables de décomposer le
carboxymeéthylcellulose CMC, ce qui se manifeste par la formation de la zone claire autour
des colonies. La présence de cette zone claire est due a l'interaction de la solution rouge
Congo avec les produits de dégradation du CMC par les enzymes cellulases produites par ces

souches.

Cellulase-

Cellulase+
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Figure 15 : Résultats de test cellulase.

Tableau 06 : Résultats de test Cellulase des bactéries testées.

Souches 1- 2- 3- 4- 5- 6- 7- 8- 9- | 10-
antagonistes | Tc5 | Tc3 | Pf43 | Kf2 | Zf3 | Ter51 | Tf6 | Kfr9 | Xj3 | Tcl
Cellulase + + - - - - + + Noir +

111.4.3.3. Resultats de test pectinase

Les résultats du test de pectinase ont révélé que trois souches ont donné une réaction

positive (figure 15). Il sagit des souches TC5, TF6 et PF43 appartenant aux genres

Agrobacterium et Bacillus respectivement.

Ces souches ont montré la formation d’un halo clair autour des spots aprés inondation

des colonies avec une solution d’acétate de cuivre. La présence d’un halo clair suggere que les

enzymes pectinases produites par ces souches sont capables de dégrader la pectine présente

dans le milieu.

Figure 16 : Résultats de test pectinase.

Tableau 07 : Résultats de test pectinase des bactéries testée

Souches 1- 2- 3- 4- 5- 6- 7-
antagonistes | Tc5 | Tc3 | Pf43 | Kf2 | Zf3 | Tcr51 | Tf6

Kfr9

Xj3

10-
Tcl

Péctinase + - + - - - +
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111.4.3.4. Résultats de test amylase

La présence d'une zone de dégradation claire ou d'un halo autour des colonies
bactériennes sur le milieu contenant de I'amidon indique une réaction positive de lI'amylase.
Les résultats du test d'amylase ont révélé que les cing souches Agrobacterium spp. TC1, TC5,
Bacillus spp. PF43, TF6 et Chromobacterium KF2 ont donné un résultat positif (figure 16) .
Ces souches produisent I'enzyme amylase, qui est capable de dégrader I'amidon. Ce résultat
indique que ces cing souches bactériennes ont le potentiel d'étre utilisées dans la lutte
biologique.

Amylase+

.’:> |

Amylase+

Figure 17 : Résultats de test amylase.

Tableau 08 : Résultas de test amylase des bactéries testées

Souches | 1- | 2- | 3- | 4 | 5 | 6 | 7- | 8 | 9- | 10-

antagonistes | Tc5 | Tc3 | Pf43 | Kf2 | Zf3 | Ter51 | Tf6 | Kfr9 | Xj3 | Tcl
Amylase + - + +t - - -

111.4.3.5. Resultats de test chitinase

La croissance des colonies dans le milieu gélosé a base de chitine indique la capacité
de production d’enzymes chitinases par les bactéries (figurel7). D’aprés les résultats obtenus,
toutes les souches testées ont montré la capacité de dégrader la chitine, car il y a eu une
croissance bactérienne dans toutes les boites ensemencées.

Etant donné que la chitine était la seule source présente dans le milieu, cela suggére
que les souches ont été capables d'utiliser la chitine comme substrat pour leur croissance.
La capacité des souches a dégrader la chitine indique la présence des enzymes chitinases qui

peuvent couper la chitine en unités plus petites.
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Figure 18 : Résultats de test de Chitinase.
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IV : DISCUSSION

Dans cette étude, notre objectif était d'évaluer I’efficacité de différentes souches
bactériennes endophytes et rhizosphériques non fluorescentes dans la lutte biologique
principalement & Gram-négatif appartenant aux genres Agrobacterium, Chromobacterium,
Enterobacter, Burkholderia et Rhizobium et Azotobacter ainsi que le genre Bacillus & Gram
positif.

Le pouvoir d’antagonisme in vitro de ces bactéries a été étudié a I’égard des deux
bactéries phytopathogenes, a savoir Agrobacterium tumefaciens C58 et Erwinia amylovora,
EMEA ainsi que trois champignons Fusarium oxysporum fsp. albedinis FOA et Fusarium
oxysporum fsp. lycopersici G2 et Botryospheria sp. BT

Les résultats de I’activité antibactérienne in vitro montrent que parmi les souches
étudiees, les rhizobactéries du genre, Agrobacterium, Chromobacterium et Bacillus ont été
particuliéerement efficaces dans [linhibition de la croissance des bactéries pathogenes
E.amylovora et A.tumefaciens. La taille des zones d'inhibition variait de 1mm a 12,5 mm. Nos
résultats sont en accord avec plusieurs études montrant le potentiel des endophytes bactériens
et rhizobactéries comme agents de lutte biologique contre les maladies des plantes (Ben
selama et al.,2021).

En effet, les maladies bactériennes causées par Erwinia amylovora et Agrobacterium
tumefaciens causent des dommages significatifs aux plantes. L’espece Erwinia
amylovora, responsable de la maladie du feu bactérien de nombreuses Rosaceae, est classée
parmi les agents pathogénes bactériens les plus destructeurs, provoquant la nécrose rapide des
tissus végétaux des arbres fruitiers a pépins (Tafifet et al.,2020 ; Benjam, 2021). D’autre
part, la pathogénicité de Agrobacterium tumefaciens repose sur le transfert I'ADN-T de son
plasmide, ce qui induit la formation de tumeurs chez les cellules végétales hotes. Ces
bactérioses induisent a des pertes économiques importantes, en particulier chez les plantes
appartenant aux familles Vitaceae et Rosacées (Gonzalez Mula, 2017; Jailani et al.,2022).

Des résultats proches a la présente étude ont été approuves dans une initiale recherche
réalisée par Malik et al. (2021) ayant démontré l'efficacité de la souche Agrobacterium
radiobacter K84 dans le contrdle de la galle du collet causée par A. tumefaciens. De plus,
Kohl et al.,(2019) ont montré l'effet antibactérien des souches de Bacillus, notamment contre
Agrobacterium tumefaciens et Erwinia carotovora. Ces résultats concordent avec ceux
obtenus dans notre étude. De méme, Tafifet et al., (2020) ont observé linhibition de la

croissance d'E. amylovora in vitro par des souches antagonistes de Bacillus, avec des zones



d'inhibition allant de 18 mm a 53 mm.

Ainsi, les constatations de notre étude sont en accord avec ces travaux précédents,
renforcant l'importance des souches de Bacillus spp. et Agrobacterium spp. dans le controle
des pathogénes.

Concernant l'activité antifongique vis-a-vis les trois champignons étudiés, les résultats
montrent que les souches bactériennes d'Agrobacterium sp., Enterobacter sp., Burkholderia
sp. et Bacillus sp. se sont révelées particulierement efficaces en montrant une efficacite
élevée de 50% a plus de 85% .

En effet, ces pathogénes fongiques des plantes pourraient étre responsables de la
destruction massive du rendement des cultures.

Les especes pathogénes de Fusarium spp . d'origine trellurique représentent l'une des
maladies les plus destructives affectant les cultures végetales {Ben Selama et al.,2021). Ces
mycoses provoquent des symptomes de flétrissement vasculaire et de pourriture des racines et
des tissus corticaux chez les plantes infectées. Notamment, F. oxysporum fsp.
lycopersici spécifique a la pourriture de tomate et F. oxysporum fsp. albidinis responsable de
la maladie du bayoud chez le palmier dattier (Lecomte et Edel hermann, 2018;
planchon,2018).

Le genre Botryospheria est connu pour sa diversité d'hotes, Il constitue une menace
économique pour les agriculteurs, entrainant des pertes de rendement. Les symptomes
caractéristiques des maladies causées par ce genre comprennent la formation de chancres, le
déperissement, la nécrose du bois, la pourriture des fruits, ainsi que d'autres manifestations.
En outre, la bactérie Botryospheria sp. joue un role important en tant qu'agent pathogéne de la
vigne (Kermia,2016 ,Blundell et al.,2021 ).

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Boulahouat et al.,(2022), qui ont
¢galement montré I’efficacité de l'utilisation des endophytes et des rhizobactéries du genre
Bacillus isolées a partir de palmiers dattiers pour le biocontréle de Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis en Algérie.

Les résultats de notre étude concordent avec les résultats de Jha et al., (2011), qui ont
également observé une activité fongicide de la souche Enterobacter BNM 0357 contre
Fusarium solani, espéce du méme genre étudié. Ces observations renforcent l'idée que cette
souche spécifique d'Enterobacter peut étre prometteuse en tant qu'agent de lutte biologique
efficace contre les champignons pathogenes.

Lors des tests antifongiques in vivo sur les rachis du palmier dattier, les souches des

genres Enterobacter, Agrobacterium et Chromobacterium ont démontré leur efficacité en



réduisant les nécroses de moins de 50 % jusqu’a 100% comparé avec le témoin positif qui
présente 100% de nécrose provoquée par le champignon Botryospheria sp.

Une étude similaire menée par Bustamante et al. (2022) a montré la capacité
d'inhibition de la croissance de Botryospheria sp. Responsable des maladies du tronc de la
vigne par les bactéries endophytes notamment Bacillus velezensis, Pseudomonas spp. Serratia
et plymuthica.

Ces résultats soulignent l'importance de sélectionner les isolats bactériens appropriés
qui présentent des effets antifongiques plus élevés et que ceux-ci pourraient étre exploités en
traitant les vignes avec des inoculants bactériens vivants et/ou leurs métabolites secondaires.

Afin de garantir l'efficacité du biocontrdle, il est essentiel d'identifier les vulnérabilités
dans le cycle de vie des agents pathogénes et de les cibler de maniere a perturber le cycle de la
maladie. Cette approche a été soulignée dans une étude récente menée par Lahlali et al.,
(2022). Différents méecanismes peuvent étre utilisés par les bactéries endophytes et PGPR
pour supprimer les agents phytopathogénes, notamment I’antibiose, la synthése d’enzymes
hydrolytiques, la compétition médiee par les sidérophores pour Fe3+, le développement d’une
résistance systémique induite .et la compétition pour les nutriments et les niches avec les
phytopathogenes (Buragonni, 2021).

Les tests de potentialité biochimiques ont permis d'identifier quatre souches parmi les
dix souches évaluées, a savoir Agrobacterium spp. TC1 et TC5, Rhizobium sp. XJ3 et Bacillus
sp. Tf6, qui ont démontré des résultats positifs, lors du test de production de sidérophores. Ces
résultats soulignent l'importance cruciale de ces souches dans les résultats significatives
d'antagonisme, mettant en évidence leur role clé dans la lutte contre les agents pathogeénes.

L’étude menée par (Amjad, 2023) apporte une contribution significative a notre

comprehension de l'importance des sidérophores dans la suppression des maladies. Les
sidérophores permettent la séquestration du fer dans le milieu, le rendant ainsi indisponible
pour les agents pathogénes. Cette compétition pour le fer est un mécanisme clé utilisé par les
agents de lutte biologique.
Les chercheurs Yu et al.,(2011) ont découvert que la souche bactérienne B.subtilis CASI5
produit des sidérophores de type catécholate (Bacillibactine), qui a agissent sur la croissance
de 15 champignons phytopathogenes des genres Phytophtora et fusarium ralentissement leur
croissance jusqu'a 94 %.

Les résultats de test de production de biofilm révélent que 3 souches des genres
Rhizobium Bacillus et Burkholderia sont capables de former des biofilms.

L’¢étude réalisée par Malik et al.,(2021) indique que la formation de biofilm entraine une



réduction de la colonisation de I'agent pathogéne par I'occupation physique du site en formant
des assemblages multicellulaires complexes.

Nous avons testé la capacité de production des enzymes hydrolytiques responsables de
la perforation, la modification et de la dégradation de la structure de la paroi cellulaire
microbienne.

Les résultats ont révélé pour la chitinase toutes les souches ont manifestés un résultat
positif ce qui Suggere que cette enzyme est responsable de la potentialité antifongique
observée.

Ce résultat est en corrcondance avec celui de Mercado et Lugtenberg, (2014)
qui confirme I’effet de la chitinase comme principale enzyme responsable de la dégradation
de la paroi cellulaire fongique et plusieurs exemples d'endophytes chitinolytiques qui
protegent contre les maladies des plantes sont connus.

Dans une étude similaire des especes endophytes et rhizosphérique du genre Bacillus,
produisent des chitinases qui ciblent l'agent pathogéne Botrytis cinerea et Rhizoctonia sp.
Agents de pourriture sur les plantes (Mercado et Lugtenberg, 2014).

Les résultats des autres enzymes ont revelé que la souche Bacillus sp. PF43 a montré

une activité protéasique positive. De plus, Bacillus spp. KFR9, TF6, Agrobacterium spp. TC1
et TC5 ont été positifs pour la pectinase, tandis que Agrobacterium sp. TC5, Burkholderia
TC3 et Bacillus spp. LFR9 et TF6 ont montré une activité positive pour la cellulase. Enfin,
Bacillus spp. TF6 et PF43, ainsi que Agrobacterium spp.TC5 et TC1, ont démontré une
activité positive pour lI'amylase.
Dans une étude similaire de production des enzymes lytiques, Ben selama et .,(2019 ) ont
demontré que plusieurs bactéries endophytes dont le genre Bacillus et Serratia étaient
capables de produire des enzymes telles que la protéase, la gélatinase, la chitinase, la
cellulase, I'amylase, la pectinase .

Au niveau moléculaire, il est intéressant de noter que 1’espéce antagoniste Enterobacter
sp. Possede le géne ubiC, qui est responsable de la production d'une enzyme capable de
convertir le chorismate en 4-hydroxybenzoate et pyruvate. Cette conversion est significative
car le 4-hydroxybenzoate est connu pour avoir une activité antimicrobienne (jha et al.,2012)

Des études antérieures ont confirmé que la forte activité antibactérienne des souches de
Bacillus (B. subtilis, B. amyloliquefaciens) est associée a la présence des genes codant pour
les lipopeptides de surfactine et de fengycine qui ont démontré une activité inhibitrice contre
divers pathogénes bactériens tels que Ralstonia solanacearum, Erwinia amylovora,

Pseudomonas syringae pv. syringae, Xanthomonas arboricola et Agrobacterium tumefaciens



(Mora et al., 2015).

L'effet des agents pathogenes sur l'efficacité du biocontrdle est un facteur crucial a
considérer lors du choix des stratégies de lutte. La variabilité génétique et la diversité
écologique des agents pathogénes les rendent uniques dans leur interaction avec les
antagonistes. La durabilité de l'efficacité phytosanitaire dépend de la pression de sélection
exercée sur les populations de phytopathogénes et de la capacité d'adaptation des pathogénes
aux stratégies de contrdle.(Bustamante et al.,2022)
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Conclusion et perspectives

Ce travail a ét¢é mené dans le cadre de I'étude de I ‘activité antimicrobienne des
bactéries endophytes et rhizosphériques appartenant aux genres Agrobacterium,
Chromobacterium, Enterobacter, Burkholderia , Rhizobium ,Azotobacter et Bacillus.

Les résultats de I’effet antibactérien ont montré une capacité d'inhibition de la
croissance des bactéries pathogenes E. amylovora EMEA et A. tumefaciens C58 observée par
le genre Agrobacterium avec des zones d'inhibition allant jusqu'a 12,5 mm. De plus, une
capacité d'inhibition des champignons phytopathogenes a été bien démontrée par les genres
Agrobacterium, Enterobacter, et Bacillus atteignant des pourcentages d'inhibition atteignant
jusqu'a 89,6% a L'essai in situ sur les rachis a confirmé I'efficacité de ces souches contre le
champignon Botryospheria sp. Avec une réduction des nécroses allant de moins de 50% a
100%.

En outre, des tests de potentialité renforcent l'idée de la suppression de la croissance
et de la propagation des agents phytopathogenes par le biais de mécanismes tels que la
production d’enzymes hydrolytiques, de sidérophores et la formation de biofilm.

Plusieurs souches ont montré des résultats positifs dans différents tests spécifiques. Les
souches les plus prometteuses, telles que Bacillus sp. TF6 et Agrobacterium sp. TC5, ont
montre des performances positives dans plusieurs tests,

En tant que microorganismes bénéfiques présents a l'intérieur des tissus végétaux
ou dans la zone environnante des racines, ces bactéries jouent un réle important dans la
protection des plantes contre les maladies. Leur présence favorise une meilleure croissance
des plantes, renforce leur systéme immunitaire et inhibe la croissance des agents pathogeénes.

Cette efficacité laisse entrevoir la possibilité d'utiliser ces microorganismes dans la
lutte biologique contre les microorganismes phytopathogeénes.

A travers ces résultats nous pouvons conclure que lI'importance de la plante palmier
dattier est due a une relation complémentaire entre la composition chimique de la plante et sa
microflore.

Ces résultats ouvrent la voie a de futures recherches et applications dans le domaine de
la lutte biologique.

Pour renforcer l'utilisation des souches bactériennes seélectionnées dans la lutte
biologique,  plusieurs  perspectives de recherche peuvent étre  envisagées :

- Identification moléculaire et séquencage des souches antagonistes.
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- Etudes sur les mécanismes d'action : interactions moléculaires et biochimiques.

- Optimisation des conditions d'application : concentration et environnement.

- Réalisation des tests d’antagonisme in vitro et in situ sur d'autres agents pathogénes
bactériens et fongiques.

- FEtudes de formulation et dapplication sur le terrain : stabilité et efficacité
- Etudes de résistance et de durabilité : évaluer la résistance des agents pathogeénes aux
souches bactériennes antagonistes.

-Etudes sur limpact environnemental : évaluer l'impact des souches bactériennes
utilisées en lutte biologique sur I'environnement, notamment en termes de biodiversité

et d'écosystemes.
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Annexe 01 : Solutions
Solution de chlorure de sodium (NaCl) 1M
Chlorure de SOdiUM........cccoiiiiriiiieece e e 58,449

Eau distillée

Annexe 02 : Milieux pour les tests enzymatiques

Milieu gélose a amidon 1%

GEl0SE NULFIEIVE. ..o 1000ml
AMIAON. ..t e 10g

Milieu pectine agar

PECTINE. ...t e 5¢
EXtrait de [eVure. ... 59
AN 209
EaU GSEIIEE. ... 1000ml

00 Milieu gelosé a 0 ,5% de CMC

GEl0SE NUETTEIVE. ..o 1000ml
CMU .. et 59
Milieu pour les enzymes protéolytiques

GEloSe NULTIEIVE ....oovtit i e 1000 ml
Solutionde lait écréme ... (7%)

Milieu a base de chitine

Annexe 03 : Milieux pour purification, confrontation

KingB

PePLONe ... 20g
Glycrol... ..o 10ml
Phosphate dipotassique.............cooeviiiiiiiiiinninn... 1.5g
Magnésium sulfate.............c.ocooiiiiiiiiiiiiiiin. 1.5¢

AQAr ..o e 100
Bau distillée. ... i 1000ml
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Potato dextrose agar (PDA)

PDA dhésydratée...........cccooviiiiiiiiiiiii e, 399
Eaudistillee ............coooiiiii 1000ml
1000ml

LB

Milieu LB

Bactotryptone ...........coceiiiiiiii 10g
Extraidelevure ... 5g
NaCl . 5¢g
AGAI ..o e 15g
Eaudistillée ...........ooooiiiii 1000ml

Annexe 04: Les indicateurs colorés

00 Rouge Congo a 0.1%

ROUQE CONGO ..o 0.1g
Eau distillé .........ccooviiiie 100ml
00 Acétate de cuivre a 0,7%

Acetate de CUIVIE.......ccceevevieeiece e 7,59
Eau distillée..........ooovvviicicece e 1000ml

- Dissoudre 7,5g de I’acétate de cuivre dans un petite volume d’eau distillée puis

compléter

le volume jusqu’a 100ml
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Annexe 05 : appareillage

Autoclave Etuve

Agitateur

Spectrophotometre

Agitatsur incubat=ur Microonds |
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Annexe 06 : Matériel non biologique

X/
°e

X/
o

>

X/
*

L)

X/ X/ X/ X/ X/ X/ X/ X/ X/
L X X R X SR X R X I IR X S X I X4

Bec bunsen.
Anse de platine.
Micropipette.
Pipette pasteur.
Boite de Petri.
Tube a essai.
Pince.

Bécher.

Lame et lamelle en verre.
Portoire
Bistouri

scalpel

Annexe 07: tableaux et statistiques

Souche pathogene EMEA Souche pathogene C58
Souches Moyenne de Souches Moyenne de zone
antagonistes zone d’inhibition antagonistes d’inhibition
TCR51 10,5 TCR51 0
PF43 8,5 PF43 0
TC4 0 TC4 0
TF6 0 TF6 0
KFR9 0 KFR9 0
TBR5 0 TBR5 0
ZF3 0 ZF3 0
TF8 0 TF8 0
TF4 0 TF4 0
KF2 0 KF2 0
TC3 3 TC3 0
TC13 0 TC13 0
TC1 0 TC1 0
TC5 12,5 TC5 11,5
XJ3 10 XJ3 11,5
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Statistiques de groupe

champignon phytopathogéne

N

Moyenne

Ecart-type

Erreur standard

moyenne
FOA TCR51 Inhibition %  Tardive 2,00 44,88 1,59 1,13
Simultanée 2,00 34,38 2,65 1,88

PF43 Inhibition %  Tardive 2,00 20,00 15,56 11,00
Simultanée 2,00 43,13 0,88 0,62

TC4 Inhibition %  Tardive 2,00 44,50 2,12 1,50
Simultanée 2,00 19,38 16,79 11,88

TF6 Inhibition %  Tardive 2,00 67,00 2,83 2,00
Simultanée 2,00 48,13 2,65 1,88

KFR9 Inhibition %  Tardive 2,00 40,00 0,00 0,00
Simultanée 2,00 34,38 0,88 0,63

TBR5 Inhibition %  Tardive 2,00 33,00 2,83 2,00
Simultanée 2,00 47,50 1,77 1,25

ZF3 Inhibition %  Tardive 2,00 83,50 7,78 5,50
Simultanée 2,00 74,38 20,33 14,38

TF8 Inhibition %  Tardive 2,00 50,50 21,92 15,50
Simultanée 2,00 29,38 2,65 1,88

TF4 Inhibition %  Tardive 2,00 44,50 6,36 4,50
Simultanée 2,00 48,75 10,61 7,50

KF2 Inhibition %  Tardive 2,00 53,50 14,85 10,50
Simultanée 2,00 58,13 2,65 1,88

TC3 Inhibition %  Tardive 2,00 67,50 23,33 16,50
Simultanée 2,00 26,25 1,77 1,25

TC13 Inhibition %  Tardive 2,00 49,50 0,71 0,50
Simultanée 2,00 54,38 34,47 24,38

TC1 Inhibition %  Tardive 2,00 68,00 16,97 12,00
Simultanée 2,00 58,75 0,00 0,00

TC5 Inhibition %  Tardive 2,00 86,50 10,61 7,50
Simultanée 2,00 70,00 21,21 15,00

XJ3 Inhibition %  Tardive 2,00 26,50 6,36 4,50
Simultanée 2,00 41,88 20,33 14,38

G2 TCR51 Inhibition %  Tardive 2,00 44,00 24,51 17,33
Simultanée 2,00 17,33 0,00 0,00

PF43 Inhibition %  Tardive 2,00 84,00 3,77 2,67
Simultanée 2,00 16,67 8,49 6,00

TC4 Inhibition %  Tardive 2,00 42.67 1,89 1,33
Simultanée 2,00 43,33 10,37 7,33




BT

TF6

KFR9

TBR5

ZF3

TF8

TF4

KF2

TC3

TC13

TC1

TCS

XJ3

TCR51

PF43

TC4
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Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Tardive
Simultanée
Tardive
Simultanée
Tardive
Simultanée
Tardive
Simultanée
Tardive
Simultanée
Tardive
Simultanée
Tardive
Simultanée
Tardive
Simultanée
Tardive
Simultanée
Tardive
Simultanée
Tardive
Simultanée
Tardive
Simultanée
Tardive
Simultanée
Tardive
Simultanée

Tardive

2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00

53,33
34,00
45,33
49,33
38,00
31,33
76,67
86,00
89,33
40,00
22,00
44,00
51,33
62,67
66,00
28,67
86,00
41,33
70,67
52,00
60,00
76,67
52,67
16,00
41,45
33,55
42,76
36,84
50,00

3,77
2,83
13,20
30,17
2,83
0,94
12,26
8,49
0,00
5,66
16,03
1,89
8,49
11,31
17,91
2,83
2,83
7,54
5,66
3,77
9,43
4,71
31,11
9,43
4,65
0,93
2,79
5,58

2,67
2,00
9,33
21,33
2,00
0,67
8,67
6,00
0,00
4,00
11,33
1,33
6,00
8,00
12,67
2,00
2,00
5,33
4,00
2,67
6,67
3,33
22,00
6,67
3,29
0,66
1,97
3,95
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NOVA a 1 facteur
Inhibition %
Moyenne
Somme des
méthode des carrés | ddl | carrés F Signification
Tardive FOA Inter- 10513,979| 14 750,999 5,487 ,001
groupes
Intra- 2053,031| 15 136,869
groupes
Total 12567,010| 29
G2 Inter- 10782,578| 14 770,184 4,260 ,004
groupes
Intra- 2712,000{ 15 180,800
groupes
Total 13494,578| 29
BT Inter- 2812,442| 14 200,889| 13,286 ,000
groupes
Intra- 226,801| 15 15,120
groupes
Total 3039,243| 29
Simultanée FOA Inter- 6891,979| 14 492,284 2,550 ,041
groupes
Intra- 2895,313| 15 193,021
groupes
Total 9787,292| 29
G2 Inter- 12009,719| 14 857,837 8,441 ,000
groupes
Intra- 1524,444| 15 101,630
groupes
Total 13534,163| 29
BT Inter- 3615,766| 14 258,269| 10,218 ,000
groupes
Intra- 379,155| 15 25,277
groupes
Total 3994,922| 29




Test d'échantillons indépendants

Test de Levene sur

I'égalité des Test-t pour égalité des moyennes
. variances
champignon phytopathogene . Intervalle de confiance 95% de la
F Sig ¢ ddl Sig. Différence | Différence différence
' (bilatéral e) moyenne écart-type o .
Inférieure Superieure
FOA TCR51 Inhibition %  Hypothése de 4,80 | 2,00 0,04 10,50 2,19 1,09 19,91
variances égales
Hypothése de 4,80 | 1,64 0,06 10,50 2,19 -1,22 22,22
variances inégales
3 Inhibition %  Hypothése de -2,10 | 2,00 0,17 -23,13 11,02 -70,53 24,28
variances égales
Hypothése de -2,10 | 1,01 0,28 -23,13 11,02 -161,01 114,76
variances inégales
TC4 Inhibition %  Hypothése de 2,10 | 2,00 0,17 25,13 11,97 -26,38 76,63
variances égales
Hypothése de 2,10 1,03 0,28 25,13 11,97 -116,29 166,54
variances inégales
Inhibition %  Hypothése de 6,89 | 2,00 0,02 18,88 2,74 7,08 30,67
variances égales
Hypothése de 6,89 1,99 18,88 2,74 7,03 30,72
variances inégales




%

KFR9 Inhibition %

Inhibition %

ZF3 Inhibition %
TF8 Inhibition %
TF4 Inhibition %
KF2 Inhibition %

Hypothése de
variances égales

Hypothése de
variances inégales

Hypothése de
variances égales

Hypothése de
variances inégales

Hypothése de
variances égales

Hypothése de
variances inégales

Hypothése de
variances égales

Hypothése de
variances inégales

Hypothése de
variances égales

Hypothése de
variances inégales

Hypothése de
variances égales

Hypothése de
variances inégales

9,00

9,00

-6,15

-6,15

0,59

0,59

1,35

1,35

-0,49

-0,49

-0,43

-0,43

2,00

1,00

2,00

1,68

2,00

1,29

2,00

1,03

2,00

1,64

2,00

1,06

0,01

0,07

0,03

0,04

0,61

0,64

0,31

0,40

0,68

0,68

0,71

0,74

5,63

5,63

-14,50

-14,50

9,13

9,13

21,13

21,13

-4,25

-4,25

-4,63

-4,63

0,63

0,63

2,36

2,36

15,39

15,39

15,61

15,61

8,75

8,75

10,67

10,67

2,94

-2,32

-24,65

-26,76

-57,10

-108,36

-46,05

-164,41

-41,88

-51,11

-50,52

-122,40

8,31

13,57

-4,35

-2,24

75,35

126,61

88,30

206,66

33,38

42,61

41,27

113,15




G2

TC3

TC13

TC1

TCS

XJ3

TCR51

%

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Inhibition %

Hypothése de
variances égales

Hypothése de
variances inégales

Hypothése de
variances égales

Hypothése de
variances inégales

Hypothése de
variances égales

Hypothése de
variances inégales

Hypothése de
variances égales

Hypothése de
variances inégales

Hypothése de
variances égales

Hypothése de
variances inégales

Hypothése de
variances égales

Hypothése de
variances inégales

2,49

2,49

-0,20

-0,20

0,77

0,77

0,98

0,98

-1,02

-1,02

1,54

1,54

2,00

1,01

2,00

1,00

2,00

1,00

2,00

1,47

2,00

1,19

2,00

1,00

0,13

0,24

0,86

0,87

0,52

0,58

0,43

0,46

0,41

0,47

0,26

0,37

41,25

41,25

-4,88

-4,88

9,25

9,25

16,50

16,50

-15,38

-15,38

26,67

26,67

16,55

16,55

24,38

24,38

12,00

12,00

16,77

16,77

15,06

15,06

17,33

17,33

-29,95

-163,45

-109,77

-314,04

-42,38

-143,22

-55,66

-87,28

-80,19

-146,86

-47,91

-193,57

112,45

245,95

100,02

304,29

60,88

161,72

88,66

120,28

49,44

116,11

101,25

246,91




%

Inhibition %  Hypothése de 10,25 | 2,00 0,01 67,33 6,57 39,08 95,58
variances égales
Hypothése de 10,25 | 1,38 0,03 67,33 6,57 22,65 112,02
variances inégales

TC4 Inhibition %




ANNEXE

Résultats d’inhibition des nécroses in vivo vis-a-vis du champignon Brotryospheria

Souche/Répétition Résultat Souche/Répétition Reésultat
1-ZF3 - 11-ZF3 +
2-ZF3 + 12-ZF3 -
3-ZF3 - 13-ZF3 -
4-7F3 + 14-ZF3 ]
5-ZF3 + 15-ZF3 +
6-ZF3 + 16-ZF3 -
7-ZF3 - 17-ZF3 -
8-ZF3 - 18-ZF3 -
9-ZF3 - 19-ZF3 +
10-ZF3 - 20-ZF3 -

Souche/Répétition Reésultat Souche/Répétition Résultat
1-KF2 + 11-KF2 +
2-KF2 + 12-KF2 +
3-KF2 - 13-KF2 -
4-KF2 + 14-KF2 -
5-KF2 + 15-KF2 +
6-KF2 - 16-KF2 +
7-KF2 + 17-KF2 -
8-KF2 - 18-KF2 -
9-KF2 + 19-KF2 +

10-KF2 - 20-KF2 +

Souche/Répétition Reésultat Souche/Répétition Résultat
1-TC5 + 11-TC5 +
2-TC5 + 12-TC5 +
3-TC5 - 13-TC5 -
4-TC5 + 14-TC5 -
5-TC5 + 15-TC5 +
6-TC5 - 16-TC5 +
7-TC5 + 17-TC5 -
8-TC5 - 18-TC5 -
9-TC5 + 19-TCh +

10-TC5 - 20-TC5 +

Souche/Répétition Résultat Souche/Répétition Résultat

1-TCR51 ++ 11-TCR51 +
2-TCR51 - 12-TCR51 +
3-TCR51 + 13-TCR51 -
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4-TCR51

14-TCR51

++ +
5-TCR51 + 15-TCR51 +
6-TCR51 - 16-TCR51 +
7-TCR51 + 17-TCR51 -
8-TCR51 - 18-TCR51 -
9-TCR51 ++ 19-TCR51 +
10-TCR51 - 20-TCR51 +

Souche/Répétition Résultat Souche/Répétition Résultat
1-PF43 ++ 11-PF43 +
2-PF43 + 12-PF43 +
3-PF43 + 13-PF43 -
4-PF43 ++ 14-PF43 -
5-PF43 + 15-PF43 +
6-PF43 + 16-PF43 -
7-PF43 - 17-PF43 +
8-PF43 - 18-PF43 -
9-PF43 ++ 19-PF43 +
10-PF43 + 20-PF43 -

Témoin +/Répétition Reésultat Témoin +/Répétition Résultat

1 ++ 11 +++
2 +++ 12 +++
3 +++ 13 +
4 e+ 14 ++
5 4+ 15 +++
6 ++ 16 ++
7 + 17 ++
8 ++ 18 +++
9 ++ 19 +++
10 +++ 20 4

Témoin -/Répétition Résultat Témoin +/Répétition Résultat

1 - 11 -
2 - 12 -
3 - 13 -
4 - 14 -
5 - 15 -
6 - 16 -
7 - 17 -
8 - 18 -
9 - 19 -
10 - 20 -
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