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Introduction



1- Introduction

La tomate est considérée parmi les plantes les plus importantes, sur le plan nutritive et
économique, a travers le monde (Shankara et al., 2005; Ajilogba et al., 2013; AbdAlla et al.,
2014). En effet, elle posséde des propriétés phytochimiques bénéfiques a la santé humaine
telles que la diminution de la valeur calorique et 1’absence totale du cholestérol (Ajilogba et
al., 2013). En outre, la tomate est riche en lycopéne, en phosphore, en potassium, en
vitamines (A, B, C et E) et également en fibres alimentaire (Jones, 1999 ; Rajkumar et al,
2007; Chawla, 2008; Mennouche et al., 2013; Ajilogba et al., 2013). La tomate posséde
d’autres virtus, entre autres, son efficacité dans la prévention des cancers du sein et de la
prostate (Chawla, 2008; Mennouche et al., 2013; Ajilogba et al., 2013).

En 2012, la production mondiale de la tomate s’est élevée a environ 133 millions de tonnes.
Les principaux pays producteurs sont la Chine, les USA, I’Inde, la Turquie, I’Egypte, 1’Italie,
I’Iran, le Brésil et I’Espagne. Selon Boubidi, (2015), la production mondiale de tomates
progresse régulierement passant de 64 millions de tonnes en 1988 a plus de 100 millions.

En Algérie, la tomate occupe la seconde place des légumes aprés la pomme de terre, et elle est
disponible durant toutes les saisons, grace a la culture en serre et principalement dans le
Sahara (Bouayad, 2015). Environ 12173 hectares de la tomate sont cultivés, ce qui représente
environ 57.36% de la surface agricole globale en Algérie (Snoussi, 2009).

Malgré son importance nutritive et économique, il y’a un manque accru dans la production
de la tomate. Ceci est dd, essentiellement, aux agents phytopathogenes, qui causent des
maladies plus ou moins graves sur cette plante (Balanchard, 1992). L'Alternaroise figure
parmi les maladies fongiques les plus importantes de la tomate, provoquant, en effet, des
pertes économiques considérables en rendement (Fontem et al., 2008; Alhussaen, 2012).
Alternaria alternata est un des agents causaux de 1’Alternariose, une maladie dangereuse de
la tomate ainsi que de la pomme de terre (Agrios, 1997; Abbo et al., 2012; AbdAlla et al.,
2014).

La lutte chimique utilisée actuellement est certes efficace sur un grand nombre de ce
phytopathogéne mais son utilisation répétitive et massive a induit notamment une pollution

environnementale et un risque sur la santé humaine, en plus de I’apparition de souches
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pathogeénes résistantes (Berg, 2009; Oliveira et al., 2010; Gilbert et Haber, 2013; Rocha et al.,
2014). De ce fait, il a été constaté que 1’utilisation de méthodes alternatives respectueuses de
I’environnement devient une nécessité. En effet, l'utilisation des antagonistes bactériens tels
que les Bacillus, les Pseudomonas et les Streptomyces comme des agents de biocontréle est
considérée une des plus raisonnables pratiques planifiée dans la gestion intégrée des cultures
agricoles (Chérif et al., 2002; Palazziniet al., 2007; Etcheverry et al., 2007; Baysal et al.,
2013; Rocha et al., 2014), ce qui a réduit I’utilisations de pesticide, dans I'environnement
(Chérif etal., 2002; Xue et al., 2002; Rocha et al., 2014).

De ce fait, I’objectif de cette these est la caractérisation de souches bactériennes du genre
Bacillus et Providencia développant un effet anti-Alternaria alternata, isolées de divers
environnements de sud Algérien, en 1’occurrence ; Sol de la rhizosphére d’une plante «<AGA»
de la région de Touggourt (RANO); sol agricole de palmeraie de la région de Biskra
(TOLGA) et le sol de la rhizosphére de palmeraie de la région de Touggourt (RANO). Pour
ce faire, la these comporte les parties suivantes : Une synthese bibliographique approfondie
contenant des informations relatives a la tomate, a A. alternata et aux bactéries antagonistes
précédemment citées. Une étude expérimentale scindée en quatre parties ; la premiére partie
repose sur [l’isolement, la purification et 1’identification moléculaire de [’agent
phytopathogeéne de 1’Alternariose, en 1’occurrence, A. alternata ; la deuxieme partie vise a
étudier la caractérisation morphologique et moléculaire des souches antagonistes de I’agent
pathogéne d’un coté et 1’étude, in vivo, de I’effet des souches antagonistes sur des plantules
de la tomate d’un autre coté ; la troisieme partie de 1’étude expérimentale est concentrée sur la
caractérisation de la souche la plus performante et sa capacité a produire des enzymes
hydrolytiques (protéase, lipase et chitinase), et des lipopeptides (iturine, fingcine et
surfactine) ; alors que la quatriéme partie porte sur 1’évaluation de 1’effet antagoniste par
Cytometre a flux (FCM) de la souche la plus performante.

La theése se termine par des résultats qui ont fait I’objet d’une discussion approfondie et enfin,

une conclusion qui ouvre des perspectives de recherche sur le theme étudié.
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2- Revue bibliographique

2.1- La tomate
2.1.1- Historique

La tomate est originaire du nord-ouest de I’Amérique du sud (Colombie, Equateur, Pérou,
nord du Chili); introduite en Europe, Italie, Espagne au XVI siécle comme plante
ornementale. Elle est cultivée depuis le XVIII siécle pour son fruit, consommé comme
légume. La plante étant de la méme famille que la belladone, ses fruits n’étaient pas
considérées comme comestible, mais utiles en médecine (Jean-Claude et al., 2003).
Longtemps appelée (pommodoro), son nom de tomate n’a été accepté par 1’Académie
frangaise qu’en 1835. Le nom signifie littérairement, peche de loup, et fait référence au
caractere toxique attribué initialement a ce fruit.

2.1.2- Nomenclature et classification

En 1753, le botaniste suédois Linnaeus I’a nommée Solanum lycopersicum, mais 15 ans plus
tard Philipe Miller a remplacé ce nom par Lycopersicom esculentum (Taylor, 1986). Bien que
les taxonomistes aient récemment réintroduits son nom original Solanum lycopersicum,
(Heiser et Anderson, 1999). La classification scientifique de la tomate proposée en 2007 par
Benton est mentionnée dans le tableau 1.

Tableau 1 Classification taxonomique de la tomate (Benton, 2007).

Régne Plantae
Embranchement Tracheophyta

Classe Mangoliopsida

Ordre Solanales

Famille Solanaceae

Genre Solanum

Espece Solanum lycopersicum
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2.1.3- Principales exigences écologiques et climatiques de la plante

2.1.3.1- Latempérature

La température optimale pour la plupart des variétés se situe entre 21 et 24 °C. Les plantes
peuvent surmonter un certain intervalle de température, mais en-dessous de 10 °C et au-
dessus de 38 °C, les tissus des plantes seront endommagés (Shankara, 2005).

La tomate peut réagir aux variations de température ayant lieu pendant le cycle de croissance
(tableau 2). Ceci se manifeste par la vulnérabilité enregistrée sur la germination des graines, la
croissance des semis, la floraison, la mise a fruits ainsi que la qualité des fruits. Lorsque des
périodes de froid ou de chaleur perdurent pendant la floraison, la production de pollen sera
réduite et celle de la formation des fruits par conséquent. Il est indispensable de semer la

tomate avant la saison de 1’hiver pour éviter que le gel tue ses tiges

Tableau 2 Températures requises pour les différentes phases de développement d'un pied de tomate.

Phases Température
Optimum pour la germination 26°C (17 et 20°C)
Minimum pour la germination 10°C
Maximum pour la germination 35°C
Optimum pour la croissance 21-24°C 22°C
Minimum pour la croissance 12°C
Maximum pour la croissance 30°C
Les racines ne poussent pas <16°C

Minimum pour le developpement des fruits 16°C

Maximum pour le développement des fruits 30°C

Fruits rugueux <16°C
Optimum pour la fructification le jour 23°C
Optimum pour la fructification la nuit 17°C
Aucune fécondation <13°C

La tomate est peu sensible au photopériodisme, mais est exigeante en énergie lumineuse. Un
faible rayonnement lumineux réduit le nombre de fleurs par bouquet et affecte la fécondation
(Cirad et Gret, 2002). En outre, l'intensité de la lumiere affecte la couleur des feuilles, la mise

a fruits et couleur des fruits.
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2.1.3.2- Les éléments minéraux

Véhiculés dans 1’eau absorbée, 1’absorption varie tout au long de la plante. Il existe deux
périodes d’absorption accélérée 1'une suite a I’apparition des boutons floraux, 1’autre se situe
au moment de I’anthése, par ailleurs 1’absorption est fortement influencée par un certain
nombre de facteur du sol et du milieu (Hachemi, 1999).

2.1.3.3- Eau et humidité

La plante ne tolére pas les taux d’humidité élevés (de plus de 80%). Ce sont les deux facteurs
qui la rendent plus vulnérable aux maladies. La prévention d’un apport en eau suffisant est
essentielle pendant la fructification (Munro et Small, 1998). Le stress causé par une carence
en eau et les longues périodes arides fait tomber les bourgeons et les fleurs et provoque le
fendillement des fruits.

2.1.34- pH

La tomate tolére modérément un large intervalle de valeurs du pH (niveau d’acidité, mais
pousse le mieux dans des sols ou la valeur du pH varie entre 55 et 6,8 et ou
I’approvisionnement stimule une bonne croissance (Shankara, 2005).

2.1.35- Sol

La tomate pousse bien sur la plupart des sols minéraux qui ont une bonne capacité de
rétention de 1’eau, une bonne aération et qui sont libres de sels. Elle préfere les terres

limoneuses profondes et bien drainées (Chibane, 1999).

2.1.4- Description botanique du plant de la tomate

La tomate est une plante herbacée annuelle, appartenant au groupe des Iégumes-fruits (Aissa,

1999) (figure 1), est caractérisée par:
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Figure 1 Branche de tomate: (a) tige, (b) stipule, (c) feuille composee, (d) fleurs,
(e) tomate (baie).

2.1.41- Racine

Forte racine pivotante qui pousse jusqu’a une profondeur de 50 cm ou plus. La racine
principale produit une haute densité de racines latérales et adventices (Shankara, 2005).
2.1.4.2- Tige

Le port de croissance varie entre érigé et prostré. La tige pousse jusqu’a une longueur de 2 a 4
m. La tige est pleine, fortement poilue et glandulaire.

2.1.4.3- Feuillage

Feuilles disposées en spirale, 15 a 50 cm de long et 10 a 30 cm de large. Les folioles sont
ovées a oblongues, couvertes de poils glandulaires. Les grandes folioles sont parfois pennatifi
des a la base. L’inflorescence est une cyme formée de 6 a 12 fleurs. Le pétiole mesure entre 3
et6 cm.

2.1.4.4-  Fleurs

Bisexuées, régulieres et entre 1,5 et 2 cm de diamétre. Elles poussent opposées aux - ou entre
les feuilles. Le tube du calice est court et velu, les sépales sont persistants. En général il y a 6
pétales qui peuvent atteindre une longueur de 1 cm, qui sont jaunes et courbées lorsqu’elles
sont mares. Il y a 6 étamines et les antheres ont une couleur jaune vif et entourent le style qui
a une extrémité stérile allongée. L’ovaire est supere avec entre 2 et 9 carpelles. En général la
plante est autogame, mais la fécondation croisée peut avoir lieu. Les abeilles et les bourdons

sont les principaux pollinisateurs (Shankara, 2005).
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2.1.45-  Fruit

Baie charnue, de forme globulaire ou aplatie avec un diamétre de 2 a 15 cm. Lorsqu’il n’est
pas encore mdr, le fruit est vert et poilu. La couleur des fruits mdrs varie du jaune au rouge en
passant par I’orange. En général les fruits sont ronds et réguliers ou cotelés.

2.1.46- Graines

Nombreuses, en forme de rein ou de poire. Elles sont poilues, beiges, 3a5 mm de long et 2 a
4 mm de large. L’embryon est enroul¢ dans 1’albumen. 1000 graines pesent

approximativement 2,5 a 3,5 g (Gallais et Bannerot, 1992).

2.1.5- Culture de la tomate et modes de production

La culture de la tomate a été importée en Algérie par des immigrants espagnols. On cultive
diverses variétés classées d’aprés la forme des fruits, les plates, les cotelées et les rondes

lisses (figure 2).

légérement aplati arrondi rectangulaire cylindrique

Elliptique Cordiforme obovale Ovale forme de poire

Figure 2 Morphotypes de fruits de tomate.
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Cette culture présente deux périodes de production et d’exportation en mai -juin et novembre-
décembre. Elle demande beaucoup de pratique, une présence continue, une surveillance
attentive (Bedrani et al., 1993). En ce qui concerne le mode de production, nous avons :

- la culture sous serre Tunnel (primeur);

- la culture sous serre multi chapelle (primeur);

- la culture de plein champ (saison);

- la culture de plein champ (arriére saison).

2.1.5.1- Calendrier cultural

Grace a ses différents modes de production, la tomate est disponible toute I’année (tableau 3)
(Snoussi, 2010).
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2.1.6- Types de croissance et variétés de tomate

Les variétés de tomate sont tres nombreuses. Ceci est d au type de croissance développé, en
I’occurrence, indéterminé ou déterminé.

Les variétés de tomate utilisées pour la production en frais sont principalement de type
indéterminé. La plante ne cesse de croitre en hauteur jusqu’a épuisement de toutes les
réserves. Ici I’agronome doit nécessairement intervenir pour limiter le nombre de bouquets
floraux et ce dans le but d’obtenir des fruits de gros calibres. Il est recommandé de laisser
deux feuilles au-dessus du bouquet choisi et de pratiquer un ététage afin de limiter la
croissance des plantes .Parmi ce type de croissance, il existe :

- Les variétés fixées dont les caractéristiques génotypiques et phénotypiques se
transmettent pour les générations descendantes ou on peut citer les variéetés les
plus utilisées en Algérie telles que la Marmande et la Saint Pierre.

- Les Hybrides qui du fait de I’effet hétérosis, présentent la faculté de réunir
plusieurs caractéres d’intérét (bonne précocité, bonne qualité de résistance aux
maladies et aux attaques parasitaires et donc bon rendement). Ces hybrides ne
peuvent étre multipliés vu qu’ils perdent leurs caractéristiques dans les

descendances. On peut citer 23 hybrides homologués qui sont :

ACTANA, AGORA, AKRAM, ASSALA, BERBARINA ,BOND ,BOUCHRA, BOUDOUR
,CARMELLO, CHOUROUK, DONJOSE, DOUCEN,KHALIDA, MONDIAL, MORDJANE,
NEDJMA, NISSMA, TAFNA, TAVIRA, TOUFAN, TYERNO, VERNON, ZAHRA.

Mais il est & noter que les hybrides suivants sont les plus utilisés en Algérie ACTANA,
AGORA, BOND, NEDJMA, TAFNA, TAVIRA, TOUFAN, TYERNO et ZAHRA.

Dans le cas des variétés déterminées, il n’y a que deux feuilles entre les inflorescences. La
croissance de la tige s’arréte avec I’apparition de I’inflorescence terminale et ce apres avoir
formé un certain nombre de bouquets variable selon les variétés (04 a 06 bouquets) (Snoussi,
2010). Pour ce type de croissance 1’intervention de 1’agronome reste sans intérét puisque la
croissance des plantes s’arréte toute seule apres avoir formé une inflorescence au sommet de
la tige. Pour ce type de croissance également, on retrouve des variétés fixées et des Hybrides.
Nous avons comme variété fixée : la variété AICHA. Tandis que les hybrides homologués, ils

se résument comme suit :
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AMELY, ASSILA, BAHEYIA, CHENOUA, DOUKKALIA, EL KHAMAR, FAROUNA,
GS12, HECTOR, HYMAR (SAHARA), JOKER, KARIMA, LAMANTINE, LUXOR,
NOEMY, OUENZA, RED PRINCESS, SANTIAGO, SUPER RED, TOMALAND, TOP 48,
TOVER, SUZANA, ZIGANA ZERALDA (Snoussi, 2010).

2.1.7- Production et importance

La tomate est, apres la pomme de terre, le 1égume le plus consommé dans le monde, soit frais
soit apres transformation. Elle est cultivée sous toutes les latitudes dans des conditions trés
variées (climats, modes de production...), ce qui démontre une grande plasticité originelle et
témoigne de l'efficacité du travail des sélectionneurs. La production mondiale de tomates a
progressé régulierement au cours du XXe siecle et s'est accrue considérablement durant les trois
dernieres decennies. Elle est passée de 48 millions de tonnes en 1978, a 74 millions en 1992, 89
millions en 1998, et a atteint 124 millions en 2006. Parmi les 16 pays qui ont produit 1 million
de tonnes ou plus, 6 produisent au-dessus de 5 millions de tonnes (tableau 4 ci-dessous, source
FAO, 2007). On estime que 30 % des tomates produites sont transformées. Ce pourcentage est
trés différent d'un pays a l'autre.

Tableau 4 principaux producteurs de la tomate (FAO, 2007).

Zone Production (tonne)
1 Chine 41879684
2 USA 12902000
3 Inde 11979700
4 Egypte 8544990
5 Turquie 10052000
6 Italie 6024800
7 Iran 5256110

La culture de la tomate occupe une place prépondérante dans I'économie agricole algérienne.
Prées de 33 000 ha sont consacrés annuellement a la culture de tomate (maraichére et
industrielle), donnant une production moyenne de 11 millions de quintaux et des rendements
moyens d’environ 311 Qx/ha (tableau 5). Ces derniers demeurent faibles et assez éloignés de
ceux enregistrés dans d’autres pays du bassin méditerranéen (Tunisie, Maroc, Espagne, France,
Italie) producteurs de tomate, ou les rendements varient entre 350 Qx/ha a 1500 Qx/ha (FAO,
2008).
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Tableau 5 Evolution de la tomate maraichére en Algérie entre 2001-2009 (Snoussi, 2010).

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
|S_|uperficies 16760 17820 18650 19432 21089 20436 20079 19655 20789
a
groductions 3735340 | 4013640 | 4569330 5121950 5137280,4 5489336 5673134 | 5592491 6410343
X
gir/ﬁements 222,87 225,20 245,00 263,60 243,60 268,60 282,50 284,50 308,40
a

En 2012, Les principaux pays producteurs sont la Chine, les USA, I’Inde, la turquie, I’egypte,

I’Italie, I’Iran, le Brésil et ’Espagne (tabeau 6).

En 2013, La tomate représente 8,2% de la surface totale assignée pour l'agriculture et les récoltes

industrielles (MADR, 2013), la production représente 8,8% de la production totale des récoltes

veégeétales et 8,3% de toute la production de 1’agriculture et des récoltes industrielles.

Globalement, I'évolution des rendements de tomate est estimé a 18,16%, plus importante que

celle des récoltes d'agriculture, estimé a 14,1%.
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Figure 3 Evolution du secteur et la production de la tomate en Algérie, 2000-2013.
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Tableau 6 Production mondiale de tomate en 2012 (http://faostat.fao.org/).

Position Région Production (T)
1 Chine, continentale 50000000
2 Inde 17500000
3 Etats-Unis d’ Amérique 13206950
4 Turquie 11350000
5 Egypte 8625219
6 Iran (République islamique) | 6000000
7 Italie 5131977
8 Brésil 3873985
9 Espagne 40070000
10 Mexique 3433567
11 Ouzbékistan 2650000
12 Fédération de Russie 2456100
13 Ukraine 2274100
14 Nigéria 1560000
15 Portugal 1392700
16 Maroc 1219071
17 Iraq 1100000
18 Tunisie 1100000
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2.1.8- Les maladies de la tomate

En dépit de son importance, la culture de la tomate souffre de plusieurs problemes aussi bien sur
le plan agronomique que commercial. De point de wvue agronomique, les problemes
phytosanitaires sont primordiaux. En fait, environ 200 maladies infectieuses, a diverses
étiologies, peuvent affecter le fruit de la tomate (Jones et al., 1991). Ces pathologies sont

principalement dues a des champignons, bactéries et virus (tableau 7).

Tableau 7 Les principales maladies de la tomate.

'
Les maladies fongiques Les maladies bactériennes Les viroses

. _____________________________________________________________________________________________________|
L'alternaviose: ~ causée  par  Le chancre bactérien : causé par Clovibacter ~ La mosaique de la tomate

alternaria alternata £ sp. ycopersici
L'oidium: causé par [eveillula
taurica

La pourriture grise: causée par
Botytis cinerea

Les fusarioses: causées par
Fusamm ~ oxysponm £ sp.
Iycopersict et Foxysporum fsp.
radict-lycopersict

La  verticilliose: causee par
Verticillium dahlia

La cladospariose: causée par Fulvia

fulva = Cladosporium fulvum

michigannsis subsp. michiganensis

La moucheture des| feulles : cavsée par
Pseudomonas syringae pv. syringae

La tache bactérienne : causée par
Pseudomonas syringae pv. Tomato

La moucheture bactérienne : cavsée par
Xanthomonas campestris pu. vesicatoria

Le fletrissement bactérien : causé par
Ralstonia solanacearum

La moelle noire : causée par Pseudomonas
corrugata

La pourriture molle bacterienne : causée

par Erwinia carotovora subsp. carotovora

cavsée par le vins de o
mosaique dz la tomate (ToMV) et
par d'autres virs non spécifiques
(i attaquent |a tomate

La maladie bronzée de la
tomate: Virus de la maladie
bronzée de la tomate (TSWV)
Maladie des feuilles jaunes en
cuillere de Ia tomate (Tvle):
Vis des fevilles jaunes en
cuillére de la tomate (TYLCV)
La jaunisse apicale de la
tomate: Vius de la jaunsse

apicale de la tomate



I1 faut noter que la culture de la tomate est également soumise a ’action néfaste de plusieurs
ravageurs tels que les insectes (mouche blanche, thrips, mineuse...), les nématodes (notamment
les nématodes a galles) et les mollusques (surtout la limace grise). Et comme les maladies
précitées, ces ravageurs causent aussi des pertes importantes au niveau de cette culture.

De nombreuses études écologiques ont permis d’identifier les diverses populations bactériennes
présentes sur la tomate. Les études concernant les moisissures sont moins nombreuses, plus
récentes, et se focalisent plus spécifiquement sur les moisissures responsables d’altération. De ce
fait, on s’est intéressés dans le présent travail a I’¢tude de I’ Alternariose de la tomate.

2.2- Alternariose de la tomate

2.2.1- Alternaria sp.

En 1816, Nees décrit pour la premiére fois un champignon qu’il a nommé Alternaria tenuis. Le
genre Alternaria a par la suite été décrit par Neergaard, (1945); Joly, (1964) et Simmon, (1992).
Il est classé parmi les Deuteromycetes (syn. Adélomycetes, fungi imperfecti). Cette classe
renferme tous les champignons a mycélium cloisonné dont la forme de production et
généralement inconnue mais possede un mode de multiplication asexuée, par conidies. Certaines
especes d’Alternaria ont une reproduction sexuée et leur forme parfaite appartient aux
Loculoascomycétes (genre Pleospora ou Lewia) (Ellis, 1971; Simmons, 1986; Erikson et
Hawksworth, 1991).

Le genre Alternaria comprend plus de 100 especes ubiquitaires largement répandues dans les
sols, la végétation, I’air ou les aliments (Simmons, 1993). Si certaines especes vivent a 1’état
saprophyte pouvant occasionnellement étre des agents pathogénes opportunistes, d’autres sont
responsables de maladies atteignant les plantes et les insectes. Cependant, la majorité des
especes du genre Alternaria sont des champignons phytopathogenes inféodés a une famille de
plantes ou a une plante spécifiquement.

IIs sont généralement présents sur les semences provoquant des manques a la levée ou des fontes
de semis. Les jeunes pousses atteintes constituent une source importante d’inoculum primaire
pour les plantes matures ou tous les organes aériens peuvent étre affectés (Champion, 1997).

La gamme de plantes hotes concernées par les attaques d’Alternaria est trés variée, regroupant
les céreales (A. triticina) ; les cultures maraicheres (A. dauci et A. radicina), comme la carotte,
(A. solani et A.alternata), la tomate et pomme de terre, (A. porri), le poireau, (A. brassicae et A.
brassicicola), le radis et chou ; et les cultures fruitieres, (A. mali) sur pommier, (A. citri) sur
citron et orange ou encore le tabac (A. longipes), le coton (A. macrospora) ou le lin (A. linicola)
(Rotem, 1994 ; Guillemette, 2003).
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2.2.1.1- Alternaria alternata

Alternaria alternata est un champignon filamenteux cosmopolite ubiquiste. Communément isolé
a partir des plantes, des sols, de nourriture pourrie ainsi que de I’air ambiant des habitations
(figure 4) (Criquet et al., 2008).

Figure 4 (A) Conidiophores et (B) Conidies d’A4. alternata (Rao, 1964).
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2.2.2- Alternariose (brulure précoce)

L’Alternariose de la tomate est une maladie importante et largement distribuée dans le monde
entier causant des pertes économiques de rendement. Cette maladie est provoquée par
Alternaria solani et Alternaria alternata (Agrios, 1997; Abbo et al., 2012; AbdAlla et al., 2014).
Le terme précoce dans la brulure précoce a été utilisé pour distinguer la brulure tardive causée
par Phytophtora infestans (Sherf et MacNab, 1986). La brdlure précoce est une maladie bien
connue chez la tomate et la pomme de terre, elle a apparue plus t6t que la brulure tardive aux
Etats-Unis d’ou le nom de la brulure précoce. Toutefois, le nom induit en erreur, car la maladie
attaque rarement les jeunes plantes en croissance et affecte souvent les plantes mures et agées
montrant une perte de vigueur. La brulure précoce peut affecter le feuillage, les tiges et dans des
cas plus séveres, les fruits (figure 5). C’est une maladie fongique qui affecte les cultures des
Solanacées dans le monde entier (Batista et al., 2006).

2.2.3- Dégats de la maladie

Les especes d'Alternaria ont été signalées a causer des maladies dans prés de 400 especes de
plantes; A. alternata seul peut infecter plus de 100 especes de plantes (Simmons, 1992 ; Rotem,
1994). Ce phytopathogene peut entrainer une défoliation compléte et des pertes de récolte dans
de courtes périodes de temps (Chaerani et al., 2006). Au Canda, Inde, Etas-Unis et au Nigeria,
on a annoncé des pertes de rendement en hausse de 79% en raison des dégats de la brulure
précoce (Basu, 1974; Datar et Mayee, 1981; Sherf et MacNab, 1986 ; Gwary et Nahunnaro,
1998). Dans le cas d’épidémies séveres, I’ Alternariose peut causer une défoliation prématurée,
qui affaiblit les plantes et expose le fruit a une blessure d’insolation (Sherf et MacNab, 1986).
Une fois le fuit infecté est tombé au sol, des pertes de 30-50% de la récolte ont lieu (Jones et al.,
1997). La brQlure précoce réduit les régions photosynthétiques, et qui dans des cas servers peut
défolier les plantes. Cette maladie débute sur les feuilles de la base et suivant les conditions de
I’été, progresse rapidement vers le sommet (Bovey, 1972). Le rendement est réduit lorsque les

plantes ne parviennent pas a fructifier.
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Figure 5 Développement et symptomes de maladies causées par Alternaria spp. (Agrios, 2005).
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2.2.4- Symptdmes

Les premiers symptomes de la brulure précoce apparaissent géneralement sur les feuilles les plus
agées et étendent vers le haut, et par conséquent les plantes deviennent vieilles. Il s’agit des
Iésions nécrotiques sombres et petites (Sherf et MacNab, 1986). Les feuilles sur les plantes
infectées développent des taches marron foncé avec des anneaux concentriques (figures 6A).

Les taches nécrotiques marron foncé ont des anneaux concentriques dans lesquels de nouvelles
spores sont produites et ces anneaux sont entourés d’un halo chlorotique causé par les toxines
secrétées. Généralement, I’infection commence par les feuilles inferieures, qui deviennent jaunes
ou brunes et penchent ensuite ou tombent. Si le climat est favorable, la maladie se développe
rapidement, les taches se diffusent sur les feuilles et la plante devient défoliée (Watterson, 1986).
Sur la tige principale et les branches latérales des plantes adultes, le champignon cause de petites
zones, sombres, qui agrandissent pour former des taches allongées marron foncé, qui parfois,
montrent des anneaux concentriques comme ceux sur les feuilles. Ces taches sont dispersées le
long de la tige et les branches (figures 6 B).

Sur les fruits, des taches concaves, bien délimitées, apparaissent a proximité de la cicatrice
pédonculaire et des sépales (figures 6 C, D). Ces derniers, colonisés dans un premier temps, sont
souvent altérés. La surface des zones altérées des fruits se plisse, elle peut se couvrir d'une
moisissure noire, veloutée, assez caractéristique, et on y retrouve des motifs concentriques,
comme sur les feuilles (Blancard et al., 2009). L’infection du fruit se produit lorsque le fruit est

vert ou mur (Jones et al., 1997) .
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Figure 6 Symptomes d’ Alternariose sur feuilles (A), tiges (B), et fruits(C, D) de tomate.
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2.3- La lutte biologique

La lutte biologique a été proposée comme une alternative a la lutte chimique. Elle est basée sur
I’utilisation d’organismes vivants ou de produits issus de ces organismes pour limiter ou réduire
les pertes ou les dommages causés par les organismes nuisibles (OILB, Organisation
Internationale de Lutte Biologique). L’utilisation de microorganismes fait partie des alternatives
prometteuses a 1’emploi des fongicides chimiques, parmi les avantages que representent ces
derniers c’est leur ubiquité ; grande diversité ; et dissémination dans les sols rhizosphériques
(Benhamou et al., 1996). Dans 1’agriculture biologique la biodiversité et les ennemis naturels des
espéces nuisibles sont exploités (Fernandes, 2005).

Les chercheurs ont attribué la capacité de lutte des microorganismes a divers mécanismes qu’ils
développent, a savoir : la compétition ; le parasitisme ; ’antibiose ; et I’induction de la résistance
de la plante héte.

2.3.1- Antibiose

L’antibiose est un phénomeéne d’inhibition directe de la croissance du pathogéne via la
production de métabolites ayant des propriétés antifongiques et/ou antibiotiques. Les genres
Bacillus, Streptomyces ou des Stenotrophomonas sont capables de produire 1’oligomycine A, la
kanosamine, la zwittermicin A ou la xanthobacine (Milner et al., 1995; Hashidoko et al., 1999;
Kim et al., 1999; Nakayama et al., 1999). Ces composés, de haut poids moléculaire, sont
capables a faible dose d’étre efficace contre la sporulation et la croissance mycélienne d’un large

spectre de champignons (Ligon et al., 2000; Raaijmakers et al., 2002).

2.3.2- Compétition

La compétition pour les éléments nutritifs (sucre, éléments minéraux...) est un mécanisme
fortement impliqué dans la suppression de nombreux pathogenes. Les PGPR (rhizobactéries
promotrices de la croissance des plantes) doivent étre présents sur les racines en nombre
suffisant pour avoir un effet bénéfique sur les plantes et pour étre capable d’instaurer une

compétition pour les nutriments dans la rhizosphére (Haas et Defago, 2005).

2.3.3- Parasitisme

Certains microorganismes, agents de la lutte biologique, sont capables de produire des enzymes
hydrolytiques (chitinases, B-1,3-glucanases ou cellulases) qui dégradent les constituants
pariétaux des cellules fongiques. la lyse des cellules est provoqué par conséquent et le

développement du champignon est interrompu (Davet, 1996; Whipps, 2001). Une corrélation
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positive a été montrée entre la production d’enzymes chitinolytiques par des bactéries du genre
Bacillus sp., Lysobacter sp., Paenobacillus sp., Pantoea sp., Pseudomonas sp., Streptomyces sp.
et la capaciteé de ces souches a inhiber la croissance de champignons du sol, tels que Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Pythium ultimum et Bipolaris sorokiniana
(Lim et al., 1991; Chernin et al., 1995; Pleban et al., 1997; Singh et al., 1999; Palumbo et al.,
2005).

2.3.4- Induction de la résistance de la plante héte

C’est la stimulation des mécanismes de défense inductibles chez 1’hote (plante), rendant celle-
ci moins susceptible vis-a-vis d’une infection ultérieure par un agent pathogéne. Ce phénomene
est appelé ISR pour résistance systémique induite qui a été mis en évidence chez plusieurs
plantes pour lutter contre une gamme relativement large de pathogénes fongiques, bactériens ou
viraux. Cependant, les bases moléculaires des mécanismes de défense proprement dits stimulés
lors de I’ISR restent assez méconnues malgré les nombreux travaux réalisés cette derniere
décennie. L’ ISR se fait en trois étapes principales, a savoir : la perception des molécules actives
produites par le PGPR ou élicitation ; la transmission d’un signal systémique dans la plante; et

I’expression des mécanismes de défense de 1’h6te (Ongena et al., 2006) (figure 7).

A. Elicitation B. Transmission du signal C. Défenses renforcées : Résistance
S | & | _SB
@ i ¥ 3 4 Résistance
rag- | 7AW "3
\ ' -
&
. ¥ N
Signal |/
systémique
Attaque d'un
phytopathogéne
T g A\ e B
PGPR (\"

Figure 7 La résistance systémique induite chez les plantes par des rhizobactéries —
Rhizobacteria- induced systemic resistance in plants. A: L’élicitation : les
rhizobactéries ou PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) interagissent avec les
racines de 1’hote et produisent des éliciteurs qui sont pergus par la plante ; B: Aprés la
reconnaissance des déterminants, un signal est véhiculé dans I’ensemble de la plante
afin de I’alerter ; C: Enfin, lors d’une éventuelle attaque par un agent phytopathogene,
la plante sera en mesure de répondre plus efficacement a I’agression, lui conférant ainsi
une résistance.
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2.4- Agents de biocontrdle : genres Bacillus et Providencia
2.4.1- Bacillus

Le genre Bacillus est trés hétérogene, comprend au moins 36 especes. Ce sont en genérale des
bacilles unicellulaire 8 GRAM +, oxydase négatif, catalase positif, mobiles sauf Bacillus
anthracis. Elles sont aérobie strictes ou anaérobies, facultatifs suivant les especes et tirent leur
énergie de la respiration ou la fermentation. Lorsque les conditions deviennent défavorables, les
Bacillus sporulent et donnent des spores souvent tres résistantes dans le milieu extérieur. Elles
peuvent étre conservées longtemps dans un endroit frais et sec. Les Bacillus sont chimio-
hétérotrophes, saprophyte et ubiquitaires, il existe des espéces thermophiles et acidophile
(Madigan et Martink, 2007). Toutes les espéces du groupe Bacillus subtils sont non pathogéne a
I’homme, selon le US Food and Drug Administration (USFDA). Chose qui explique leur large
utilisation dans le domaine de la recherche ainsi qu’en agriculture organique. Important de
signaler que le genre Bacillus posséde la possibilit¢ de se sporuler dans des conditions
défavorables ce qui facilite sa production industrielle et sa formulation en un produit stable
(Harwood et Wipat, 1996; Lolloo et al., 2010). Le genre Bacillus appartient a la tribu !! des
Bacillini, sous-famille des Bacillinae, famille des Bacillidae et enfin sous-ordre des Areolatae
(Bradley et Galil, 1977). Dans la région Méditerranéenne il existe aux moins 10 espéces de
Bacillus (Bullini et al., 1983; Mantovani et Scali, 1990, 1991). Selon la classification de Bergey,

le genre Bacillus est classé comme suit (Tableau 8).

Tableau 8 Classification du genre Bacillus.

Régne Bacteria
Phylum Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacillales
Famille Bacillaceae
Genre Bacillus
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2.4.2- Providencia
Le genre Providencia comprend des bacilles a Gram-négative, appartenant a la famille des

Enterobacteriaceaes, se compose de 9 espéces, a savoir ; Providencia alcalifaciens, Providencia
stuartii, Providencia rettgeri, Providencia rustigianii, Providencia heimbachae, Providencia
vermicola, Providencia sneebia, Providencia burhodogranariea et Providencia thailandensis
(Janda et Abbott, 2006; Somvanshi et al., 2006; Juneja et Lazzaro, 2009; Khunthongpan et al.,
2013). P. vermicola sp. a été rapporté pour la premiére fois par Somvanshi et al., (2006), en se
basant principalement sur les résultats de séquencage du géne ARNr 16S. Cette souche a été
isolée par Hussain et al., (2015) a partir de la rhizosphere de la graine de colza. En effet, deux
souches de Providencia vermicola KP-21 et KR-29 ont été identifiées par l'analyse d’ADN-16S.
Les souches KP-21 et KR-29 ont été a l'origine isolées de la rhizosphére de la graine de colza
développée a Peshawar et Rawalakot, respectivement. Morphologiquement, les deux souches
étaient semblables, représentant des colonies crémeuses rondes (Hussain et al., 2015). Par
ailleurs, Aish et al., (2015) ont isolé P. vermicola a partir de plantes saines de poivre, ou leur

effet a été montré contre I’agent pathogéne de nématode M. javanica a été étudié.

2.5- Les lipopeptides

Les lipopeptide (LPs), sont des antibiotiques dont la structure moléculaire renfermant un
cycle, composé de 7 ou 10 résidus d’acides a-aminés L ou D, reli¢ a un acide gras -
hydroxylé ou B-aminé a longue chaine carbonée (Bonmatin, 2003). Les LPs sont classés en
trois familles selon la composition de la chaine peptidique en acides aminés ; pour chacune,
on distingue plusieurs homologues, variant selon la nature (saturé ou insaturé) et la longueur
de I’acide gras (de 13 a 18 atomes de C) ; ainsi que 1’isomérie (linéaire, iso ou antéiso) de la
chaine lipidique. La figure 8 présente la structure des différents lipopeptides: surfactines,

iturines et fengycines (Ongena et Jacques, 2008; Adam, 2008).
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Figure 8 Structure de différentes variétés des trois familles de lipopeptides (a) surfactines
(C12-C16), (b) iturines et (c) fengycines (C14-C18) (Ongena et Jacques, 2007).
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La famille des surfactines englobe les variantes héptapeptidiques d’esperine, lichenysine,
pumilacidine et de surfactine. Le cycle héptapeptidique est directement lié a une longue
chaine hydrocarbonée (C12-C16), par une liaison ester. L’iturine A et C, bacillomycine D, F
et L, et la mycosubtiline sont les six principales variantes de la famille des iturines. Dans le
cas des iturines, I’héptapeptide est li¢ a I’acide gras (C14—C17) par une liaison amide.

La troisieme famille comprend les fengycine A et B, ou plipastatine, si le Tyrg est de
configuration D. Il s’agit d’un acyldécapeptide cyclique formant une structure lactonique
constituée d’une chaine d’acide gras 3-hydroxylée ayant 14 a 19 atomes de carbone liée a
I’acide a-aminé (L-Glu).

Dans ce cas, la connexion de 1’acide a-aminé C-terminal de la fengycine se fait avec le résidu
Tyrs de la séquence d’acides aminés, contrairement a la surfactine ou la liaison ester est
formée entre 1’acide a-aminé C-terminal et le groupement hydroxyl de I’acide gras, (Ait kaki,
2013). La biosynthese des LPs se fait par le biais des peptides non ribosomaux synthétases
(NRPSs) par le processus de «thiotemplate» (Ongena et Jacques, 2008). Il est a noter que les
polyketides synthétase (PKS) et les acides gras synthétases interviennent aussi dans la
synthése de la famille des iturines par le processus de «PKS/NRPS template» (Hansen et al.,
2007). La production des surfactines se fait durant la phase exponentielle de croissance et
celle des iturines et des fungycines durant la phase stationnaire (Jacques et al., 1999). Les
iturines et les fungycines sont connues par leur activité antifongique tandis que les surfactines
sont essentiellement des molécules tensioactives (Carrillo et al., 2003). La grande diversité
des lipopeptides s’exprime par I’incorporation dans leur structure primaire de différents

acides aminés et acides gras (Moyne et al., 2004).

2.5.1- Roles des lipopeptides

Les lipopeptides sont des molécules amphiphiles, ayant des affinités avec 1’eau et les lipides.
En fait, leur partie peptidique est plut6t soluble dans I’eau (hydrophile) et leur partie lipidique
est plutdt soluble dans I’huile (partie hydrophobe ou lipophile). Cette particularité a engendré
des propriétés physico-chimiques qui y sont spécifiques, leur permettant ainsi d’assurer des
activités biologiques diverses (Leclére et al., 2006).

Certaines molécules, telle la surfactine, sont ainsi de puissants surfactants (agent moussant ou
émulsifiant).

Ongena et Jacques (2008) ont montré que les lipopeptides jouent plusieurs roles dans le bio
contrle se balancant entre la favorisation de la croissance invasive de la souche qui les

produit donc potentiellement la colonisation des racines et des feuilles (essentiellement les
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surfactines) ; I’inhibition de la croissance et/ou la germination d’un grand nombre de

champignons phytopathogenes (fengycines et iturine) ; el la stimulation des défenses

naturelles des nlantes (surfactines et fenavcines) (fiaure 9).

Figure 9 Rdle des trios familles de lipopeptides dans (A): colonisation des
racines et formation de biofilms; (B) Antibiose directe par
inhibition de croissances des phytopathogénes; (C) Induction du
systeme immunitaire de la plante (ISR) (Ongena et al., 2007).
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2.5.1.1-Colonisation des racines des plantes

Les lipopeptides, peuvent intervenir de différentes maniéres pour mettre en place le
phénoméne de colonisation des racines par les bactéries du genre Bacillus. L’attachement et
I’agrégation des microcolonies sous forme de biofilme est & la base de ce phénomene (Ramey
et al., 2004). Un deuxiéme processus déterminant qui est « le swarming » se manifestant par
le déplacement des colonies bactériennes sur la racine pour atteindre la niche la plus riche en
nutriments. Ce mouvement depend principalement de la production des biosurfactants
(Daniels et al., 2004).

Dans ce contexte, les études ont montré le r6le des surfactines et non pas des fengycines ou

des iturines, interviennent dans la formation des pellicules dans I’interface eau-air (Kinsinger
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et al., 2003). Par ailleurs, la stabilité des biofilms formés est assurée grace aux molecules de
surfactines, comme établi par Bais et ses collaborateurs qui ont étudié la colonisation des
racines d’Arabidopsis taliana par la souche B. subtilis 6051 sur les racines d’Arabidopsis
(Bais et al., 2004). il est important de signaler que La suppression de 1’expression des
surfactines dans cette souche diminue le taux de colonisation et le biocontrole de la maladie
causée par Pseudomonas syringae (Ahimou et al., 2000). Enfin, 1l a été récemment démontré
que les surfactines et les mycosubtilines fonctionnent comme des agents mouillants, en
réduisant la tension de surface (Leclere et al., 2006).

2.5.1.2- Antagonisme

C’est le phénomene d’inhibition de la croissance des champignons in situ ¢a veut dire dans les
différentes partie de la plante y compris la rhizosphere et la phylosphere.

En fait, L‘iturine A produite par le B. subtilis RB14 augmente le taux de germination des
plantes de tomates et les protégeait contre le pathogéne racinaire Rhizoctonia solani , selon
une étude réalisée par Asaka et Shoda. (1996). En outre, la contribution des iturines et des
fengycines dans le contréle de la phyllosphére du melon infecté par Podosphaera fusca a été
mise en évidence par la récupération de ces LPs des feuilles traitées et en utilisant la
technique «LP deficient transformant». En plus, Preecha et al. (2010) ont démontré que la
réduction de la sévérité de la maladie des plantes de soja causé par les Xanthomonas
axonopodis pv. glycines (KU-K-46012) est due aux surfactines produites par le B.
amyloliquefaciens (KPS46). Enfin, le Bacillus subtilis GAl qui produit de quantités
importantes de lipopeptides et plusieurs homologues de fengycines protége les fruits de
pomme contre Botrytis cinerea. Le rdle des fengycines a été démontré par traitement des
fruits par des extraits enrichis et par récupération de ce lipopeptide, des zones d’inhibitions
sur les fruits traités.

2.5.1.3- Induction du systeme de défense des plantes

Le phénomene d’induction du systéme de defense des plantes de tomates et de soja est
fortement lié a la surexpression des genes de fengycines et de surfactines par le B. subtilis 168
(Ongena et al., 2007). Par ailleurs, le traitement des suspensions de cellules de tabac avec la
surfactine seule, induit aussi des reactions immunitaires comme la phosphorylation,
I’alcalinisation extracellulaire Ca®* dépendante, sans provoquer la mort des cellules (Jourdan
et al., 2009).
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2.6- Analyse par Cytometrie en Flux

La cytometrie en flux (FCM) devient de plus en plus importante pour I'évaluation
microbienne de populations et de communautés (Mdller et Caron, 2010), dans les diverses
analyses médicales (Walberg et al., 1996; Gauthier et al., 2002) ; la commande d'industrie
laitiere (Rault et al., 2007); la production de boisson alcoolique (Boyd et al., 2003) ;
environnement ; et systeme de contréle de I'eau (Czechowska et al., 2008). La cytometrie en
flux peut étre combinée avec des marqueurs cellulaires comme le diacétate de
carboxyfluorescein (cFDA), un marqueur déterminant [’activité intracellulaire d'estérase
(Nguefack et al., 2004; Flint et al., 2006).

CFDA est un colorant lipophile, non fluorescent, utilisé principalement pour I'évaluation de
I'activité enzymatique cellulaire. En fait, il diffuse a travers les membranes des cellules, puis,
il se converti par les estérases non spécifiques en composé fluorescent de membrane
imperméable (figure 10), le carboxyfluorescein (CF), qui est maintenu en cellules viables
avec les membranes cytoplasmiques intactes (figure 11) (Petit et al., 1993).

cFDA oF

Figure 10 Structures chimiques de 5(6)-Carboxyfluorescein diacetate (cCFDA)
et 5(6)- Carboxyfluorescein (cF).
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Figure 11 Principe du cFDA, détection de I’activité enzymatique estérase.
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Celon Villas, (1998) la Cytométrie en Flux (CMF) est une technique de comptage et d'étude
de particules microscopiques, telles que les cellules et les chromosomes. Ces derniers sont
suspendus dans un flux de liquide et passés devant un appareil de détection optique ou
électronique.

Elle permet simultanément une analyse multiparamétrique des caractéristiques physiques ou
chimiques de quelgues milliers de particules par seconde. En effet, cette technique permet de
déterminer énormément de propriétés d'une suspension de cellules : son état d'activation ou de
mort en utilisant des colorants par exemple : Pi, cFDA...... etc; Elle permet également de
distinguer des informations concernant des cellules différentes, présentes dans la méme
suspension; voir méme de trier ces cellules physiquement, pour pouvoir obtenir des

populations pures a partir d'un mélange.

L’utilisation de la cytométrie en flux en combinaison avec des colorants fluorescents comme
une technique permettant de différencier et d'énumérer rapidement les bactéries et les levures
est bien établie (Bell et al., 1998; Bleve et al., 2003; Mayoral et al., 2006; Melacrino et al.,
2001). De plus, cette technique est exploitée pour mesurer les cellules mortes des
champignons filamenteux ainsi que la quantification des conidies (Michaliszyn et al., 19951 ;
Jahn et al., 1998).

2.6.1- Principes

Il s'agit d'analyser les signaux optiques ou physiques émis par une particule coupant le
faisceau lumineux d’un laser ou d’une lampe a arc. Les signaux mesurés sont essentiellement
relatifs aux propriétés optiques intrinséques des particules qui correspondent aux phénomeénes
de diffusion lumineuse lié¢s aux dimensions de la particule, a leur structure interne ou a 1’auto-
fluorescence de certaines cellules comme les vegétaux, le phytoplancton, etc . Ils sont relatifs
aussi aux propriétés optiques induites de fluorescence obtenues par des marquages spécifiques
de structures ou de fonctions cellulaires (Ormerod, 2000). Le procédé d’analyse individuelle
(cellule par cellule) et multiparamétrique peut s’effectuer a la vitesse de plusieurs milliers
d’événements par seconde (Chen, 2012).

Le cytometre en flux comprend trois parties :

- un réseau fluidique constitué d'une veine liquide s'écoulant a vitesse constante qui entraine
et focalise un deuxieme flux liquide contenant I'échantillon;

- un banc optique avec une ou plusieurs sources lumineuses et ses détecteurs de type
photodiode (pour la diffusion de la lumiére) et des photomultiplicateurs et filtres optiques qui

permettent de quantifier les diverses fluorescences émises par chaque objet;
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- un microprocesseur qui convertit les signaux électriques en signaux numeériques, coordonne
les données, réalise les représentations graphiques et les analyses statistiques.

Le principe de FCM est illustré dans la figure 12.

Systéme fluidique

7

7 Detecteurs

Figure 12 Principe de la cytométrie en flux.
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3- Matériel et méthodes

En Algérie, les maladies fongiques des cultures agricoles sont principalement traitées par des
fongicides chimiques connus pour leurs effets néfastes et toxiques sur I’environnement et la
sant¢ humaine. La recherche de I’alternative respectueuse de I’environnement se focalise de
plus en plus sur des produits biologiques a activité durable sur les agents phytopathogeénes.
Aussi, I’objectif du présent travail consiste a rechercher des bactéries de differents
écosystemes algériens développant une activité antagoniste vis-a-vis de 1’agent de
I’ Alternariose de la tomate. Pour ce faire, plusieurs techniques, méthodes et materiel ont été

utilisés.

3.1- Isolement de I’agent phytopathogene (Aleternaria alternata)

Les échantillons de plantes et de fruits de tomate présentant des symptémes d’Alternariose
ont été prélevés a partir des serres de la région d’Ain Ben SBAA (Hamma Bouzienne-
Constantine), au cours de la période allant de 2011 a 2012.

Les échantillons été mis dans des sachets stériles en plastique, étiquetés puis ramenés au
laboratoire.

Les différentes parties de la tomate récupérées ont été découpées et désinfectées en trempant
les parties concernées pendant 2 min dans une solution de 0.1% de I’hypochlorite de sodium.
Ensuite, les fragments ont été déposes sur milieu Potatos dextrose Agar (PDA) (Annexel)
coulé en boites de Pétri stériles. Les boites ont été incubées a I’obscurité a une température de
25°C pendant 7 jours. La purification des cultures a été obtenue aprés plusieurs repiquages
successifs (Attrassi et al., 2007).

3.2— Identification de I’agent phytopathogene

3.2.1- Etude des aspects macroscopiques et microscopiques

L’identification préliminaire de la souche fongique isolée et purifiée a été reéalisée par
I’observation de 1’aspect macroscopique (texture du mycélium, couleur du thalle et le revers
de la colonie), et microscopique (nature du thalle taille et la forme des spores) des cultures
obtenues (Botton et al., 1990).

3.2.2- Etude moléculaire

L’identification par voie moléculaire a été réalisée par des analyses des séquences d’ADN-ITS
en utilisant le protocole proposé au niveau du Laboratoire des Microorganismes et

Biomolécules Actives (LMBA), Tunisie qui se développe comme suit :
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3.2.2.1- Extraction de I’ADN fongique

Le mycélium des cultures obtenues a été écrasé dans des eppendorfs additionnés de 500 pL
de TES (10 mM Tris-HCI, pH 8, 0.1 mM EDTA, 2% SDS) et le mélange a été mis pendant 1h
a température ambiante. 150 pL de la solution tampon d'acétate de potassium ont été ajoutes
et homogéneisé par le vortex, et centrifugé a 12.000 rpm/min pendant 8 minutes. Le
surnageant a été mis dans un nouvel ependorf additionné de 600uL d'isopropanol avec
agitation par inversion (approximativement 10 fois). Le mélange a éte, de nouveau, centrifugé
a 12.000 rpm/min pendant 5 minutes (répétées deux fois). L'/ADN récupéré a été lavée avec
300uL de I'éthanol (70%). La suspension d’ADN a été, de nouveau, centrifugée a 12.000
rpm/min pendant 5 minutes (répétées deux fois). L'éthanol a été jeté et les eppendorfs
contenant I’ADN ont été séchés sous speed vac a 40 °C pendant 30 min. L'ADN récupéré a
été dissout dans 50uL de TE (10 mM Tris-HCI, pH 8, 0.1 mM EDTA). Apreés 1 h d'incubation
a 37 °C, I'ADN a été stocke a -20 °C.

Pour vérifier le bon déroulement de I’extraction d’ADN de [’isolat fongique, les
concentrations d’ADN ont été estimées en utilisant 1’appareil de Nanodrop 2000. L’ADN
absorbe a 260 nm alors que les protéines (témoins de contamination) absorbent a 280 nm. Par
mesure spectrophotométrique de la densité optique (DO) de I’ADN et par le moyen du rapport
DO 260 nm/DO 280 nm, la pureté de I’ADN a été déterminée en indiquant la contamination
de ’ADN par les protéines ou par les ARN. De ce fait, la bande de I’ADN est apparu plus
claire si le rapport R = DO260/D0O280 est compris entre 1,8 et 2 (1,8 <R <2).

3.2.2.2- Amplification de I’ADN (réaction PCR)

Pour amplifier I’ADN, deux amorces de la région Internal Transcribed Spacer (ITS) de
1I’ADN nucléaire ont eté visées. L'amplification de cette région a été realisée par PCR a l'aide
des amorces de paire ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) et ITS4 (TCCTCCGCTTATTG
ATATGC). La réaction d'amplification a été faite dans un volume final de 24 pl du mélange
réactionnel suivant: (1X Tampon de la réaction 2.5 pl, Tampon MgClI; 1.5 pl, une solution des
différents désoxyribonucléotides triphosphates notée: dNTPs 0.3 ul (10 mM), 0.5 ul ITS1, 0.5
ul ITS4, H,O ultra pure 17.5 ul, Taq polymérase 0.2 ul, ADN 1 ul). Le mélange réactionnel
ou mix réactionnel a été réalisé pour un nombre n de tubes, puis réparti a raison de 23 pl/tube,
ensuite 1 pl de I'ADN est ajouté en dernier au mélange réactionnel. La réaction
damplification a été réalisée dans le thermocycler (T3000 thermocycler) selon le programme
suivant : 95°C pendant 5 min (un cycle de dénaturation) ; 95°C pendant 30 secondes (30

cycles de dénaturation ; 55°C pendant 30 secondes (un cycle Hybridation des amorces) ; 72°C
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pendant 1 minute (un cycle d’extension ou polymeérisation) ; 72°C pendant 15 minutes (un

dernier cycle pour achever la polymérisation).

3.2.2.3- Visualisation des genes amplifiés par électrophorese

Les produits d'amplification ont été séparés par électrophorése sur un gel d'agarose a 1,5 %
additionné de 3ul de bromure d'éthidium. Cette électrophorese a été réalisée dans un tampon
TBE (80 mM Tris-HCI, pH 8, 2.5 mM EDTA, 89 mM acide borique), pendant 2h 30 min a 3h
sous une différence de potentiel de 120 volts. Les bandes amplifiées ont été visualisées dans
une etuve a lampe UV (312 nm). La taille des différents fragments a été déterminée a l'aide

des marqueurs de poids moléculaire 10000 pb.

3.2.2.4- Séquencage des produits d’amplification

Le sequencage du gene ITS nécessite la préparation d’un mélange réactionnel (tableau 9),
additionné par la suite a I’ADN amplifié, ce séquencage a été effectué par le programme ITS
gradient qui comprend: une dénaturation d’ADN a 96°C pendant 1min, 25 cycles formés
d’une hybridation a 53°C pendant 5 sec, d’une ¢élongation a 60°C pendant 4 min et d’une

dénaturation a 96°C pendant 10 sec, I’ADN est refroidi a 16°C.

Tableau 9 Mélange réactionnel utilisé pour le séquencage du gene ITS.

Réactifs Quantités
Ready mix reaction Tul

Big Dye sequencing buffer 2.5ul
Amorce ITS4 1.5ul
ADN 1l

Eau PCR 3ul
Volume final 9ul

3.2.2.5- Analyse des résultats de séquencage

Les séquences obtenues ont été corrigées par le programme Chromas Pro (version 174) et
déposées au niveau de la banque de donnée «Genbank». L’identification finale de la
moisissure a été déterminée apres avoir compare les séquences de genes étudiés aux

séquences précédemment publiées dans Genbank, en utilisant le programme Blast N.
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3.3- Test de pathogénicité de I’isolat fongique

Des plantules saines de tomate ont été plantées dans dix pots en plastique contenant le terreau
(quatre plantules par pot) dont, le 10°m pot correspond au témoin. Ces pots ont été ensuite,
placés dans une serre a essai et arrosés chaque deux jours avec de I’eau brute jusqu’au stade
requis pour I’inoculation.

Le champignon phytopathogene ensemencé sur le milieu PDA pendant 10 jours a été utilisé
pour préparer ’inoculum. Une quantité de 20 mL d’cau distillée stérile a été versee sur
chaque boite de PDA (Hariprasard et Niranjana, 2008). Ensuite, la surface de chaque culture
chargée de conidies a été raclée stérilement a ’aide d’une spatule métallique. La solution
sporale obtenue a été agitée vigoureusement pendant une minute a 1’aide d’un vortex et
ajustée jusqu'a I’obtention d’une concentration de 5 x 10° spores/mL, puis pulvérisée sur les
parties aériennes de la plante en utilisant un pulvérisateur (Bahous et al., 2008), les pots ont
été couverts par des sacs en polyéthyléne. Aprés 48 h, les sacs ont été enlevés et les pots ont
été, ensuite, placés dans la serre. Apres un séjour de 20 jours la maladie a été constaté (Sallam

etal., 2012).

3.3.1- Calcul de la sévérité de la maladie

La sévérité de la maladie a été notée et enregistrée dans chaque traitement suivant 1’échelle de
notation proposée par Latha et al. (2009), en I’occurrence : 0 = saine; 1 = 1-5%; 2 = 6-10 %; 3
=11-25 %; 5 =26-50 %; 7 = 51-75% et 9 =76% de la surface foliaire infectée.

3.3.2- Ré-isolement de I’agent pathogéne

Afin de confirmer que les symptomes observés aprés inoculation de l’agent pathogéne
s’agissent bel et bien de ceux provoqués par cet agent, un ré-isolement a été realisé sur milieu
PDA, puis compare avec la culture initiale.
3.4- Recherche de Bactéries antagonistes
3.4.1- Echantillonnage
De nombreuses sorties de prospection ont été réalisées dans la région du Sahara et de I’Est
Algérien au cours des années 2011, 2012 et 2013. Les echantillons explorés dans cette étude,
ont été prélevés stérilement, a partir de trois sites, a savoir:
- Sols agricole de palmeraie de la région de TOLGA, située au Sud-Ouest de la wilaya
de Biskra (Figure 13 A);
- Sols de la zone rhizosphérique de la plante « AGA » de la région de Touggourt
(RANO) (Figure 13 B).

51



- Sols de la zone de la rhizosphere de palmeraie de la région de RANO, située a la

wilaya de Tougourt (Figure 13 C).

Figure 13 Sols et sites d’échantillonnages: (A), Palmeraie de la région de TOLGA;
(B), rhizosphére d’une plante « AGA » situé a Touggourt; (C),
rhizosphere de palmeraie de la région de RANO.

3.4.2- Isolement des bactéries

L’isolement a été basé sur la technique décrite par Aneja (2003). Un gramme de chaque
échantillon du sol prélevé, a été dilué dans 9 mL d’eau physiologique stérile, puis des
dilutions décimales jusqu’a 10 ont été préparées. 0.1 mL des dilutions décimales ont été
ensemencés a la surface du milieu gélose nutritive (GN) (Annexe 1) et les boites ont été,
ensuite, incubées a 30 °C pendant 24h. Enfin, les isolats bactériens ont été purifiés et

ultérieurement, conserveés a -80 °C pour un usage subséquent.

3.4.3- Sélection des souches ayant une activité antagoniste

La capacité des bactéries isolées a inhiber le développement de I’isolat fongique a été testée,
sur milieu PDA. Un disque de chaque isolat bactérien a été déposé sur la gélose et un autre
disque de PDA contenant la moisissure préalablement développée (7 jours), coupé par un
perforateur stérile a été déposé sur emplacement opposé a 3.5 cm de distance par rapport a
I’isolat testé. Une boite inoculée seulement avec 1’isolat fongique a servi de témoin. Ensuite,
toutes les boites ont été incubées a 28°C pendant 3 a 7 jours. L’antagonisme développé a été
estimé par le calcul du Pourcentage d’Inhibition (PI) de la croissance de I’isolat fongique

selon la formule: PI=100*(R1-R2)/R1, ou, R; représente le diamétre de la colonie de I’isolat
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fongique dans le sens d’absence de colonie bactérienne et R, représente le diametre de la
colonie fongique dans la direction de présence de la colonie bactérienne. Les isolats
bactériens qui ont révélé un effet antagoniste ont été sélectionnés et conservés comme décrit

Ci- dessus.

3.5- Identification des isolats bactériens sélectionnes

L’identification des isolats sélectionnés a été realisée tout d’abord par des tests préliminaires,
en I’occurrence: 1’aspect macroscopique et microscopique, la coloration de Gram, le test
oxydase et le test catalase (Madigan et Martinko, 2007). Ensuite, pour une identification plus
préecise, les analyses moléculaire d’ADN-16S et du géne de la gyrase A (gyr-A: topoisomérase

type 1) des isolats sélectionnés ont été effectuées.

3.5.1- Observation macroscopique et microscopique

L’identification présomptive des isolats bactériens E1B3, S5, E2X1, S1.1 a été réalisée par
I’observation macroscopique qui repose sur la détermination de 1’aspect de la colonie, sa
couleur et son revers, et une observation microscopique en considérant la taille, la forme et
I’arrangement des cellules.

3.5.2- Identification moléculaire

L’identification moléculaire des isolats bactériens sélectionnés a été réalisée par analyse de
d’ADN-16S et gyrase A. Cette analyse est effectuée au centre wallon de Biologie Industrielle
(CWBI), université de liege-Belgique. La détermination de 1’identité d’un microorganisme
nécessite la réalisation de plusieurs étapes, a savoir: L’extraction d’ADN; 1’amplification du
géne désiré par PCR; purification du produit de la PCR; le séquencage du gene étudié et le
traitement des sequences.

3.5.2.1- Extraction d’ADN

L’ADN génomique a été extrait a partir des cultures liquides des isolats bactériens, par le kit
«Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega)», selon le protocole suivant: un millilitre
de chaque culture bactérienne a été centrifugé a 13.000-16.000 g pendant 2 minutes et le
surnageant obtenu a été éliminé. Ensuite, le culot cellulaire récupéré a été suspendu dans
480uL d’acide éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA 50mM). Aprés, 120ul de 1’enzyme
Iytique (lysozyme) ont été rajoutés et le mélange obtenu a été incubé a 37°C pendant 30 a 60
minutes. De plus, 600uL de «nuclei lysis solution» ont été rajoutés et mélangés par pipetage

et la préparation est incubée a 80°C pendant 5minutes, puis refroidi a température ambiante.
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Les protéines ont été éliminées par précipitation en rajoutant 200 pL de «protein precipitation
solution», le mélange obtenu a été incubé dans la glace pendant 5 minutes puis centrifugé a
15.000g pendant 2 minutes et le surnageant obtenu a ete récupéré. Par ailleurs, la précipitation
et la réhydratation de I’ADN ont été effectuées par le transfert de ce surnageant dans des tubes
propres contenant 600puL d’isopropanol et les mélanger par inversion jusqu’a 1’apparition des
filaments d’ADN. Le mélange obtenu a été centrifugé a 15.000 g pendant 2 minutes et le
surnageant a été eliminé. Ensuite, 600 uL d’éthanol 70% ont été rajoutés et la préparation a
été centrifugée a 15.000 x g pendant 2 minutes et le surnageant a été éliminé. Apres, 1’éthanol
a été aspiré et le culot séché (tube ouvert). Enfin, I’ADN extrait a été réhydraté dans 100 pL

de «<DNA rehydratation solution», pendant une heure, a 65°C ou a 4°C pendant toute la nuit.

3.5.2.2- Amplification des gens étudiés par PCR

L’amplification des genes étudiés a été réalisée par utilisation des amorces 16SP0 (GAA
GAG TTT GAT CCT GGC TCAG) et 16SP6 (CTA CGG CTA CCT TGTTAC GA) pour
amplifier ’ADN-16S (Ventura et al., 2001), et gyr-A.f (CAG TCA GGA AAT GCG TAC
GTC CTT) et gyr-A.r (CAA GGT AAT GCT CCA GGC ATT GCT), pour amplifier la gyrase
A (Roberts et al., 1994). Le mélange réactionnel de PCR utilisé pour amplifier les deux génes
étudiés contenant: 10X taq buffer (2.5ul), 25M-MgCI2 (1.5ul), 10M-DNTP (0.4ul), amorce-f
(1.25ul), amorce-r (1.25ul), taq polymérase (0.25ul) et I’eau (42.85ul). Le programme PCR,
utilisé pour ’amplification de I’ADN-16S est le suivant: 94°C pendant10 min, puis 32 cycles
de «94°C pendantl min, 53°C pendantl min, 72°C pendant 2 min» et enfin 72°C pendant10
min. Par ailleurs, le programme d’amplification de la gyrase A est le suivant : 94°C pendant
4min, puis 36 cycles de « 94°Cpendantl min, 55°C pendantl min, 72°C pendant 2min », et
enfin 72°C pendant10 min.

3.5.2.3- Purification de I’ADN

Les produits de PCR ont été purifiés par le kit «<GFX PCR DNA and Gel Band Purification»,
suivant les instructions mentionnés. D’abord, 500 ul de «capture buffer type 2» ont été
rajoutés a 100 ul d’ADN extrait et mixer soigneusement. Ensuite, ce mélange a €té mis dans
la petite colonne du kit, puis toute la préparation dans les grands épendorfs du Kit, centrifugée
a 16.000 g pendant 30s et le surnageant obtenu a été éliminé. 500 pl de «wash buffer type 1»
ont été rajoutés a la colonne, centrifugés a 16.000 g pendant 30s et le liquide obtenu a été
jeté. Enfin, 50 ul de «elution buffer» ont été rajoutés a la colonne, centrifugés a 16.000 g

pendant 30s et le surnageant contenant I’ADN purifié a été récupéré dans des petits épendorfs.
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3.5.2.4- Séquencage des genes amplifies et traitement des séquences

Le bon déroulement de I’extraction d’ADN et de I’amplification des deux génes étudiés a éete
vérifié par électrophorése sur gel d’agarose (1%). Le séquencage des génes étudiés a été
réalisé en utilisant les mémes amorces décrites ci-dessus. Les séquences obtenues ont été
corrigées par le programme Bioedit (version 7.0.8.0) puis déposées dans la banque de donnée
«Genbank» et les numéros d’accession fournis sont obtenus. L’identité de chaque souche
bactérienne a été déterminée par comparaison des séquences de genes étudiés aux séquences

préecédemment publiées dans Genbank, en utilisant le programme Blast N.

3.6- Etude in vivo de P’effet des souches sélectionnées sur la tomate

3.6.1- Dans des conditions de pots

Des semences de tomate appartenant a la variété Bobcat ont été désinfectées a I'hypochlorite
de sodium dilué a 1% pendant 10 min, puis rincées abondamment sous un courant d'eau
stérile. Apres séchage, les graines ont été mises a pré-germer dans des plateaux alvéolés a 20
trous remplis du terreau, a raison d'une graine par alvéole. Les plateaux ont été couverts d'un
film plastique pendant 2 jours pour assurer une bonne germination (Woo et al., 1996).

Des solutions des isolats bactériens ont été préparées (108 cell/ mL), en utilisant la cellule de
Thoma. Ces traitements biologiques ont été appliqués sur les racines des plantules de tomate
agées de 4 semaines, en plongeant ces derniéres dans 10 mL de chaque suspension
bactérienne. Dans chaque pot (24 cm x 20 cm), trois plantules ont été repiquées et trois
répétitions ont été établies pour chaque traitement. L'arrosage a été effectué tous les 2 jours en
utilisant de I'eau du robinet. Cette expérience a été effectuée selon la méthode de Mouria et al.
(2012), avec quelques modifications. Apres un mois les feuilles des plantules ont été
pulvérisées par une suspension sporale (10° spores/mL) de I’agent phytopathogéne. La
sévérité de la maladie et la taille des plantes ont évaluée aprés 20 jours d’inoculation par

I’agent phytopathogéne.

3.6.2- Dans des conditions du champ

Les tests de plein champ ont été réalisés dans le terrain expérimental de Chaab-Elrssas, a
Constantine (Algérie), dans la période de Mai- Aot 2015. Le champ a été divisé en parcelles
dont, la surface de chacune des parcelles est de 1 m:séparé par un espace de 0.8 m. Le

compost naturel est rajouté dans chaque parcelle et des puis sont formés (10 puis/parcelle)
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pour repiquer les plantules de tomate. Les racines des plantules de tomate de la variété
(Blacmine) agées de 5 semaines ont été plongées dans 10 mL de concentrations bactériennes
10® cellules/ ml. Dans cette expérience, les isolats bactériens ont été testés. L'arrosage a été
effectué tous les 2 jours en utilisant de I'eau du robinet (Mouria et al. 2012). L’estimation des
parameétres de croissances a été effectuée apres 4 semaines et 8 semaines de repiquage des
plantes.

3.6.3- Etude statistique

Une étude statistique a été réalisée en utilisant le logiciel (SAS, 2001), et ce dans le but
d’évaluer ’effet des bactéries sur la stimulation des plantules de la tomate et la protection
contre la maladie de I’ Alternariose in vivo.

3.7- Production de substances antifongiques

3.7.1- Détection des enzymes de dégradation de la paroi fongique

Les activités enzymatiques ont été évaluées qualitativement sur des milieux solides, contenant
le substrat a dégrader, en I’occurrence: la chitine colloidale, le lait lyophilisé et le tributytrine,
pour détecter la présence ou ’absence de la chitinase, la protéase et la lipase, respectivement.
La présence de I’activité enzymatique se veérifie par la formation de halo claire autour de
colonie bactérienne de I’isolat sélectioné (Ariffin et al., 2006).

3.7.1.1- Activité chitinasique

L'activité chitinolytique de la souche antagoniste (E1B3) a été évaluée sur milieu chitine-agar,
contenant les minéraux suivants (K;HPO,;, KHPO, (NH4),SO4, MgSO,; 7H,0, FeSO,,
ZnS0O,, CaCl, (0.8 g, 0.3 g, 0.3 9,05 g, 0.1 g, 0.001g et 0.1 g respectivement), en plus, il
contient; 3g chitine colloidale, 8g extrait de levure, 20 g agar tamponné a pH 6,5. Le milieu
précedent a été ensemencé, en boites de Pétri, par des cultures jeunes des isolats sélectionnés
et incubé a 28°C pendant 3 a 4 jours (Nihorimbere et al., 2013).

3.7.1.2- Activité protéasique

L’activité de protéase a été évaluée en utilisant le lait écrémé de caséine comme source de
carbone (Larpent et Larpent, 1985). Le milieu de culture se compose de 9 g/l de peptone de
caséine, 9 g/l d’extraits de levure, 9 g/l de lait écrémé et 14 g/l d'agar. Une colonie jeune a été
déposée au centre de la boite de Pétri et incubée a 28 °C pendant une semaine (Nihorimbere et
al., 2013).

3.7.1.3- Activité lipasique
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La capacité de la souche antagoniste de produire la lipase a été déterminée en testant
I'nydrolyse de tributyrine. Cet essai a été réalisé par la méthode décrite par (Larpent et
Larpent, 1985) avec légére modifications. Une colonie jeune a été déposée au centre de la

boite de Pétri et incubée a 28 °C pour une semaine (Nihorimbere et al., 2013).

3.7.2- Production et analyse des lipopeptides (LPs) par spectrométrie de masse

La production des lipopetides (LPs) a été réalisée par ensemencement de 1’isolat bactérien la
plus performante dans des fioles de 250 mL contenant 50 mL de milieu opt (annexel). Les
fioles ont été incubées a 30°C sous agitation de 180 rpm pendant 72h. Les cultures ont été,
ensuite, centrifugées a 15.000 g pendant 20 min. Les surnageants ont été filtrés avec des
micro-filtre de 0.45um. Les extraits obtenus ont €té analyses par spectrometre de masse (MS).
Le gradient d’élution utilis€¢ dans ce travail permet la détection des trois familles de LPs.
L’cau acidifiée par de I’acide formique 0.1% et 1’acétonitrile (ACN) acidifié avec ce méme
acide (0.1%) ont été utilisés comme phase mobile. Le débit d’élution a été maintenu a 0.5
mL.min? et la température de la colonne & 40°C, avec un gradient de 35 min selon le
programme suivant: (43%—-80%), vol/vol ACN pendant 18 min; 100 %, vol/vol ACN pendant
9 min et 43 %, vol/vol ACN pendant 8 min. En premier temps, les composés ont été
déterminés selon les temps de rétention des standards purifiés. Ensuite, I’identité de chaque
homologue de LPs a été confirmée sur la base de la masse dans le «Single Quadrupole Mass
Detection (SQD)», par des conditions d’electrospray ionisation, comme source de température
(130°C); température de désolvation (250°C); flux de nitrogene (500 I/h) et voltage de cone
(70 V). Le mode d’ion positif a eté utilisé pour ’analyse des trois familles parce qu’un signale

élevé a éte obtenu par rapport au mode d’ion négatif (Ait-Kaki et al., 2013).

3.8- Evaluation de D’effet antagoniste par Cytometre a flux (CMF) de

P’isolat bactérien le plus performant

Ce test sert a confirmer 1’effet antagoniste de I’isolat bactérien E1B3 le plus performant
contre I’agent phytopathogéne. Des cultures de ’agent ont été effectuées dans des boites de
Pétri, contenant le milieu PDA et incubées a 30 °C pendant 7 jours. Par ailleurs, des cultures
de la bactérie ont été effectuées dans des fioles, contenant du milieu optimum liquide et
incubées a 30 °C pendant 48 h.

La suspension de I’isolat fongique a été préparée a 10° spores/mL et celle de I’isolat bactérien

est ajustée & 10 cell/mL. 50 pL de la suspension de la bactérie ont été centralement inoculée
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sur milieu PDA a l'aide d'une micropipette. Apres l'adsorption de la goutte bactérienne, 50 pL
de la suspension sporale de I’agent phytopathogéne a été ensemencée en dessus de
I’ensemencement précédent. Par ailleurs, des boites inoculées séparément par la suspension
sporale de I’agent phytopathogene et de la concentration bactérienne ont servi comme témoin.
Aprés incubation, les cultures ont été transférées dans des ependorfs contenant 1 mL d'eau
distillée et de Tween stériles 80 (2 gouttes/100 mL), puis centrifugées a 10000 rpm pendant
15 minutes. Les cellules ont été rincées par la solution de Tween 80 deux fois et resuspendues
dans 1 mL du tampon phosphate salin PBS (Annexe 2).

Chaque suspension microbienne a été marquée avec 10 uL de cFDA (Annexe2). Le mélange a
été incubé dans l'obscurité a 30 °C pendant 15 minutes avant 1’analyse par FCM. Les
échantillons ont été centrifugés a 10000 rpm pendant 15 minutes et suspendus dans 1 mL de
PBS stérile. Aprés une deuxieéme centrifugation, les culots ont été mises dans 1 mL de PBS
stérile et stockées dans la glace jusqu' & I'analyse par FCM.

Pour estimer la viabilité des cellules microbiennes, la coloration des cellules vivantes et
mortes des boites témoins des deux souches microbiennes B. mojavensis et A. alternata, a été
réalisée par cFDA (colorant utilisé pour détecter la viabilité des cellules) et ce, avant et aprés
un traitement thermique a 90°C pendant 12 min (afin de tuer les cellules de la bactérie
B.mojavensis et les spores d’A. alternata).

Les échantillons ont été analysés sur un FACS avec un laser dargon fonctionnant a 488 nm.
La fluorescence verte des cellules marquées avec cFDA a été rassemblée dans le canal FL1
(533 £ 15 nm). 40.000 événements ont été rassemblés par échantillon. L'expérience a été
répétée deux fois. Les échantillons ont été analysés apres 3, 5, et 7 jours d'incubation a 30 °C
par FCM (Rocha et al., 2014).

3.8.1- Microscope a fluorescence

Les mémes cultures microbiennes préparées pour les analyses par FCM ont été utilisées pour
étudier l'effet de B. mojavensis sur la croissance d’A. alternata par microscopie a fluorescence
(GX 40) Gembloux (Zeiss, AXIOSCOP 2MOT).
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4-Résultats

Ce travail porte sur I’étude de I’effet anti-Alternaria alternata, agent de 1’ Alternariose, des
bactéries isolées de divers environnements, en 1’occurrence: la rhizosphére d’une plante
«AGA» situé a Touggourt (RANO); la palmeraie de la région de TOLGA, située au Sud-ouest
de la wilaya de Biskra; et le sol de palmeraie de la région de Touggourt (RANO). Pour rappel,
I’ Alternariose visée dans ce travail est celle développée chez la tomate.

4.1- Isolement de I’agent phytopathogéne

L’isolement de I’agent phytopathogéne a partir des échantillons de plantes de tomates
présentant des symptomes d’alternariose a permis I’obtention d’un seul isolat fongique
présentant une structure mycélien ce qui laisse prédire qu’il s’agit d’un mycete filamenteux,
auquel, le code (Altl) a été attribué.

4.2- Identification de ’agent phytopathogene

4.2.1- Etude des caractéres macroscopiques et microscopique

L’¢étude morphologique de 1’isolat Altlaprés 2, 3, 5 et 7 jours de développement sur gélose
(figure 14) a permis de révéler les caractéres macroscopiques suivants: une colonie de couleur

claire, olivatre verdatre; avec un aspect duveteux; et une face inferieure de couleur grise; enfin

des bordures mycéliennes réguliéres.
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Figure 14 Aspect de la colonie de la souche Alternaria sp. A: aprés 2j; B : 3j; C:5jetD : 7
jours  d’incubation sur milieu PDA.

L’observation microscopique de I’isolat Altl (microscope optique GX10 et GX40) a montré
la présence des conidies de forme ovale, de couleur brune jaunatre, avec 3 transepta et 1-2

longisepta ou oblique (figure 15).

Mycélium cloisonné

Spores

Figure 15 Aspect microscopique d’Alternaria sp., A: G X10; B: GX 40.

Les résultats de cette étude préliminaire (aspect macroscopigue et microscopique) confirment

que I’isolat Altl appartient au genre Alternaria.
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4.2.2- ldentification moléculaire

L’identification moléculaire de I’isolat Alternaria sp. (Altl) a été réalisée par ’analyse de
I’ADN-ITS

4.2.2.1- Extraction de ’ADN fongique

Le bon déroulement de I’extraction d’ADN de I’isolat d’Alternaria sp. a été vérifié par
Nanodrop 2000. Les résultats obtenus ont révélé une bonne concentration de I’ADN, R =
(D0260/D0280) = 2, résultat largement satisfaisant, ce qui a permis son amplification.
4.2.2.2- Amplification de ’ADN (réaction PCR)

Le profil de migration sur gel d’agarose de la séquence amplifiée de I’ADN-ITS, est illustre
dans la figure (16). La bande d’ADN amplifiée de I’ADN-ITS migre pour atteindre une

distance équivalente a celle d’une séquence de 370 pb.

1500 p

1000p
600 p

—— ITS (370 pb)
300p

100p

Figure 16 Migration des bandes d’ADN- ITS de I’isolat d’Alternaria
sp. sur gel d’agarose; MM Marqueurs moléculaires.

4.2.2.3- Séquencage

Apres le séquencage du géne ITS rDNA d’Alternaria sp., les séquences obtenues (figure 17)
ont été corrigées par le programme Chromas Pro 17, et comparées a celles précédemment
publiées dans la banque GenBank. Cette étude a montré que les séquences sont similaires a
celles d’Alternaria alternata, avec un pourcentage de similitude de 99% et ce qu’a permis son

enregistrement sous le numéro d’accession (HQ846574.1) au niveau de la méme banque.
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AATGGATGCTAGACCTTTGCTGATAGAGAGTGCGACTTGTGCTGCECTCCGAAACCAGTAGGCCGGCTGCCAA
TTACTTTAAGGCGAGTCTCCAGCAAAGCTAGAGACAAGACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAAT
GACGCTCGAACAGECATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGT TCAAAGATTCGATGATTCACTGA
ATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCT TCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGA
AAGTTGTAATTATTAATTTGTTACT GACGCTGATTGCAATTACAAAAGGTTTATGTTTGTCCTAGTGETGEGLG
AACCCACCAAGGAAACAAGAAGTACGCAAMAGACAAGEGTGAATAATTCAGCAAGGCTGTAACCCCGAGAGE
TTCCAGCCCGCCTTCATATATTGT GTAATGATCCCTCOGCAGCACCCCCCATACGAGAGE GATCTTAC ACAAAT
GTAAGGCGGEGECTGGECACCTCTGEGETTACGCACTGCTGAATATTCACCCTTGTCTITGCGTACTCTGTT TCATG
GTGGGETTCG

Figure 17 Séquences du gene ITS apreés correction par le programme « Bioedit ».
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de Louvain (BCCM/MUCL, Belgique), ce qui confirme qu’il s’agit réellement d’Alternaria
alternata (voir annexe, rapport de la Mycotheque).
Le résultat obtenu, montre la présence de I’agent phytopathogéne de 1’ Alternariose, en

I’occurrence Alternaria alternata dans la région prospectée.

4.3- Test de pathogénicité
Cette étude a été réalisée pour confirmer que la souche d’A. alternata est phytopathogene.
Des plantules seines de tomate ont été inoculées avec suspension de spores d’ A. alternata,

les plantules témoins ont été pulvérisées avec de I'eau distillée stérile.

Le résultat de ce test a montré que les symptdmes obtenus sur les feuilles des plantules de la
tomate inoculées par A. alternata sont similaires & ceux développés dans le champ d’ou la
souche phytopathogéne a été isolée. Ces symptdmes se manifestent d’abord par de petites
ponctuations qui apparaissent a I’emplacement de I’inoculum et qui marquent la réaction des
tissus suite a la pénétration du champignon, et aprés un temps de 20 jours, I’envahissement
des tissus ait lieu et s’est traduit par des taches marron (figure 18A). Ces taches ont un
diameétre qui varie entre 0.8 et 2 cm, se développant en forme d’anneaux concentriques
caractérisant 1’Alternariose. Les plantules témoins (sains) maintenues dans les mémes
conditions en absence d’inoculation n’ont manifesté aucun symptome d’Alternariose (figure

18B).
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Symptomes

Figure 18 Test de pathogénicité d’isolat d’A. alternata sur des plantules de tomate inoculées
par suspension sporale aprés 20 jours d’incubation a 25°C; (A), feuilles infectées,
(B) feuilles témoins.

En effet, la souche testée d’A. alternata a infecté les plantules de la tomate causant des
symptoms typiques d’Alternariose (figure 18) avec un degre de sevérite de la maladie égale
ou supérieur a soixante seize pour cent (> 76 %).

Dans le but de s’assurer de la nature des symptomes et du champignon responsable, un ré-
isolement a été effectué a partir des fragments de tiges et de feuilles développant les
symptdémes précédents et ensemencé sur milieu gélosé (PDA). Aprés une semaine
d’incubation a 28 °C, des colonies typiques du champignon inoculé se sont développées
autour des fragments des feuilles et des tiges (figure 19A). Apres repiquage, les colonies
obtenues ont montré des caractéristiques macroscopiques et microscopiques typiques de I’A.

alternata (figure 19B).
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Figure 19 Ré-isolement de 1’agent pathogéne A. alternata: A, Aspect des colonies d’A.
alternata ; B, Aspect microscopique A. alternata (GX 40).

De ce fait, il a été confirmé par ce test que la souche d’A. alternata est le pathogéne
responsable de I’Alternariose, autrement appelée, la maladie de la brulure précoce de la

tomate.

4.4-1solement de microorganismes antagonistes d’A. alternata

Quarante-cing isolats microbiens ont été obtenus a partir des échantillons du sol des différents
sites explorés (tableau 6). En effet, cing isolats bactériens et trois isolats fongiques ont été
isolés a partir du sol de palmeraie de la région de TOLGA; par ailleurs, quinze isolats
bactériens et cing isolats fongiques ont été isolés a partir du sol de la rhizosphere de palmeraie
de la région de RANO (Touggourt); et enfin, dix isolats bactériens et sept isolats fongiques,
ont été obtenus a partir de la rhizosphére de la plante «k<AGA» de la région de RANO (tableau
10). Ces résultats montrent que les sites prospectés sont plus riches en bactéries qu’en
mycetes d’une part et que les bactéries sont plus présentes dans le sol des palmeraies en

comparaison a d’autres sites d’autre part.
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Tableau 10 Isolats microbiens obtenus a partir du sol des différents sites prospectés.

Sites d’isolements prospectés Microorganismes isolés
(45)
Bactéries | Moisissures
Sols agricole de palmerais de la région de TOLGA, 5 3

située a Biskra

Sols de la rhizosphére de palmerais située 8 (RANO) 15 5
Tougourt, Algérie

Sols de la rhizosphére d’une plante (AGA) située a 10 7
(RANO) Tougourt, Algérie.

4.4.1- Sélection des isolats a effet anti-Alternaria alternata

Parmi les quarante scinques isolats microbiens testés, quatre bactéries (E1B3, S5, S1.1 et
E2X1) possedent un effet antifongique sur A. alternata (figure 20).

E1B3\

A. alternata

E1B3
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A. alternata

A. alternata

Figure 20 Inhibition in vitro de développement de I’agent phytopathogéne A. alternata (T:

témoin)
nar leg isnlats antannnistes (F1R2 SR S1 1 ot F2X 1)
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A. alternata en comparaison avec les conditions du test (figure 20).

4.4.2- Taux d’inhibition de la croissance fongique développé par les isolats bactériens
Les résultats de ce test ont montré que les taux d’inhibition d’A. alternata par les isolats
varient entre 60% et 75% suivant la bactérie testée. En effet, le meilleur effet inhibiteur a été
développé par I’isolat E1B3 (tableau 11).

Tableau 11 Taux d’inhibition de la croissance de moisissure phytopathogéne A. alternata
développés par isolats bacteriens testés.

Codes d’isolats Source d’échantillon Taux d’inhibition de la

croissance d’A. alternata (%)

E1B3 Sol de palmeraie 75
S5 Sol de palmeraie 70
S1.1 Sol de la Rhizosphére de palmeraie 65

E2X1 Sol de la Rhizosphere de la plante « AGA » 62.5

67




4.5- Identification des isolats bactériens a activité antagoniste

4 5.1- Etude des caracteres macroscopiques et microscopiques
Les caracteres macroscopiques des isolats sélectionnés E1B3, S5, E2X1, S1.1 ont été étudiés

sur milieu GN. Quelques caractéristiques des colonies bactériennes ont été prises en
considération notamment, la forme, la couleur et le contour des colonies (figure 21, tableau
12). Par ailleurs, 1’observation microscopique a montré que trois isolats en 1’occurrence
E1B3, S5, E2X1, sont sous forme de batonnet Gram + (figure 22). Les tests biochimiques
effectués ont révélé en outre que ces isolats sont catalase + et oxydase -, ces résultats laissent
prédire que ces isolats appartiennent, éventuellement, au genre Bacillus. Quant au quatriéme
isolat (S1.1), les résultats obtenus (petit batonnet, Gram — (figure 22), catalase +, oxydase -)
n’ont pas laiss¢ prédire son genre tableau 13.

Tableau 12 Etude macroscopique des colonies bactériennes sur milieu gélosé GN.

Codes d’isolats bactériens Aspect macroscopique

Colonie moyenne d’une couleur creme, d'une
E1B3 forme irréguliere et d’un contour irrégulier.

Grande colonie blanchatre, d’'une forme
S5 réguliere, plane.

Colonie moyenne visqueuse d’une couleur
E2X1 créme, d’un centre élevé, d’'une forme
irréguliére et d’un contour irrégulier.

S1.1 Colonie moyenne d’une couleur créme, d’une
forme irréguliére et d’un contour irrégulier.
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Figure 21 Aspect macroscopique des isolats bactériens E1B3, S5, E2X1,

c1 1

Tableau 13 Caractéres microscopiques des bactéries E1B3, S5, E2X1, S1.1.

Code des Formes apparentes Taille Mobilité Gram
isolats

bactériens

E1B3 Bacilles Moyens Mobiles Positif
S5 Bacilles Petites Mobiles Positif
E2X1 Bacilles Moyens Mobiles Positif
S1.1 Bacilles Petites Mobiles Négatif
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Figure 22 Observation microscopique des isolats bactériens E1B3, S5, E2X1, S1.1 par
I’utilisation de coloration de Gram (GX40).

4.5.2- Etude moléculaire

L’identification moléculaire des isolats sélectionnés a été réalisée au niveau du Laboratoire de
Biologie Moléculaire, du Centre Wallon de Biologie Industrielle (CWBI), Université de Liége
(Ulg), Belgique.

4.5.2.1- Extraction d’ADN

Le bon déroulement de 1’extraction d’ADN des isolats bactériens E1B3, S5, E2X1, S1.1 a été
vérifié sur gel d’agarose. Les résultats obtenus ont révélé une bonne migration de I’ADN, ce

qui a permis de passer a son amplification.
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4.5.2.2- Amplification de séquences d’ADN-16S
Le profil de la séquence amplifiée de I’ADN-16S sont illustrés dans la figure 23. La bande
d’ADN amplifiée de I’ADN-16S migre pour atteindre une distance équivalente a celle d’une

séquence de 1500 pb.

S1.1

ADN-16S
( 1500 pb)

gela’agarose : ADN-16S, MM Marqueurs moléculaires. |

4.5.2.3- Séquencage

L’identification moléculaire des isolats par I’analyse d’ADN-16S a montré que tous les isolats
appartiennent au groupe Bacillus subtilis, exception faite pour la souche S1.1 qui a été
identifiée comme étant Providencia vermicola. Cependant, le blast des séquences corrigés est
illustré dans les (figure 24, 25, 26, 27).

AAGCCETATAAAAAATCGGCTCGTATCGTCGGAGAAGTTATCGGEAAATACCACCCTCACGGTGATTCAGCGG
TATATGAATCTATGGTCAGAATGECGCAGGATTTCAACTACCGTTATATGCTGGT GEACGGTCACGGAAACTTT
GETTCTGTAGACGGAGACTCAGCCGCTGCEATGCEGETACACCGAAGCCAGAATETCTAAGATCGCCATGGAA
ATTCTGCGAGACATTACAAAAGACACGATTGATTATCAAGATAACTATGATGGTT CAGAGAGAGAACCTGETTG
TCATGCCGTCAAGATTCCCGAACCTGCTTETAAATGGAGCAGCCGGTATTGCAGTCGGAATGGCTACAAATAT
ACCGCCGCACCAGCTTGLAGAAATTATTGACGEAGTG

Figure 24 Séquences du gene ARN 16S de I’isolat E1B3 apres avoir été corrigé a
I’aide du programme «Bioedit»

GAAAGATACGATTGATTATCAAGATAACTATGACGGCGCAAAAAGAGAACCTGTCGTCATGCCTTCGAGATTT
TCCGAATCTGCTCGTAAACGEAGCTGCCGGTATTGCGGTCGGAATGGCEGACAAMTATTCCTCCGCATCAGCTT
GGEEGEAAGTCATTTGAAGGCGTGCTTTGLCGTAAGTGAGAATCCT GAGATTACAAACCAGGAGCTGATGGAAT
ACATCCCGGGCCCCOGATTTTTCCGACTGCAGGTCAGATTTTTGGECCGEAGCGGCATCCCGCAAGGCATATG
AATCCGGACGGEGGEATCCATTACGATCCGGGGCTAAGGCTGAAATCG

Figure 25 Séquences du gene ARN 16S de I’isolat S5 aprés avoir été corrigé a I’aide
du programme «Bioedit»



AGCGGACCGATGTGAGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTG
GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTITGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACC
ACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG
AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCG
TTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAAC
CGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATGTGGAG

Figure 26 Séquences du gene ARN 16S de I’isolat E2X1 apreés avoir été corrigé a

G ’aide du programme «Bioedit» 3G
GGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAATCTCTTAGGAGCAAAGCAGGGGAACTTCGGTCCTTGCGCTATCGG
ATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATC
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTG
ATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGGGAGGAAGGCGTTGATGCTAATAT
CATCAACGATTGACGTTACCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGLG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTTAGATG TGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAAT
GGCATCTAAGACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAA

Figure 27 Séquences finales du gene ARN 16S de I’isolat S1.1 apres avoir été corrigé
L a 1’aide du programme «Bioedit»

. - it,
les especes obtenues et attributaires de numéros d’accession, sont illustrées dans le tableau
(14).

Tableau 14 Identification des souches bactériennes sélectionnées par analyses d’ADN et les
numéros d’accession fournis par Genbank.

Isolats bactériens Identification Numéros
d’accession
E1B3 Bacillus mojavensis KC977492
S5 Bacillus amyloliquefaciens KC977493
E2X1 Bacillus subtilis KP699114.1
S1.1 Providencia vermicola KP059130.1

Les résultats obtenus, montrent qu’il est possible d’identifier des bactéries du genre Bacillus
et Providencia antagonistes a A. alternata (agent de 1’Alternariose) issus de la zone
rhizosphérique des plantes et de palmerais de sud Algérien. Cette efficacite laisse entrevoir la

possibilité d’utiliser ces bactéries dans la lutte biologique contre 1’ Alternariose.
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4.6- Etude in vivo de I’effet des souches sélectionnées sur la tomate

L’effet des souches B. amyloliquefaciens, B. mojavensis, B. subtilis, P. vermicola sur la
croissance des plantes de tomate et leur protection contre la maladie causée par le
champignon phytopathogéne A. alternata a été testé in vivo, dans des conditions de pots et de
plein champ.

4.6.1- Dans les conditions de pots

Le traitement des plantules de tomates (variété : Bobcat), avec les suspensions bactériennes
(10°%cell/mL) des souches; B. amyloliquefaciens, B. mojavensis, B. subtilis, P. vermicola a

permis la promotion (la stimulation de la croissance) et la protection des plantes utilisées dans

I’expérience contre 1’agent phytopatogene de 1’ Alternariose (figure 28).

Figure 28 Effet de traitement des souches : B. mojavensis (E1B3), B.
amyloliquefaciens (S5), B. subtilis (E2X1), P. vermicola (S1.1), Témoin (T)
sur la plante de tomate apreés 20 jours d’inoculation par A. alternata.

Les résultats du test in vivo, dans les conditions de pots, ont montré que les valeurs des
parameétres de croissance concernant la taille et le nombre de feuilles par plante a été variable
(figure 28). En effet, la souche B. mojavensis a montré le meilleur effet pour le cas de la taille
des plantes avec une valeur de 125,6 cm. Par ailleurs, les meilleurs effets ont été révélés par
B. mojavensis, B. subtilis et P. vermicola dans le cas du nombre de feuilles avec des valeurs

65.4, 62.8 et 65.6, respectivement, versus 40.6 dans le lot témoin (tableaull, figure 28).
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En ce qui concerne les effets des souches bactériennes sur le nombre de fleurs par plante,
I’analyse des résultats montre que les traitements par les souches de B. mojavensis et P.
vermicola stimulent avec des valeurs similaires estimées a 1.8. En effet, le nombre de fleurs
des plantes de tomate, inoculées par la souche B. amyloliquefaciens, s’est amélioré et a atteint
une valeur de 1 fleur par plante, Cependant la souche B. subtilis a donné un effet considérable
(2,4 fleurs par plante) par rapport aux témoins.

Par ailleurs, I’effet de la protection des plantes de tomate contre A. alternata a été signifiant
pour les souches testées, en conséquence, la souche P. vermicola semble étre le meilleur agent
protecteur contre A. alternata avec un nombre de symptomes (tache d’Alternariose) estimé
a 1. Cependant, les autres souches bactériennes testées (B. amyloliquefaciens, B. mojavensis,
B. subtilis) ont montré des effets de protection qui ont atteint des valeurs de 4.6 ; 5.2 et 6,
respectivement. Ces valeurs sont considérées trés intéressantes, si on les compare au lot du
témoin, ou le taux de maladie a atteint 36.4 symptdmes par plante.

Tous les traitements bactériens testés ont montré un effet positif significatif (P<0.05) plus
important que ceux obtenus dans le lot témoin

L’¢tude statistique appliquée dans les conditions de pots, révele que les coefficients de
corrélations sont élevées; la taille (R? = 0,9); le nombre de feuilles (R?=0,88); le nombre de
symptomes (R®= 0,95). Par contre, le coefficient de corrélation pour les fleurs est de 0,29
(tableau 15).
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4.6.2- Dans les conditions de champ

Pour rappel, le test in vivo des souches B. mojavensis, B. amyloliquefaciens, B. subtilis, P.
vermicola, en plein champ est réalisé a Constantine (Algérie) pendant la période de Mai- Aout
2015. Avant le repiquage, Les racines des plantules de tomate de la variété (Blacmine) agées
de 4 semaines ont été plongées dans 10 mL de concentrations bactériennes 10® cellules/ ml.
Les paramétres prisent en considération sont la taille des plantes, nombre de feuilles par
plante et le nombre de fleurs par plante (tableau 16).

L’analyse des résultats présentés dans le tableau (16) montre que des effets significatifs
positifs variables, ont été enregistrés entre les lots traités par les différentes souches
bactériennes et le témoin sur la plupart des parametres étudiés, apres la période de repiquage.
En effet, aprés 4 semaines de repiquage, aucun effet significatif n’a été enregistré par les
souches B. subtilis, P. vermicola et B. amyloliquefaciens, sur la taille des plantes en
comparaison avec le témoin. Alors que la souche B. mojavensis a augmenté significativement
la taille des plantes (23,80 vs 18.10). Par ailleurs, apres 8 semaines de repiquage aucune
différence significative n’a été observée chez B. subtilis, P. vermicola sur la taille des plantes
en comparaison avec le témoin. Par contre, les meilleurs effets ont été enregistrés chez B.
mjavensis et B. amyloliquefaciens (34.6 et 34.8 vs 25.1).

D’autre part, le nombre de feuilles des plantes de tomate, apres 4 semaines est meilleur dans
les lots traités par la souche, B. subtilis, P. vermicola et B. amyloliquefaciens (42, 44.1 et
40.9), respectivement, versus 23.1 dans le lot témoin. En outre, le nombre de feuilles des
plantes de tomate est meilleur dans les lots traités par la souche B. mojavensis atteignant
(101.1 vs 39.7), aprés 8 semaines de culture.

En ce qui concerne le nombre de fleurs, aprés quatre semaines, les souches B. mojavensis, B.
subtilis, P. vermicola et B. amyloliquefaciens ont montré des effets significatifs par rapport au
témoin, qui ont atteint (3.9, 2.2, et 3.8 et 3.1 vs 0.9). En revanche, les souches B. mojavensis,
P. vermicola et B. amyloliquefaciens ont permis une meilleure formation de fleurs (10.9, 13.2
et 13.6 vs 3.4), aprées 8 semaines de culture (tableau 12).

On récapitule, les meilleurs effets calculés, apres 8 semaines de repiquage ont été estimés
chez B. mojavensis et B. amyloliquefaciens, sur la taille des plantes; B. mojavensis sur le
nombre de feuilles par plantes; B. mojavensis, P. vermicola et B. amyloliquefaciens sur le

nombre de fleur par plante.
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L’étude statistique appliquée en plein champ, montre que les coefficients de corrélations sont
élevées; la taille (R? = 0,84); le nombre de feuilles (R?=0,98); et le coefficient de corrélation
pour les fleurs est de 0,69. La valeur de P-value (p<0,05) et les coefficients de corrélation de
différents tests présentés dans cette étude montrent qu’ils sont hautement significatifs.

En général, les plantes de tomate dans tous les lots ne montrent aucun symptdome maladif
pendant toute la période de culture. Cependant, quelques feuilles d’un nombre limité de
plantes uniqguement jaunissent.

Il est intéressant de signaler que, B. mojavensis semble étre le meilleur agent de biocontréle
pour évaluer 1’étude in vitro et in vivo, de ce fait, cette souche a été ciblée pour la suite du

travail.

4.7-Production des substances antifongiques

Dans le présent travail, 1’objectif de la recherche des substances antifongiques est de
déterminer la capacité de la souche la plus performante (B. mojavensis) a produire des
enzymes nécessaires dégradant la paroi des cellules fongiques comme la protéase, la lipase la
chitinase et d’autres substances bioactives en 1’occurrence les lipopeptides.

4.7.1-Enzymes dégradant la paroi des cellules fongiques

La figure 29 cité ci-dessous montre que B. mojavensis est capable de secréter des enzymes en

I’occurrence; la protéase et la lipase et n’a pas capable de produire la chitinase

Figure 29 (A), détection de I’activité de protéase développée par B.
mojavensis; B) Détection de ’activité de lipase développée par B.
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4.7.2- Les lipopeptides (LPs)

La capacité de B. mojavensis a produire des lipopeptides (LPs) a été mise en évidence par des
analyses de spectrométric de masse couplée a ’'HPLC (LC-MS). La determination de la
nature des pics HPLC obtenus a été realisée par comparaison des rapports masse/charge
(M/Z) des différents ions moléculaires (MNa* pour les iturines et les surfactines et MH™ pour
les fengycines) aux rapports M/Z des ions lipopeptidiques précédemment décrits dans la
litterature. La figure illustre un exemple de profil des analyses LC.MS des LPs de la souche
B. mojavesis comprenant les pics chromatographiques. Les trois familles de lipopeptides
sortent selon les chromatogrammes obtenus a différents temps de rétention (iturines: 3min-

6min; fengycines: 6min; surfactines: 12min-15min) (figure 30).
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Figure 30 Analyse par LC.MS des lipopeptides produits par la souche B. mojavensis: Profil
chromatographique de production des lipopeptides, iturines (4min, 5Smin et 7min),
fengycines (8min a 13min), surfactines (23min a 26 min).

Les résultats d’analyses LC-MS ont montré que la souche B. mojavensis isolée, produise les

trois familles de lipopeptides, en I’occurrence; iturine, surfactines et fengycines.
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4.8- Evaluation de I’effet antagoniste par Cytométre & flux (FCM) de la

souche la plus performante

Dans le but d’étudié I’effet antagoniste de la souche la plus performante B. mojavensis
(E1B3) sur I’agent phytopathogene de 1’ Alternariose A. alternata un suivi de la confrontation
des deux souches a été réalisé dans des boites de Petri contenants le milieu PDA. L’évolution
de I’antagonisme est analysée par une technique pratiquée, jusqu’ici, sur les bactéries, a savoir
la technique de cytométrie en flux (CMF) accompagnée par observation au microscope a
fluorescence.

La figure 31 présente les différentes étapes de 1’interaction entre B. mojavensis et A. alternata
Zéme

aprés le 3°™, le 5°™ et le jour de I’incubation, toute en comparaison avec des cultures

témoins (cultures seules en boites) de B. mojavensis et de A. alternata.
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Figure 31 Effet de B. mojavensis sur la croissance d’A. alternata aprés le 3°™, le 5°™
et le 7°m jOUI’S sur PDA inoculé centralement : (a) B. mojavensis, (b) A.

alterpata et ayensq g z?lter ata.
Les boites de PDA centra eme t inoculées’par le eux souches B. mojavensis et A. alternata,

ont montré une inhibition trés importante d’A. alternata, a partir du cinquiéme jour
d’incubation (figure 31).

La coloration des cellules préleveées a partir de la boite renfermant les cultures de B.
mojavensis et A. alternata en confrontation, a été réalisée par cFDA avant de lancer les
analyses par CMF; Dintensité du vert fluorescent (GFI) a atteint 10° & 10° MH pour B.
mojavensis (figure 32A) et 10* & 10° MH pour A. alternata (figure 33A). Par contre; aprés
traitement thermique (90°C pendant 12 min), I’intensité de GFI des cellules mortes a atteint
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des valeurs trés basses de 10%et 10° MH, pour les deux souches microbiennes, comme montré
dans les figures (figure 32 B, C) and (figure 33 B, C).
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Figure 32 Profil de CMF des boites témoins de B. mojavenisis lors du 3°™ jour
d'incubation. (A) des cellules bactériennes vivantes avant traitement
thermique (90°C pendant 12 min), (B) des cellules mortes
bactériennes non colorées avec cFDA, apreés traitement thermique,
(Y Adoc ralliilae martae hartdriannace enlnrdnoe aviar fENA  anrac
g A B B g C
3 38 S8
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Figure 33 Profil de CMF des boites témoins d’A. alternata lors du 3*™ jour d'incubation.
(A) cellules fongiques vivantes avant traitement thermique (90°C pendant 12
min), (B) cellules fongiques mortes non colorées avec cFDA, aprés traitement

thermique, (C) cellules mortes fongiques colorées avec cFDA, aprés traitement
thermique.

Le suivi de I’évolution de I’intensité¢ du vert fluorescent des boites de PDA contenant B.
mojavensis et A. alternata cultivées ensemble au centre a été effectué le troisieme, cinquiéme
et septiéme jour. Aprés le 3°™ jour, intensité de GFI dans les boites de PDA contenant
chaque souche a part ; a atteint 10* MH et 10° MH, pour B. mojavensis et A. alternata (figure

34) alors que celle des boites d’interaction était entre 10° et 10* MH.
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Aprés le 5°™ jours, I’intensité¢ de GFI des boites de PDA contenant B. mojavensis a diminué
a atteignant10° MH. Dans le cas des boites d’A. alternata, deux piques ont apparu et 10° MH,
et 10° MH. En revanche, les boite d’interaction ont émettre une fluorescence de 10° et 10*
MH d’intensité (figure 34).

Aprés le 7°™ jour d’incubation, les mémes valeurs d’intensité de GFI du 5°™ jour, ont été
obtenu dans les boites contenant chaque souche a part. Par contre, les boites d’interaction ont
connu une augmentation impressionnante des valeurs d’intensité de GFI, atteignant 10%et 10°

MH.
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Figure 34 Profils expérimentaux de CMF de B. mojavensis (A), A. alternata (B), interaction
entre B. mojavensis et A. Alternata (C) apres le troisiéme, le cinquieme et le septieme
jour d'incubation.

Les mémes échantillons ont été observés par microscope a fluorescence pour confirmer

I’activité antagoniste de B. mojavensis viv-a-vis A. alternata et avec la présence du colorant

cFDA, aprés 7 jours d'interaction.
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Le colorant cFDA pénétre dans les cellules de B. mojavensis et A. alternata parfaitement
(figure 35, 36). L’observation d’interaction B. mojavensis-A. alternata montre une forte

inhibition de filament et des spores d’A. alternata.

-8 8y

Alternaria alterngta ol : N1
y

Figure 35 Analyse d’interaction entre A. alternata et B. mojavensis par microscope a fluorescence.
Les ceIIuIes ont été traltees comme decrlt en Materlel et Meéthodes. Les cellules ont été

A. alternata

Figure 36 Analyse d’interaction entre A. alternata et B. mojavensis par microscope a fluorescence.
apres 7 jours d'interaction (GX 40).
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5- Discussion

L’intensification de la production agricole est survenue en parallele avec 1’expansion de la
population mondiale, pendant le XXe siecle. Cette intensification communément connue
« Révolution agricole » est principalement caractérisée par 1’utilisation intensive des
organismes génétiqguement modifiés (OGM), des engrais et des pesticides chimiques
(Cartillier, 1977). L’utilisation intensive de ces derniers a provoqué de graves conséquences
sur I’environnement et la santé de ’homme (Rocha et al., 2014) d’ou ’apparition des produits
phytosanitaires d’origine naturelle, dits, biologiques. Parmi ces dernier, on note les
rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPRs: plant growth promoting
rhizobacteria), qui sont largement utilisées en agriculture biologiqgue comme agents naturels
de biocontréle (McSpadden- Gardener, 2004).

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de caractérisation d’un ensemble de bactéries, isolées
des milieux arides d’Algérie, pour leurs capacités in vitro et in vivo, de protection des plantes
de tomate contre I’agent causal d’Alternariose a savoir, Alternaria alternata.

La souche phytopathogene d’A. alternata utilisée ici, a été isolée et sélectionnee a partir des
différents échantillons, feuilles, tige et fruits, présentant les symptomes d’Alternariose de la
tomate (taches marron en forme d’anneaux concentriques). Ce résultat montre que cette
souche est responsable de I’Alternariose de la tomate dans la région de Hamma Bouziane
(Constantine). La présence de ce champignon phytopathogene dans des plantes de tomate
malade a été rapporté par plusieurs études, telle que Fatih et al., (2005); AbdAlla et al.,
(2014) et Kokaeva et al., (2015).

Les caractéristiques macroscopiques de ce champignon montrent que la couleur de la colonie
est claire a une teinte olivatre verdatre avec un aspect duveteux ; et une couleur grise de la
face inferieure; la croissance mycélienne est a bordures régulicre. L’observation
microscopique de I’isolat Altl montre la présence des conidies de forme ovale, de couleur
brune jaunatre, avec 3 transeptas et 1-2 longisepta ou oblique (Gonzalez, 1995). Selon ces
caractéres macroscopiques et microscopiques 1’isolat Altl a été identifié, en présomptive,
comme Alternaria alternata (Simmons, 2007). Les caractéres macroscopiques sont en accord
avec ceux de Pusz et al., (2009) qui ont rapporté que la couleur des colonies d’A. alternata
isolées d’Amaranthus retroflexus varie du gris clair au gris foncé. De méme, Rai et Kumari,
(2009) et Berber et al., (2008) ont observé des colonies d’A. alternata a texture cotonneuse

compacte et dense avec une couleur claire a noir fonce.
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Accessoirement, les caractéristiques microscopiques d'A. alternata sont conformes a celles
observées par Berber et al., (2008) qui ont montré que les conidiophores de ce champignon
sont simples ou ramifiés, de couleur brun-dorée et que les conidies d'A. alternata, sont
cloisonnées transversalement et langitudinalement, ovoides ou elliptiques, souvent branchées
en chaines, de couleur pale a brun-dorée.

La confirmation de I’identification préliminaire de cet isolat a été réalisée par des analyses
moléculaires des genes ITS, et Tef I-a. Le blast des séquences dans Genbank, a montré que la
souche fongique est Alternaria alternata. Le numéro d’accession; fourni par cette base de
donnée pour la souche, est HQ846574.1.

Plusieurs travaux ont montré I’utilisation des génes ITS pour déterminer les espéces du genre
Alternaria; on cite entre autre; ceux de Mmbaga et al., (2011). En revanche, les travaux de
Zur et al., (2002) montrent que les génes ITS ne sont pas suffisants pour confirmer 1’identité
ou I’espéce de la souche A. alternata. En outre, Woudenberg et al., (2011) ont utilisé les
génes ITS, gapdh et endoPG pour identifier les isolats d’Alternaria isolés en USA.
L’utilisation d’A. alternata isolée des plantes de tomate malades pour réaliser le test de
pathogénicité sur cette plante s’est déroulé avec réussite. Cette réussite est auparavant
signalée dans le travail de Mirkarimi et al., (2013). La maladie d’Alternariose, en effet,
progresse, lentement les premiers jours, mais s’accélére au fur et a mesure pendant la
premiére semaine d’inoculation des plantules de tomate. Les résultats obtenus montrent que la
souche fongique testée a pu infecter les plantules de tomate, causant, ainsi, des symptémes
typiques d’Alternariose avec un degré de sévérité¢ de > 76 % comparativement aux témoins.
Les symptomes sont essentiellement représentés par 1’apparition des taches sur les feuilles.
Ces taches sont circulaires de couleur foncée a brune claire, se produisant en nombre variable
par feuille ; elles sont principalement de diamétre > a 5 mm, pendant la premiére semaine de
post-inoculation. La couleur des feuilles atteintes virent vers le jaune, puis vers le brun et la
feuille finit par tomber. Ces observations sont plus ou moins identiques a celles décrites par
Kumar et Srivastava, (2013); Stammler et al., (2014) et Bessadet, (2014).

Pour lutter contre I’A. alternata développé précédemment, différents échantillons ont été
ciblés dans le présent travail, en I’occurrence ; le sol des zones rhizosphériques des plantes de
palmeraies et de la plante AGA de plusieurs régions du sud Algérien. Ces sites
d’échantillonnage sont choisis par rapport a leur importance. En effet, Whipps, (2001);
Lugtenberg et al., (2002); Villacieros et al., (2003); Singh et al., (2004); De Carvalho et
Pedro, (2010); Dib et al., (2009) ont montré que les milieux particuliers explorés (sol de la

rhizosphére) constituent une source écologique importante d’isolement des microorganismes
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résistants, ayant des caractéristiques phénotypiques et génotypiques particulieres, grace aux
exsudats racinaires et aux interactions diverses microbe-microbes et microbes-plantes, telles
que la symbiose, parasitisme, antagonisme, etc. ceci augmente la chance de tomber sur des
populations microbiennes a des potentialités importantes de biocontrole.

L’exploration des échantillons en provenance de divers environnements de Sahara Algérienne
(Biskra et Tougourt) a permis 1’obtention de 45 isolats microbiens susceptible de développer
un effet sur ’agent de I’ Alternariose. Le test de sélection a mis en évidence que; E1B3 et S5
(isolés de Biskra), S1.1 et E2X1 (isolé de Tougourt) possedent un effet antifongique
considérable contre A. alternata (taux d’inhibition varient entre 60% et 75%), cependant,
I’isolat E1B3 a développé le meilleur effet. En effet, trois souches de Bacillus sont obtenues a
partir du sol des différents sites prospectés, deux Bacillus a partir du sol de palmeraie de la
région de TOLGA, une souche de Bacillus a partir du sol de la rhizosphéere de la plante
«AGAw. Il est tres intéressant de signaler qu’un autre genre bactérien a été identifié a partir du
sol de la rhizosphére de palmeraie de la région de RANO, il s’agit de Providencia. La mise en
évidence de ces genres a €té réalisée grace a tests préliminaire d’identification bactérienne.

Le genre Bacillus représente un large nombre de microorganismes communément isolés du
sol et du sol rhizosphériques (McSpadden- Gardener, 2004). En effet, la présence des
bactéries du genre Bacillus dans la rhizosphere de diverses plantes a été investigué dans
plusieurs études, telle que celle de Ait kaki et al., (2013) et Kdberl et al., (2013), qui ont isolé
des souches de Bacillus spp. et Paenibacillus spp. a partir du sol de la rhizosphere des plante
médicinales Matricaria chamomilla, Calendula officinalis et Solanum distichum. Sur le méme
plan, Abbo et al., (2012) et AbdAlla et al., (2014) ont isolé a partir de la rhizosphére de la
tomate des souches appartenant au genre Basillus (B25, B35, B41, et B45) pour les utiliser en
tant qu'agents de lutte biologique. AbdAlla et al., (2014) ont identifié leurs souches comme
étant B. subtilis, B. megaterium, B. pumilus and B. cereus. Enfin, Foe Ldes et al., (2000) ont
isolé la souche Bacillus subtilis IFS-01 a partir de la rhizosphére des céréales afin de ’utiliser
en tant qu'agents de lutte biologique. En revanche, trés peu d’études ont parlé de la présence
du genre Providencia dans la partie rhizospherique du sol (Hussain et al., 2015 ; Aish et al.,
2015). Et a notre connaissance aucun travail n’a fait allusion a 1’isolement de ce genre du
méme écosysteme.

Le test d’antagonisme effectué dans le présent travail, sur PDA, a permis de sélectionner trois
isolats de Bacillus (E1B3, S5 et E2X1) et un isolat de Providencia (S1.1) développant une
activité anti-Alternaria. Plusieurs études ont décrit les effets antifongiques, in vitro, des

souches de Bacillus sp. vis a vis de certaines moisissures phytopathogénes (Schippers et al.,
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1992; Jongsik et Kyung, 2000; Gong et al., 2006; Ongena et al.,2007). Par contre, d’aprés
littérature, le présent travail est le premier a étudier I’activité antifongique de P. vermicola.
L’effet inhibiteur de cette espece bactérienne a été précéderent montré contre des organismes
non microbiens (le nématode M. javanica), comme le cas exhibé par Aich et al., (2015) qui
ont montré l'effet inhibiteur de la souche P. vermicola contre 1’agent pathogéne M. javanica.
Les isolats de Bacillus spp, ont donné, dans des boites de milieu gélosé, une zone d'inhibition,
un secteur du brunissement des microbes pathogenes, ou se sont développes rapidement au-
dessus d’agent pathogéne et ont empéché leur croissance. Dans la littérature consultée,
plusieurs genres bactériens, en plus du genre Bacillus, ont montré des effets antimicrobiens
divers, en I’occurrence, Agrobacterium; Bacillus; Pseudomonas; et Streptomyces (Larkin et
Farvel, 1998). Pengnoo et al., (2006) ont prouvé que 16 isolats de Bacillus spp. possedent la
capacité d'inhiber la croissance mycélienne de Rhizoctonia solani agent causal de la rouille
de feuille de I'arachide de bambara. Parmi ces isolats, Bacillus firmus a montré la meilleure
activité. D'autre part Essam et al., (2006) ont montré que Bacillius subtilis 1020 et B. cereus
1080 étaient les souches les plus performantes contre 1’agent pathogéne Penicillium italicum.
Yazici et al., (2011) ont rapporté que plusieurs bactéries telles que B. subtilis (IK-83, 1K-92
and I1K-159), B. cereus-GC sous-groupe A (IK-34) et B. amyloliquefaciens (IK-104) étaient
trés efficaces in vitro contre A. solani. Des analyses de I'activité antifongiques confirment que
B. mojavensis KJS-3 a des effets antifongiques sur Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani AG-
4, Sclerotinia sclerotiorum et Colletotricum goeosporioides (Kim et al., 2015). Varma et
Gandhi (2007) et Behera et al., (2013) ont rapporte l'efficacité de B. subtilis et P. fluorescens
sur l'inhibition de croissance d’A. solani. L'isolat bactérien R2, identifié comme Bacillus
vallismortis, a soutenu plus de 50% d'inhibition de différentes moisissures (Alternaria
alternata, Rhizoctonia oryzae, Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Colletotrichum
sp, Helminthosporium sp et Magnaporthe grisea) dans les culture en boites (Kaur et al.,
2015). Dans une autre étude, la bactérie B. megaterium s'est avérée pour produire des
composés diffusibles et volatiles qui ont inhibé la croissance d’A. alternata et F. oxysporum
(Trivedi et Pandey, 2008). Trivedi et Pandey, 2008; Matar et al., 2009 et Velmurugan et al.,
2009 ont montré les capacités de B. subtilis et de B. megaterium d’inhiber la croissance
mycélienne in vitro de plusieurs moisissures phytopathogénes.

Apres analyse de ’ADNTr-16S, il s’est avéré que les souches appartenant au genre Bacillus
s’agissent des bactéries du groupe B. subtilis qui englobe plusieurs espéces tres semblables
selon le plan taxonomique (Roberts et al., 1994). Par contre, la souche bactérienne

représentant le genre Providencia, a été identifiée comme étant P. vermicola (KP059130.1).
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En complément, I’analyse des séquences de gyrase A a pu distinguer les especes du groupe B.
subtilis les unes des autres. De ce fait, les bacilles isolés de Biskra ont été identifiés comme B.
amyloliquefaciens (KC977493) et B. mojavensis (KC977492), et ceux isolé de Tougourt
appartenant a I’espéce, B. subtilis (KP699114.1).

Plusieurs souches de Bacillus ont été isolées, auparavant, a partir du sol des régions arides et
désertiques (Roberts et al., 1994). B. mojavensis est isolé pour la premiere fois en 1994, par
Roberts et al a partir du sol du désert de Mojave en Californie. Il est important de signaler que
la présence de B. subtilis dans la rhizosphére de la plante «Aga», est selon nos connaissances
est décrite ici pour la premiére fois. Par ailleurs, la souche P. vermicola n’a jamais été isolée
du sol de la rhizosphéere de palmerais. En revanche, cette souche a été isolée par Hussain et
al., (2015) a partir de la rhizosphere de la graine de colza, et par Aish et al., (2015), a partir
des plantes saines du poivre.

L’¢tude de traitement de 1’ Alternariose de la tomate, en utilisant des souches de Bacillus spp.

a été largement abordé (Fravel, 2005; Abbo et al., 2012). Par contre, selon nos connaissances,

la souche P. vermicola est utilisée pour la premiere fois ici, pour cet objectif.

Dans le présent travail, les souches; B. amyloliquefaciens, B. mojavensis, B. subtilis, P.
vermicola ont permis la promotion et la protection des plantules de tomate dans les conditions
de pots et en plein champs. L’effet des différentes souches bactériennes testées était variable,
selon I’espece bactérienne, le parametre étudié et 1’expérimentation (en serre ou en plein
champs). La méme constations a été observée par Ben Mbarek, (2011) et Abdel-Monaim,
(2011). Ceci est di a I’influence des interactions complexes que développent les plantes avec
leur environnement biotique et abiotique (Calvo-Garrido, 2014).

Dans les conditions de pot, la souche P. vermicola (S1.1) a revélé un meilleur effet sur la
diminution de la sévérité¢ de la maladie d’Alternariose en comparaison avec le témoin. Par
ailleurs, la souche B. mojavensis (E1B3) augmente la taille des plantules de tomate. Les
souches B. mojavensis (E1B3), P. vermicola (S1.1) et B. subtilis ont montré les meilleurs
effets pour le nombre de feuilles par plante. Concernant le nombre de fleurs, B. subtilis
(E2X1) a monté le meilleur effet. Yazici et al., (2011) ont révélé que les bactéries
(Paenibacillus macerans-GC subgroup A, Serratia plymuthica, Bacillus coagulans, Serratia
marcescens-GC subgroup A, Bacillus pumilis —-GC subgroup B et Pantoea agglomerans) ont
réduit de maniére significative la sévérité de la maladie d’Alternariose de la tomate en

comparaison avec le témoin.
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Dans les conditions du champ, B. mojavensis (E1B3) a monté un meilleur effet sur la taille
des plantes, aprés 4 semaines de repiquage; B. subtilis (E2X1), P. vermicola (S1.1), B.
amyloliquefaciens (S5) ont révélé un meilleur effet sur le nombre de feuilles par plantes; et B.
mojavensis (E1B3), B. subtilis, P. vermicola (S1) et B. amyloliquefaciens (S5) ont montré un
meilleur effet sur le nombre de fleur par plante. Les meilleurs effets calculés, aprés 8
semaines de repiquage ont été estimés chez B. mojavensis (E1B3) et B. amyloliquefaciens
(S5), sur la taille des plantes; B. mojavensis (E1B3) sur le nombre de feuilles par plante; B.
mojavensis (E1B3), P. vermicola (S1.1) et B. amyloliquefaciens (S5) sur le nombre de fleur
par plante. Abbo et al., (2012) ont montrés 1’effet antifongique des quatre espéces de Bacillus
spp. isolées a partir de la rhizosphére de tomate contre A. alternata (Fr.) Keissl. in vitro et in
vivo. Il est a noter que les souches de Bacillus isolées de la rhizosphere d’une plante, peuvent
servir de traitement pour d’autres plantes, chose remarquée dans notre travail, ainsi que
d’autres ; en fait, Josi¢ et al., (2011) ont montré la réduction significative d'infection de graine
de guimauve par des especes d'Alternaria, en les traitant par Bacillus sp. Q3 isolée de la
rhizosphére de mais.

De ce fait, les souches de « Bacillus » et de « Providencia » isolées et caractérisées dans ce
travail ont de performances de bio contrble intéressantes et in vitro et in vivo. Ce qui peut
faire d’elle des agents de bio contrdle efficaces, dans 1’augmentation du rendement des
récoltes agricoles. Par ailleurs, 1’originalité de ce travail qui consiste en 1’utilisation de P.
vermicola dans le domaine de bio controle peut ouvrir des portes vers des axes de recherches,
menant a des résultats plus efficaces en termes de gestion de productions agricoles. Surtout
que cette souche n’a pas été exploitée dans ce domaine.

L’activité anti-Alternaria investiguée dans le présent travail peut étre expliquée par le pouvoir
de ces souches performantes a produire des substances antifongiques. Les substances
antifongiques analysées dans la présente thése sont les enzymes qui ont été intensivement
étudiés pour leur activités potentielles de biocontrdle (Peypoux et al., 1999; Ait Kaki et al.,
2013) et les trois types de la famille des C-LPs, a savoir : lturine, fengycines et surfactines.
Les bactéries du genre Bacillus, sont connues par leur capacité a synthétiser une large variété
de substances biologiques actives (Liu et al.,, 2010), présentant un effet antifongique
remarquable (Yun-Feng et al., 2012), capables de dégrader la paroi des champignons
(Tserkovniak et al., 2009), et les enzymes, en font partie (Dunne et al., 1993). Ces enzymes
agissent par le mécanisme de mycoparasitisme, grace a leur role intégral dans 1’altération

physique directe des parois cellulaires (Cho et al., 2011; Praveen Kumar et al., 2012).
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La souche de B. mojavensis KC977492 sélectionnée, et qui a des performances intéressantes
in vitro et in vivo dans ce travail, avais la capacité de produire la lipase et la protéase et n’a
pas la capacite de produire la chitinase. Des résultats similaires ont été élaborés par Ait Kaki
et al., (2013), qui ont trouvé que plusieurs espéces de Bacillus (B. amyloiquefaciens, B.
atrophaeus, B. mojavensis, B. subtilis), ont montré des potentialité importante dans la

production d’amylase, protéase, cellulase et chitinase.

Dans le présent travail, La souches de B. mojavensis KC977492 sélectionnée est capable de

produire les trois familles de lipopeptides, en I’occurrence, iturine, surfactines et fengycines.

Les lipopeptides représentent une classe importante d’antibiotiques peptidiques synthétisée
par voie non ribosomale par le genre Bacillus, ces lipopeptides sont largement exploités pour
des applications biotechnologiques et biopharmaceutiques (Peypoux et al., 1999). Ces trois
familles sont des substances antimicrobiennes connues pour leurs propriétés surfactants et
antifongiques (Sandrin et al., 1990; Ongena et al., 2007; Malfanova et al., 2012). Par ailleurs,
les LPs incitent les souches de Bacillus a coloniser les racines des plantes, a former des
biofilms (Bonmatin et al., 2003; Raaijmakers et al., 2006; Leclere et al., 2006). En plus, ils
stimulent le systeme immunitaire des plantes (Induced systemic resistance:ISR), comme
démontré par Ongena et al., (2007) et Jourdan et al., (2009).

Dans la littérature, la production des iturines semble étre limitée aux espéces B. subtilis
(Bonmatin et al., 2003) et B. amyloliquefaciens (Koumoutsi et al., 2004), tandis que, les
surfactines ont été détectées chez B. coagulans (Huszcza et Burczyk, 2006), chez B. pumilus
et chez B. licheniformis (Peypoux et al., 1999). Enfin, la production des fengycines a été
identifiée chez B. cereus (Tsuge et al., 1999) et B. thuringiensis (Kim et al., 2004) en plus de
B. subtilis (Jacques et al., 1999) et B. amyloliquefaciens (Koumoutsi et al., 2004). Dans
I’étude réalisée par Kim et al., (2015), la souche B. mojavensis KJS-3 a été employé pour
produire les trois familles de LPs.

Il a été mentionné dans la littérature que les souches de Bacillus pourraient avoir un important
réle dans I'agriculture et horticulture en améliorant la productivité des récoltes. Ceci est assuré
grace a leur capacité a coloniser la rhizosphére et la phyllosphere et de produire un large
éventail métaboloites bioactive dont les lipopeptides cycliques (CLPs) qui représentent la
classe la plus importante (Koumoutsi et al ., 2004; Mukherjee et Das, 2005; Pal et Gardner,
2006; Chen et al ., 2008; Baruzzi et al ., 2011).
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L’effet antagoniste des souches de Bacillus vis a vis A. alternata a été déterminé dans le
présent travail comme dans beaucoup de travaux précédemment cités dans la littérature, par la
technique de double culture (Ait Kaki et al., 2013). En revanche, 1’utilisation de la technique
de cytométrie en flux est & notre connaissance est tres peu utilisé dans ce contexte. La CMF
est apparue comme une technologie a haute résolution qui soutient la caractérisation de types
de cellules individuelles au sein de populations mixtes. elle fournit une analyse d'un grand
nombre de cellules et peut identifier les changements au sein d'une population et entre
différentes populations (O'Donnell et al., 2013). Le diacétate de carboxyfluorescéine (CFDA)
est un colorant lipophile non fluorescent, utilisé principalement pour I'évaluation d'une
activité enzymatique cellulaire et pour I'étiquetage par fluorescence. Les liaisons ester sont
hydrolysées par des enzymes a activité estérase, donnant la fluorescence verte du colorant.
L’intégrité de la membrane est nécessaire pour la rétention a l'intérieur des cellules de cette
fluorescence. Il est donc supposé que les cellules viables accumulent de la fluorescéine
(dérivés) mais que les cellules mortes ne sont pas capables de le faire (Rotman et
Papermaster, 1966). C’est grace a ce principe que les cellules mortes d’A. alternata sont
évaluées et par conséquent I’inhibition développée par B. mojavensis peut étre constatée.
Effectivement, un fort effet inhibiteur (réduction de nombre de cellules vivantes) a été
enregistré ici, aprés le 3°™, le 5°™ et le 7°™ jour d’incubation. Des résultats similaires ont été
trouvés par Rocha et al., (2014) qui ont utilis¢ la CMF pour étudier I’intéraction entre
Fusarium verticillioides et Bacillus thuringiensis Subsp. Kurstaki. La coloration des cellules

était réalisée dans leur cas par le Calcofluore blanc (CFW) et 7 aminoactinomycine (7-AAD).
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Conclusion et
perspectives



6- Conclusion et perspectives

Dans cette étude, I’exploration des échantillons de la tomate (feuilles, tige et fruits), cultivée

en serre dans la région (Hamma Bouzienne, Constantine), et présentant des symptdmes de

I’Alternariose, a permis I’isolement d’un Alternaria sp. d’aprés 1’identification

morphologique. L’identification moléculaire de cet isolat a révélé qu’il s’agit d’Alternaria

alternata (HQ846574.1). Le test de pathogénicité a démontré que cette souche infecte les

plantules de la tomate causant des taches marron en forme d’anneaux concentriques, avec

un degré de sévérité de la maladie égale ou supérieur a soixante seize pour cent (> 76 %).

Il a été conclu de cette partie, que la souche Alternaria alternata, isolée ici, est 1’agent causal
des symptomes typiques d’ Alternariose dans la région de Hamma Bouziane (Constantine).

Un isolement des souches de bactéries et de moisissures a partir des zones arides de sahara
Algérienne a été effectué, dans le but de sélectionner des souches qui pourront développer un
effet antagoniste contre 1’agent phytopathogene de 1’Alternariose susmentionné. Le test de
sélection, in vitro, a permis d’obtenir quatre isolats bactériens (E1B3, S5, S1.1 et E2X1)
possédant un effet antifongique sur A. alternata. Les taux d’inhibition d’A. alternata par les
souches sélectionnées varient entre 60% et 75% suivant la bactérie testée, du coup, le meilleur
effet inhibiteur a été développé par 1’isolat E1B3.

Il a été conclu de cette partie, que les bactéries de sol arides (conditions environnementales
particulieres) possedent la capacité de sécréter des substances bioactives inhibant la
croissance de 1’agent phytopathogéne de 1’ Alternariose; Alternaria alternata.

L’identification moléculaire des bactéries sélectionnées a activité anti-A. alternata, a montré
que E1B3, S5, S1.1 et E2X1 sont identifiées comme suit ; Bacillus mojavensis (KC977492),
Bacillus  amyloliquefaciens  (KC977493), Bacillus.  subtilis (KP699114.1) et
Providencia vermicola (KP059130.1), respectivement. 1l est tres intéressant de signaler que le
présent travail est le premier a avoir étudié 1’activité antifongique de P. vermicola.

Les tests réalisés in vivo dans des conditions de pots et de plein champ sur la tomate ont
montré des effets différents, selon I’espéce bactérienne. Tous les traitements bactériens testés
ont montré des effets positifs significatifs plus importants que ceux obtenus dans le lot
témoin.

Il est important de mettre en exergue que, les meilleurs effets sur la taille des plantes, le
nombre de feuilles et le nombre de fleurs sont révélés par B. mojavensis. Par ailleurs, P.
vermicola était la meilleure a gérer les symptomes d’Alternariose de la tomate. Comme la

littérature n’a pas fournie assez d’information concernant 1’utilisation de P. vermicola dans le
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domaine de biocontrole, ce ci ouvre désormais des voies vers 1’exploitation de cette souche et
son réle dans la lutte biologique.

Au terme de ce travail, il a été conclu que B. mojavensis est le meilleur agent antagoniste in
vitro et in vivo; de ce fait, la performance intéressante de cette souche est démontrée par sa
capacité & produire des substances antifongiques en 1’occurrence; les enzymes (la lipase, la
protéase) et les trois familles de lipopeptides (iturine, surfactines et fengycines). L’évaluation
de Dleffet antagoniste par Cytométre a flux (FCM) (technique rarement utilisée avec les
mycetes filamenteux) de B. mojavensis a montré une baisse considérable dans le taux des
cellules vivantes d’A. alternata, ce qui confirme 1’effet inhibiteur de B. mojavensis contre
I’agent pathogene de 1’ Alternariose.

Au terme de cette ébauche, de nombreuses perspectives découlent. En effet, des études plus
approfondies sur les mécanismes biochimiques, moléculaires et physiologiques qu’exercent
les bactéries sélectionnées;

La préparation de biofertilisant et de biocontréle par la production de la biomasse de B.
mojavensis;

Tester la co-culture des deux bactéries (B. mojavensis et P. vermicola) pour favoriser la
stimulation et la protection des plantes surtout en plein champs ou les conditions restent
instable;

Une attention particuliere sera réservée a Providencia vermicola pour élucider ces vertus dans
les domaines de la lutte biologique et de biocontréle.

Cependant, d’un point de vue appliqué, nous ne disposons pas encore d’informations
suffisantes pour concevoir une utilisation efficace et rationnée de ces bactéries, en tant que
biopesticides. De ce fait, plusieurs expériences complémentaires doivent étre réalisées, en
I’occurrence, élargir le spectre des plantes hotes et des pathogenes ; déterminer la dose
minimale effectrice du produit et de suivre sa viabilité a longs termes lors du stockage et au
niveau du sol inoculé ; tester les souches bactériennes dans des phénomeénes inductibles autres
que ceux liés aux maladies biotiques, comme la résistance a des stress hydriques, salins ou
des blessures et leurs interactions avec les autres techniques culturales de 1’agriculture

intégrée.
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7- Abstract

Early blight is one of the most important diseases of tomato in eastern Algeria. Tomato
samples exploration (leaves, stems and fruits) with symptoms of early blight, grown under
glass in Hamma Bouziane locality (Constantine), allowed obtaining a filamentous fungal
isolate (Alt 1). The morphological and molecular identification (DNA-ITS analysis) of this
isolate revealed that it is Alternaria alternata (HQ846574.1). Pathogenicity testing of
seedlings by isolate resulted in the challenge of the typical early blight disease with a severity
of > 76%. Samples exploration from various environments in the Algerian Sahara (Biskra and
Tougourt) resulted in the obtaining of 45 microbial isolates capable of developing an effect on
early blight agent. The selection test showed that; E1B3, S5 (isolated from Biskra) and E2X1,
S1.1 (isolated from Tougourt) possess a considerable antifungal effect against A. alternata
(inhibition rates vary between 60% and 75%), however, the E1B3 isolate developed the best
effect. The morphological and molecular identification of the selected isolates by analysis of
the 16S DNA and the "gyrase-A" gene showed that the bacterial isolates; E1B3, S5, and S1.1,
are identified as Bacillus mojavensis (KC977492), Bacillus amyloliquefaciens (KC977493),
and Bacillus Subtilis (KP699114.1) respectively, whereas the bacterial isolate E2X1 is
identified as Providencia vermicola (KP059130.1). To the best of our knowledge, the
isolation of P. vermicola from the palmerais rhizospheric soil and the demonstration of its
antifungal potential are established for the first time in this work.

The in vivo tests that carried out in pots and field conditions on tomato showed different
effects according to the bacterial species, and B. mojavensis developed the best effect
considering the most studied parameters (disease severity, Seedling size, leaves number and
flowers number per seedling). The P. vermicola strain showed the greatest result on the
severity reduction of early blight disease, indicating that the present work is the first one
which revealed this effect. In contrast, B. mojavensis developed the best protective effect,
considering the majority of the parameters studied in vitro and in vivo. This impact is due to
the ability of this strain to produce antifungal substances in this case; the enzymes (lipase and
protease) and the three families of lipopeptides (iturin, surfactins, and fengycins). The
evaluation of the antagonistic effect developed by B. mojavenssvis versus A. alternata through
flow cytometer (FCM) showed a considerable decrease in the rate of A. Alternata living cells,
confirming the inhibitory effect of B. mojavensis against the pathogenic agent of early blight.
Key words: Tomato, early blight, Alternaria alternata, Bacillus, Providencia vermicola,

lipopeptides, Flow cytometer, biocontrol.
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Annexe 1
1- Milieux de cultures

1.1- Milieu GN Gélose nutritive

Gelose nutritive (GN) ou gélose ordinaire, est un milieu d’isolement non-sélectif dont la
composition chimique théorique en g/LL d’eau purifiée est :

Peptone 10

Extrait de viande 5

Chlorure de sodium 5

Gélose 15

pH 7.2, autoclaver 15 minutes a 120°C (Guiraud, 1998).

1.2-Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Laver et couper en petits cubes 200g de pommes de terre non pelées. Les mettre dans un litre
d’eau distillée et porter a I’ébullition pendant une heure. Ecraser, filtrer et compléter un litre.
Composition du milieu finale :

Extrait de pomme de terre 1000ml

Glucose 20g

Agar 15¢

Stériliser 30 minutes a 110°C (Larpent, 1997)

1.3-Milieu optimal (opt)

- Saccharose 20

- Peptone 30

- Extrait de levure 7

= KHZPO4 1!9
Solution d’oligo- (mg.I™h)
éléments

- CuSOq4 0,001
-FeCl3.6H,0 0,005
-Na,MoO, 0.004
K] 0,002
-ZnS0,4.7H,0 0,014
-H;BO; 0,01
-Acide citrique 10
Solution de Mn/Mg (mg.I")
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-MnS04.H,0 3,6
-MgSO, 450

Annexe 2
2- Réactif

3.1- Préparation de 5(6)-carboxyfluorescein diacétate (CFDA)

C’est un marqueur cellulaire, 100 ug/ml une solution a été préparée a (PBS), la solution est

conservée a 4 °C a l'obscurité.
3.2- Les solutions tampons
1- Tampon PBS

136 mM NaCl, 1.4 mM KH,PO,, 8.09 mM Na,HPO, 12 H,0, 6 mM KCI, pH 7.2.
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Annexe 3

BELGIAN CO-ORDINATED COLLECTIONS OF MICRO-ORGANISMS @ BCCM - MUCL

o Louvain-fa-Neuve,
= August 13, 2014
L

%'__;_ Prof. Philippe Thonart

i Bioindustries

o Passage des Déportés 2

,.\«:-Z: 5030 Gembloux

Lii

e \

. ’ ANALYSIS REPORT

3

Object: identification of one sample

Your references: ULG14/1629465/R / Milet ASMA
Our references: DIV/14-126

Identifications: C, Decock

Dear Prof. Thonart,

Foltowing your request of identification of your sample received on July 30, 2014, please find
below our result.

Y/Ref. OfRef. Identifications

Milet ASMA 126A Alternaria ef. alternata

The strain was identified by comparison of DNA sequence with reference sequences deposited in
public database, cross checked with the morphology. The ITS region of the nuclear ribosomal operon and a
segment of the Tef I-a gene were sequenced. Your strain is identified to Afternaria ¢f. alternata. The
taxonomy of the genus Alfernaria is complex, under constant changes and not yet stabilized; Alternaria
alternata might represent a species complex.

However,- your strain is very different from Alternaria tomatophila, both in morphology and
sequences, Alternaria tomatophila has long mostly transversatly septate conidia with long, often ramified
beak. Your strain has typical wide conidia with both transversal and longitudinal septa, and externally
roughened.

With our best regards.

Yours sincerely,

BCCM '
UL ﬁ_’ Lﬁ
Dr. C. Decock
Université catholique de Louvain
Earth and Life Institute (ELI] - Applied Microbiology [ELIM] - Laboratory of Mycology uUciL SBE_luian
BCCM Croix du Sud 2 box L7.05.06 - B-1348 Louvain-la-Neuve - Belgium - givess Poliey
cc T +32 (0]10 47 37 42 - beem-mucl@uclouvain.be Ftlovsn  Office o
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Nom et Prénom : MILET Asma Date de soutenance : 10 07 2017

Théme : Isolement des microorganismes a partir du sol des régions arides et sélection d’isolats a effet
antagoniste sur ’agent de I’Alternariose

Résumé :

L’ Alternariose figure parmi les maladies les plus importantes de la tomate dans I’Est Algérien. L’exploration des
échantillons de tomate (feuilles, tiges et fruits) présentant des symptomes de 1’ Alternariose, cultivée en serre dans
la localit¢ de Hamma Bouziane (Constantine) a permis d’obtenir un isolat fongique filamenteux (Alt 1).
L’identification morphologique et moléculaire (analyse d’ADN-ITS) de cet isolat a révélé qu’il s’agit d’Alternaria
alternata (HQ846574.1). Le test de pathogénicité par rétro-infection de plantules par 1’isolat a abouti a la
provocation de la maladie typique d’ Alternariose avec un degré de sévérité de > 76 %.

L’exploration des échantillons en provenance de divers environnements de Sahara Algérienne (Biskra et Tougourt)
a permis I’obtention de 45 isolats microbiens susceptible de développer un effet sur ’agent de 1’Alternariose. Le
test de sélection a mis en évidence que; E1B3 et S5 (isolés de Biskra), S1.1 et E2X1 (isolé de Tougourt) possédent
un effet antifongique considérable contre A. alternata (taux d’inhibition varient entre 60% et 75%), cependant,
I’isolat E1B3 a développé le meilleur effet.

L’identification morphologique et moléculaire des isolats sélectionnés par analyse de I’ADN 16S et du gene
«gyrase-A » a montré que les isolats bacteriens; E1B3, S5, E2X1, sont identifiés comme étant Bacillus
mojavensis (KC977492), Bacillus amyloliquefaciens (KC977493) et Bacillus. subtilis (KP699114.1)
respectivement, alors que 1’isolat bactérien S1.1 est identifié comme Providencia vermicola (KP059130.1). A notre
connaissance, 1’isolement du P. vermicola a partir du sol rhizosphérique de palmerais et la mise en évidence des
ses potentialités antifongiques sont établis pour la premiére fois dans le présent travail.

Les tests réalisés in vivo dans des conditions de pots et en pleins champs sur la tomate ont montré des effets
différents, selon 1’espéce bactérienne et B. mojavensis a developpé le meilleur effet considérant la plupart des
parametres étudiés (la sévérité de la maladie, la taille des plantules, le nombre de feuilles et le nombre de fleurs par
plantule). La souche P. vermicola a révelé un meilleur effet sur la diminution de la sévérité de la maladie de
I’ Alternariose, en signalant que le présent travail est le premier a révéler cet effet.

En revanche, B. mojavensis a développé le meilleur effet protecteur, en considérant la majorité des parametres
étudiés in vitro et in vivo. Cet effet est dii a la capacité de cette souche a produire des substances antifongiques en
I’occurrence ; les enzymes (la lipase, la protease) et les trois familles de lipopeptides (iturine, surfactines et
fengycines).

L’évaluation de I’effet antagoniste développé par B. mojavenss vis-a-vis A. alternata par Cytometre a flux (FCM) a
montré une baisse considérable dans le taux des cellules vivantes d’A. alternata, ce qui confirme 1’effet inhibiteur
de B. mojavensis contre 1’agent phytopathogene de 1’ Alternariose.

Mots clés: Tomate, Alternariose, Alternaria alternata, Bacillus, Providencia vermicola, lipopeptides, Cymomeétre
a flux, biocontrole.
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