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Résumé

Certaines bactéries et champignons de la rhizosphére peuvent influencer le contrdle des
agents pathogeénes et la croissance des plantes. Dans le cadre de cette étude menée sur les
microorganismes rhizosphériques de Artemisia herba alba, un total de 50 isolats microbiens (49
bactéries et 1 actinobactérie) a été isolés dans le but d'évaluer leur potentiel de production de
composés bioactifs bénéfiques pour la santé humaine et 1'agriculture. L’activité antifongiques de ces
isolats a été criblé contre trois champignons phytopathogénes, Fusarium oxysporum, Ulocladium
botrytis et Alternaria alternata, isolés respectivement du blé et de la tomate. Les résultats ont montré
que 17 des isolats ont présenté une activité¢ inhibitrice significative contre les champignons
phytopathogenes, notamment une forte inhibition de 63,63% contre Alternaria alternata, observée
avec l'isolat B32. Par la suite, neuf des isolats les plus actifs ont été sélectionnés pour évaluer leur
activité antibactérienne contre Escherichia coli, Micrococcus luteus et Staphylococcus aureus,
démontrant une activité notable contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli, avec des zones
d'inhibition moyennes respectives de 62,50 mm et 56,00 mm. Les extraits de I’isolat B32 obtenu
aprés fermentation et l'extraction avec différents solvants a montré une activité antifongique
prometteuse de I’extrait de n- hexane qui était actif contre les trois champignons phytopathogénes
avec des zones d'inhibition de 21,5 mm, 22 mm et 24 mm observée contre Ulocladium botrytis,
Fusarium oxysporum et Alternaria alternata, respectivement. De plus, les tests enzymatiques ont
révélé que I’isolat B32 présentait une activité cellulolytique et protéolytique avec des indices

enzymatiques respectivement de 2.13 et 1.67 mais pas d'activité amylolytique.

Mots clés : Rhizosphere, PGPR, Antagonisme, activité antimicrobienne, activité enzymatique.



Abstract

Some bacteria and fungi in the rhizosphere can influence pathogen control and plant growth.
In this study conducted on rhizospheric microorganisms of Artemisia herba alba, a total of 50
microbial isolates (49 bacteria and 1 actinobactérie) were isolated to evaluate their potential for
producing bioactive compounds beneficial for human health and agriculture. The antifungal activity
of these isolates was screened against three phytopathogenic fungi, Fusarium oxysporum,
Ulocladium botrytis, and Alternaria alternata, isolated respectively from wheat and tomato. Results
showed that 17 isolates exhibited significant inhibitory activity against phytopathogenic fungi,
notably a strong inhibition of 63.63% against Alternaria alternata, observed with isolate B32.
Subsequently, nine of the most active isolates were selected to evaluate their antibacterial activity
against Escherichia coli, Micrococcus luteus, and Staphylococcus aureus, demonstrating notable
activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, with respective average inhibition
zones of 62.50 mm and 56.00 mm. Extracts from isolate B32 obtained after fermentation and
extraction with different solvents showed promising antifungal activity of the n-hexane extract,
which was active against all three phytopathogenic fungi with inhibition zones of 21.5 mm, 22 mm,
and 24 mm observed against Ulocladium botrytis, Fusarium oxysporum, and Alternaria alternata,
respectively. Furthermore, enzymatic tests revealed that isolate B32 exhibited cellulolytic and

proteolytic activity with enzymatic indices of 2.13 and 1.67 respectively but no amylolytic activity.

Keywords: Rhizosphere, PGPR, Antagonism, antimicrobial activity, enzymatic activity.
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Introduction

La production agricole mondiale a considérablement augmenté tant en termes quantitatifs
que qualitatifs, ainsi qu'en diversification des produits, afin de répondre aux besoins alimentaires
d'une population humaine en constante croissance (FAQ, 2010). Cependant, cette croissance est
entravée par les maladies des plantes, qui réduisent la production agricole mondiale de 12 a 14%,
selon la FAO (1999). De plus, 70% de ces dommages sont causés par des agents fongiques,
entrainant ainsi d'énormes pertes économiques. Les organismes phytopathogenes, tels que les
bactéries, les champignons, les insectes, les nématodes, les virus et les protozoaires, constituent
donc l'un des principaux défis en agriculture. En effet, les estimations montrent que 50% des
cultures végétales sont perdues avant ou apres la récolte (Choudhary et al., 2009), et les
champignons phytopathogenes jouent un rdle prépondérant dans ces pertes, menacant ainsi

sérieusement la santé des plantes et la production agricole.

D’un autre coté, les agents pathogénes humains sont rapidement résistants aux
antibiotiques, ce qui constitue une menace importante pour la santé. Les infections causées par des
agents pathogénes résistants aux antibiotiques devraient atteindre plus de dix millions de cas d'ici
2050, ce qui entralnera une augmentation des frais de traitement et des hospitalisations plus longues

(Amer et al., 2021).

Tous ces problémes ont incité la communauté scientifique a rechercher des alternatives
naturelles, I’'une d’elle est 1'utilisation des microorganismes et leurs molécules bioactives. Parmi
ces microorganismes ceux ¢tablissant une symbiose bénéfique avec les plantes, telles que
Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR). Ces bactéries sont réputées pour
leurs effets stimulants sur la croissance des plantes qu'elles colonisent. Elles se situent dans la
rhizosphere, l'interface entre la plante et le sol (Qureshi et al., 2012). Les PGPR, qu’elles que
soient libres ou associées, colonisent les racines des plantes, favorisant ainsi leur croissance et
augmentant leur rendement. De plus, ces bactéries sont connues pour leur capacité a induire une
résistance contre divers microorganismes phytopathogénes (De Salamone et al., 2005). Les
rhizobactéries offrent une voie prometteuse pour améliorer la santé des plantes et favoriser leur
croissance tout en préservant l'environnement (Vejan et al., 2016). Leur action repose sur divers
mécanismes, notamment la solubilisation des nutriments minéraux, la stimulation de la croissance
des racines et la prévention des maladies racinaires. Depuis les premieres études sur les PGPR dans
les années 1950, centaines des souches candidates ont été examinées in vitro et in vivo a 1'échelle
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mondiale. Actuellement, les PGPR sont largement utilisés dans les pays développés, avec des
inoculants appliqués sur des millions d'hectares de cultures variées (Martinez et al., 2010). Les
PGPR présentent un grand intérét dans le domaine de l'agriculture en tant que biofertilisants,
biopesticides et dans la phytoremédiation (Berg, 2009) ainsi que dans le domaine médical.
L'objectif de ce travail est d'étudier les bactéries rhizosphériques isolées a partir du sol
rhizosphérique de la plante Artemisia herba alba de la Wilaya de Bordj Bou Arreridj, vis-a-vis de
trois champignons phytopathogénes, a savoir : Fusarium oxysporum, Ulocladium botrytis et
Alternaria alternata, ainsi que trois bactéries pathogénes pour I’homme Escherichia coli,
Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus dans le but de mettre en évidence les caractéristiques

de production des molécules antimicrobiennes.

% Pour atteindre cet objectif, nous avons divisé ce travail en trois grandes parties la premiere
partie est consacrée a la synthése bibliographique relative au sujet.

% Ladeuxieme partie est réservée a la présentation de I'ensemble des tests effectués in vitro.

% Ensuite, la troisieme partie représente les résultats obtenus ainsi que leur discussion.

% Enfin, le mémoire se cléturera en explorant quelques perspectives issues de ce travail.
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I. Synthése bibliographique
I.1. Généralités sur la rhizosphére
I.1.1. La rhizosphere

En 1904, Lorenz Hiltner a introduit le terme "rhizosphére". Ce mot est formé du préfixe
"rhizo", dérivé du grec "rhiza" signifiant "racine", et du suffixe "sphere" venant du latin "sphaera",
ayant le méme sens et provenant du grec ancien "sfaira" signifiant "balle", "ballon" ou "globe"
(Anton et al.,2008). La rhizosphére correspond a la zone du sol qui entoure les racines des plantes
et qui est directement influencée par elles. Selon Séverine Lopez (2018), la rhizosphére renferme
10 a 100 fois plus de microorganismes par g de sol que le sol non rhizosphérigque en raison de sa
richesse en nutriments.

La rhizosphere est percue comme un systéeme complexe, hétérogéne, dynamique et
interactif, dépassant la simple notion d'interface entre le monde végétal et minéral. Un processus
clé dans la rhizosphére est la rhizodéposition, qui implique la libération par les racines de divers
composés organiques. Ce processus englobe la formation des cellules de la coiffe racinaire, la
sécrétion de mucilage, ainsi que la diffusion passive et contrdlée de composés solubles tels que les
exsudats racinaires (sucres, acides aminés et organiques, facteurs de croissance, etc.). Ces
composés fournissent une source d'énergie vitale pour les microorganismes du sol et jouent un réle
crucial dans I'écologie microbienne des sols, en stimulant les activités microbiennes et les chaines
trophiques qui en découlent (Hinsinger, 2010).

Selon Huang et ses collegues (2014), la rhizosphére est divisée en trois zones distinctes :
I'endorhizospheére, le rhizoplan et I'ectorhizosphere (Figure 1).

e Le rhizoplan est la région de la surface des racines ou les micro-organismes se fixent en
utilisant des structures de surface comme les flagelles, les fimbriaes ou les polysaccharides
présents sur la surface cellulaire (Mwajita et al., 2013).

e L'endorhizosphere regroupe des zones du cortex et de I'endoderme ou les microbes et les
cations peuvent occuper I'espace entre les cellules. Par conséquent, le contacte entre la
plante et les microorganismes aura lieu a I'intérieur des racines.

e L'ectorhizosphére correspond a la partie externe qui suit directement le rhizoplan (David
et McNear, 2013).
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Figure 1. Représentation schématique des trois zones de la rhizosphére (Lepinay, 2013).

I.1.2. Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes

Les PGPR, ou "Plant Growth-Promoting Rhizobacteria", sont des bactéries présentes dans
la rhizosphere, elles ont un effet bénéfique sur les plantes et sont considérées comme des
rhizobactéries favorisant leur croissance. Le terme "PGPR" a été introduit par Kleoepper et ses
équipes (2007), pour décrire cette population microbienne dans la rhizosphére (Benmati, 2014).
Ces PGPR forment un ensemble varié des bactéries, parmi lesquelles les genres les plus étudiés
incluent Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Enterobacter, Bacillus, Flavobacterium,
Micrococcus, Pseudomonas et Rhizobium. Elles favorisent la croissance des plantes par divers
mécanismes, directs et/ou indirects. En général, ces souches sont hautement compétitives, capables
de coloniser le systéme racinaire des plantes en profitant de leur richesse en ¢léments nutritifs. Leur
abondance dans le sol s'explique par leur capacité de multiplication rapide et leur aptitude a utiliser
une variété de substrats comme sources d'énergie et d'éléments nutritifs (Naidji et Djekoun, 2017).
En plus de leur contribution a l'augmentation des rendements agricoles, les souches de PGPR
peuvent également influencer les champignons pathogénes en réduisant leurs densités de

population (Manoharachary et Mukerji, 2006).
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I.1.3. Mode d’action des PGPR

Les PGPR agissent de deux manicres : directe et indirecte. Les mécanismes directs agissent
a l'intérieur des plantes et influencent directement leur nutrition, leur métabolisme et leur
développement. En revanche, les mécanismes indirects interviennent en dehors des plantes et ont
principalement un impact sur le biocontréle. Parmi les mécanismes directs, on trouve la
biofertilisation (fourniture de nutriments a la plante) et la biostimulation (production de
phytohormones de croissance) (Wenli et Shahrajabian, 2024). Les mécanismes de controle
biologique (production des métabolites antifongiques, émission de composés volatils, .... etc.) sont
considérés comme des mécanismes indirects, car ils favorisent un environnement sain a la

croissance de la plante (Figure 2).
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Figure 2. Présentation générale des deux modes d’action directs et indirects des PGPR (Basu et

al., 2021).
I.1.3.1. Mécanismes directs
1.1.3.1.1. Fixation de I’azote

L'azote (N) est un élément essentiel a la croissance des plantes, représentant environ 2 %
de leur matiere séche totale. Il est nécessaire a la production d'acides nucléiques, de protéines et
d'enzymes (Bano et Iqbal, 2016). Les principaux PGPR connues pour leur aptitude a favoriser la
croissance des plantes en accumulant 1'azote atmosphérique sont Azoarcus sp, Burkholderia sp,

5
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Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum, Azotobacter, Paenibacillus et des endophytes
telles que les cyanobactéries. Des enzymes spécifiques sont utilisées par ces organismes pour
convertir l'azote atmosphérique en ammoniac. De plus, Rhizobium, un ensemble vari¢ des
rhizobactéries, interviennent dans des interactions symbiotiques en créant des nodules racinaires
ou l'azote est conservé et transformé en ammoniaque, puis en nitrate, pour étre utilisé par 1'hote.
D'abord, la bactérie entre dans la racine, puis elle colonise les nodules ou se produit la fixation de

I'azote (Munes et Mulugeta ,2013 ; Hu et al., 2018).

1.1.3.1.2. Solubilisation du phosphore insoluble

La présence de phosphore (P) dans le sol est cruciale pour la croissance des plantes.
Naturellement, il se présente sous forme organique (Po) et inorganique (Pi) dans le sol, mais ces
formes sont peu solubles et donc pas directement absorbables par les racines des plantes. C'est la
que les bactéries du sol interviennent, ces derniéres jouent un rdle essentiel en favorisant la
solubilisation et la minéralisation des éléments comme le phosphore. Leur activité permet de rendre

disponible pour les plantes des formes absorbables de phosphore (Alori et al., 2017).

Certaines études ont montré que les bactéries solubilisatrices de phosphate (PSB), telles
que celles appartenant aux genres Pseudomonas, Bacillus et Rhizobium, sont particulierement
efficaces dans ce processus (Rodriguez et Fraga, 1999 ; Arcand et Schneider, 2006). Parmi les
especes de Bacillus, Bacillus megaterium, B. polymyxa, B. circulans, B. coagulans, B. subtilis et
B. sircalmous sont reconnues comme étant parmi les plus performantes dans la solubilisation des
phosphates (Podile et Kishore, 2006). Ainsi, en favorisant l'activit¢é de ces bactéries
solubilisatrices de phosphate dans le sol, il est possible de réduire de maniére significative la

dépendance aux engrais chimiques, comme 1'ont souligné (Vocciante et al., 2022).

1.1.3.1.3. Production de sidérophore

Etant donné que le fer (Fe) se trouve souvent dans le sol sous forme d'hydroxyde trivalent
Fes* insoluble, il est difficilement assimilable par les plantes. Pour faciliter I'absorption du fer dans
les cellules vegétales, des petites molécules appelées sidérophores sont produites et sécrétees par
les bactéries, les champignons et méme les plantes elles-mémes (Vocciante et al., 2022). Ces
sidérophores agissent en solubilisant le fer en se liant au Fesz™ présent sur les membranes
bactériennes, puis en le réduisant en Fe,", ce qui rend le fer plus accessible pour I'absorption par

les plantes (Richardson et Simpson, 2011). Parmi les exemples des bactéries productrices de
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sidérophores, on trouve Agrobacterium, Bacillus, Escherichia coli, Pseudomonas et Rhizobium
(Zahir et al., 2003).

1.1.3.1.4. Bio fertilisation

L'application d'inoculant microbiens contenant des PGPR sur le sol, les surfaces des plantes
ou les semences est appelée bio fertilisation, dans le but d'augmenter la production agricole. Il est
crucial de mettre en place cette pratique afin de stimuler la croissance des plantes et d'accroitre les
rendements dans différentes cultures. Les inoculants microbiens s'installent dans la rhizosphére et
offrent aux plantes les nutriments indispensables a leur développement. Le développement des
plantes est considérablement amélioré par ce processus. En outre, I'utilisation d'inoculant
microbiens peut avoir des effets positifs sur la texture du sol, en améliorant des éléments tels que

la porosité et la structure des agrégats du sol (Wan et al., 2020).

1.1.3.1.5. Production des phythormones

Les hormones végétales, également appelées phytohormones, agissent comme des
messages chimiques naturels essentiels pour permettre aux plantes de s'adapter a leur
environnement. Elles opérent a des concentrations tres faibles et sont synthétisées dans certaines
parties de la plante avant d'étre transportées vers d'autres sites, ou elles exercent leur effet sur divers
processus physiologiques tels que la croissance, la différenciation et le développement (Vejan et
al., 2016). Les phytohormones se classent généralement en cinq groupes principaux : les auxines,
les cytokines, les gibbérellines, 1'acide abscissique (ABA) et 1'éthyleéne (Vessey, 2003). Les auxines,
comprenant l'acide indole acétique (AIA), jouent un role crucial dans la régulation de la croissance
et du développement des plantes. L’ AIA influence divers processus tels que la division, 1'élongation
et la différenciation cellulaire (Asgher et al., 2015). Les cytokines et les gibbérellines, selon Van
Loon (2007), participent a la modulation de la morphologie des plantes et stimulent la croissance
de la partie aérienne. L'acide abscissique est une phytohormone clé impliquée dans la régulation
de la croissance et joue un role crucial dans I'amélioration de la réponse au stress et de I'adaptation
des plantes (Wilkinson et al., 2012). L'éthyléne, une autre hormone végétale, est impliquée dans
divers processus tels que la maturation des fruits, 'abscission des feuilles et la maturation des fruits

(Vejan et al., 2016).

Plusieurs PGPR ainsi que certaines especes de rhizobactéries symbiotiques et libres ont été

signalés comme pouvant moduler les niveaux d'hormones végétales par la production d’auxines
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(I’acide indole 3- acétique AIA, particulierement), de gibbérellines et de cytokines dans le sol

rhizosphérique (Han et al., 2005)
1.1.3.2. Mécanismes indirects

1.1.3.2.1. Production d’antibiotiques

Les souches rhizobactériennes sont le moyen d'action le plus étudié et le plus efficace pour
produire des antibiotiques contre les microbes pathogénes. La production d'antibiotiques par les
rhizobactéries est extrémement efficace pour prévenir les infections pathogenes dans la rhizosphére
des plantes (Hakim et al., 2021). Les antibiotiques produits par les PGPR ont récemment été
employés afin de neutraliser les effets néfastes des agents pathogenes présents dans le milieu

racinaire des plantes (Ju et al., 2020).

1.1.3.2.2. Production d’enzymes lytiques

Les PGPR produisent des enzymes lytiques qui sont sécrétées a I'extérieur de la cellule et
qui ont la capacité de dégrader les parois cellulaires. Ces enzymes ciblent divers composés
polymériques tels que les protéines, la cellulose, la chitine et I'némicellulose, représentant ainsi une
forme cruciale de biocontréle (Mukhtar et al., 2019). En dégradant ces composés, les enzymes
lytiques des PGPR suppriment directement la croissance des phytopathogenes dans le sol. Par
ailleurs, les PGPR produisent et activent également d'autres enzymes bénéfiques telles que les
lipases, les chitinases, les protéases et les glucanases. Ces enzymes participent a la décomposition
de la paroi cellulaire, contribuant ainsi a la dégradation des résidus végétaux et de la matiere

organique morte pour libérer des nutriments a base de carbone (Kumari et al., 2019).

1.1.3.2.3. Résistance systémique induite (ISR)

L'induction de la résistance systémique (ISR) représente une forme active de résistance
dans laquelle la plante hote déploie des barrieres chimiques ou physiques stimulées par les PGPR.
Distinguer I'ISR de la résistance systémique acquise (SAR) n'est pas simple, car les deux
mécanismes impliquent l'utilisation des composés similaires pour controler les pathogenes.
Cependant, la SAR est déclenchée par les pathogénes eux-mémes pour combattre d'autres agents
pathogenes (Tabassum et al., 2017). L'ISR, quant a elle, est induite par une variété¢ de
microorganismes, notamment des rhizobactéries. Ces bactéries, qu'elles que soient a Gram-positif

ou a Gram-négatif, générent un signal lorsqu'elles sont stimulées, signal qui se propage de maniere
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systémique a l'intérieur de la plante. Cette réponse renforce la défense des tissus et leur capacité a

repousser les infections causées par les pathogénes (Jourdan et al., 2008).

1.1.3.2.4. Compétition pour les nutriments

Dans la rhizosphére, les pathogenes interagissent de maniere indirecte par le biais de la
concurrence pour les ressources, notamment I'espace et les nutriments. Ce territoire est souvent
caractérise par une disponibilité limitée en nutriments, ce qui pousse les microbes a se fixer sur des
sites ou I'eau et les eléments nutritifs sont accessibles. Pour prospérer dans un tel environnement,
les microbes déploient des stratégies, telles que la production des sidérophores hautement
spécifiques pour le fer, afin de restreindre sa disponibilité aux pathogenes et de limiter ainsi leur

croissance dans la rhizosphére (Tabassum et al., 2017).

I.1. 3.2.5. Production du cyanure d’hydrogéne (HCN)

Le HCN est une substance volatile antimicrobienne a large spectre qui joue un role dans la
lutte biologique contre les phytopathogenes liées aux Pseudomonas fluorescentes, qui produisent
le HCN et jouent un réle dans I'¢limination des agents pathogenes transmis par le sol. Le HCN est
produit par de nombreux PGPR dans un processus connu sous le nom de cyanogenes. Pour stimuler
la production de HCN, il est possible d'inoculer certains de ces PGPR dans le sol. Le HCN empéche
le déplacement des électrons vers les cellules ciblées et perturbe 1'énergie, ce qui entraine la mort
des organismes. Dans ce contexte, le cyanure produit par les bactéries est a la fois un stimulateur

de croissance et un inhibiteur de croissance (Wenli et Shahrajabian, 2024).



Materiel et méthodes



Matériel et méthodes

I1. Matériel et méthodes
II .1. Matériel végétal

Afin d’isoler les bactéries rhizophériques, le sol rhizosphérique de la plante Artemisia herba
alba (Figure3) a ¢été collect¢ dans la région de Ras El Aain—Khlile, wilaya de Bordj Bou
Arreridj(BBA) (Figure4). L’identification a été approuvée par des enseignants de 1’université

Mohammed El Bachir El Ibrahimi, BBA.

Pour isoler les champignons phytopathogenes, Des tomates avec des symptomes de maladie
ont été prélevées sur le marché quotidien de BBA, tandis que le blé a été sélectionné dans la

Coopérative des céréales et des 1égumes secs (CCLS) localement présente a BBA.

Figure 4. Site d’échantillonnage.
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I1.2. Matériel microbien

Les souches pathogeénes utilisées dans ce travail comportent des souches bactériennes
pathogenes pour ’homme provenant de la collection du laboratoire de microbiologie appliquée de
I’universit¢ Mohammed EI Bachir El Ibrahimi (BBA) ainsi que des souches fongiques

phytopathogenes isolées et identifiées dans ce présent travail.

Tableau. 1. Les différentes souches bactériennes pathogenes utilisées.

Nom de la souche Abréviation Type de Gram
Escherichia coli ATCC 25922 E. coli Gram négatif
Staphylococcus aureus ATCC 2856 S. aureus Gram positif
Micrococcus luteus NRLL-4375 M. luteus Gram positif
I1.3. Echantillonnage

La collecte du sol rhizosphérique a été effectuée en suivant un protocole spécifique pour
garantir les conditions optimales de prélévement, pour cela et apres avoir creusé a une profondeur
de 15 a 20 cm, les échantillons comprenant la plante ainsi que son sol rhizosphérique ont été
collectés et conservés dans des sacs en plastiques scellés pour étre acheminés au laboratoire le jour
méme, puis conservé a 4 °C. L’isolement a été réalisé dans les 24 heures suivant la collecte

(Messaoudi et al., 2020).

I1.4. Isolement des bactéries rhizosphériques a partir de sol

Afin d’isoler les bactéries rhizosphériques, 1 g d'échantillon de sol a été mélangé a 9 ml
d'eau physiologique stérile. A partir de cette suspension mére, une série de dilutions décimales
(107,102,103, 104,107, 10, 10”7 et 10°®) a été réalisée en transférant a chaque fois 1 ml de tube
en tube. A partir de chaque dilution, 100 pl ont ensuite été étalés sur la surface du milieu Plate
Count Agar (PCA) en triplicata. Les boites ont été incubées pendant 24 a 72 heures a 30 ° C (Figure
5) (Amri et al., 2023).
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1 ml 1 ml 1 ml 1ml 1 ml 1ml 1 ml
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Figure 5. Méthode d’isolement des bactéries rhizosphériques (Amri et al., 2023).

I1.5. Purification et conservation des isolats bactéries rhizosphériques

Apres la période d’incubation, plusieurs isolats bactériens ont poussé sur les boites de Petri.
Les colonies bactériennes ont été ensuite purifiées en fonction de leurs différences phénotypiques
(aspect, couleur, pigmentation. etc.) par repiquage en utilisant la méthode des stries serrées afin
d’obtenir des isolats bactériens pures. Les isolats purs ont été¢ conservés dans des tubes a essai
contenant 5 ml de bouillon nutritif (BN) ou d’International Streptomyces Project (ISP2). Aprés une
période d’incubation de 24 heures a 30 °C, les tubes ayant présenté un trouble ont été placés au

réfrigérateur a une température de 4°C (Dif et al., 2023).

I1.6. Désinfection des surfaces et isolement des champignons phytopathogénes

Les isolats fongiques ont été isolés a partir des tomates et de grains de blé présentant des
symptomes des maladies (Figure 6). Pour cela et dans un premier temps un lavage minutieux des
tomates et des grains de blé a été réalisé a I'eau du robinet pendant 10 minutes pour éliminer toutes
les saletés et débris. Pour les tomates, les zones de prélévement (zones noires) ont ét€¢ découpées a
l'aide d'un ciseau stérilisé a la flamme du bec bunsen. Une désinfection de surface a ensuite été
réalisée afin d’¢éliminer les microorganismes présents a la surface en immergeant les fragments de

tomate ainsi que les grains de blé dans des solutions d’hypochlorite de sodium a 1% et 2% pendant

12
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1 et 5 minutes respectivement. Les fragments de tomates ainsi que les grains de blé ont ensuite été
rincées trois fois a I'eau distillée stérile et séchés sur du papier filtre stérile. Les échantillons ont été
placés dans des boites de Petri contenant du Potato Dextrose Agar (PDA) (Annexe) additionné de
40 mg /ml de gentamicine et de 120 mg /ml de pénicilline afin d'inhiber la prolifération des
bactéries. Les boites ont ensuite été incubées a une température de 28°C pendant une période de 4
a 7 jours (Pacin et al., 2002 ; Ghiasian et al., 2004 ; Atrassi et al., 2005). Chaque champignon
emmargeant des fragments de tomates ou des grains de blé a été repiqué sur du PDA dépourvu
d’antibiotique afin d’étre purifié. Les isolats fongiques ont ensuite ¢été regroupés selon leur
morphologie, et un seul isolat a été sélectionné de chaque groupe et conservé par repiquage dans
des tubes contenant du PDA incliné qui ont été incubés pendant 5 a 7 jours pour permettre une
croissance maximale. Les tubes ont ensuite, été stockés a une température de 4°C pour favoriser

leur viabilité et limiter les risques de variation (Botton et al., 1990).

Découpage

<+«— Rincage a I’eau du robinet (10 minutes)

des zones noir

Désinfection de surface hypochlorite Désinfection de surface hypochlorite
de sodium a 1%/1 minute de sodium a 2%/5 minutes

\ /

Rincage a I’eau distillée stérile 3 fois

k J

Séchage sur du papier filtre stérile

k J

Ensemencement sur PDA+ Antibiotiques

A J

Incubation a 28°C/4 a 7 jours

Figure 6. Protocole d’isolement des champignons phytopathogeénes a partir des tomates et des

grains de blé (Pacin et al., 2002 ; Ghiasian et al., 2004 ; Atrassi et al., 2005).
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I1.7. Identification des champignons phytopathogénes

Les caractéristiques visibles des souches fongiques ont été¢ étudiées a 1'ceil nu et au
microscope, et leur identification a été faite en comparant ces caractéristiques aux clés de

classification utilisées dans la littérature (Chabasse et al., 2002).

11.7.1. Etude macroscopique

Afin de déterminer les caractéristiques macroscopiques des colonies des isolats fongiques
sélectionnes, ces derniers ont été repiqué sur milieu de PDA, et incubé a 28°C pendant 7 jours,
apres cette période d’incubation les colonies ont été observé a I’eeil nu et a la loupe binoculaire.
Les caractéristiques ayant été observées sont entre autres la taille, le relief, I'aspect des colonies
(cotonneuse, poudreuse, laineuses, floconneuses, velouté... etc.), leur couleur recto et verso, la

vitesse de croissance, I'aspect des contours et la production des pigments (Toffa, 2015).

11.7.2. Etude Microscopique

La méthode d'identification microscopique a consisté a examiner au microscope optique les
caractéristiques morphologiques des hyphes, comme la présence des cloisons et de structures
spécifiques, ainsi que les structures de reproduction, telles que la disposition des spores, la forme,
cloisons et taille en utilisant la méthode suivante : Prélever un petit morceau de culture fongique
suffisamment développée, avec des spores et des hyphes mycéliens et le déposé sur une lame
contenant une goutte de bleu coton. Le fragment est ensuite recouvert par une lamelle.
L'observation est effectuée au microscope optique en utilisant les objectifs x40 et x100 (Chabasse,
2002).

I1.8. Dépistage préliminaire de I’activité antimicrobienne

En microbiologie, le test d'antagonisme entre les isolats rhizosphériques et les
microorganismes pathogeénes est employé afin d'évaluer la capacité de ces isolats a entraver la
croissance ou le développement de ces microorganismes pathogenes.

Pour cela, les isolats bactériens rhizosphériques ont été réactivés dans 9 ml de BN, puis
incubée a 37°C pendant 18 a 24 heures. Selon Andriambololona (2010), la turbidité du milieu de
culture refléte le développement des souches cultivées, tandis que l'absence de turbidité indique

I’absence de développement des bactéries.

14



Matériel et méthodes

I1.8.1. Dépistage de I’activité antifongique

Les bactéries rhizosphériques isolées ont été soumises au test d'antagonisme contre trois
champignons phytopathogénes préalablement isolés en utilisant la méthode décrite par (Bonisch
et al.,2014). Elle implique le placement d’un disque de 6 mm de diamétre d'un champignon
phytopathogeéne agé de 7 a 10 jours au centre d'une boite contenant du milieu PDA, suivie de
l'inoculation par spots de deux bactéries en duplicata (culture jeune) a une distance de 4 cm du
champignon, tout en maintenant la méme distance entre les disques fongiques et les bactéries

(Figure?7). L'incubation est ensuite effectuée a 28°C pendant 7 jours.

Des boites témoins ne contenant que 1'agent phytopathogéne sont également incubées dans
des conditions identiques. Les rayons des colonies fongiques aussi bien dans les boites de double
culture que celle des témoins sont mesurés (Hassan et al., 2014).

Le calcul du pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne est estimé selon la

formule suivante (Orole et Adejumo, 2009 ; Srividya et al, 2012).

Pourcentage d’inhibition = [(R1 — R2)/R1] x 100

R1 : étant la croissance radiale de I’agent phytopathogeéne dans le controle.

R2 : étant la croissance radiale de I’agent phytopathogéne dans la double culture.

Champignon
phytopathogene
— —
Bactéric 2 — e—— , Bactérie 1
IS g |

Figure 7. Présentation schématique de la confrontation directe entre les bactéries rhizosphériques

et les champignons phytopathogeénes (Personnelle, 2024).

I1.8.2. Dépistage de I’activité antibactérienne

Les isolats rhizosphériques ayant démontré une inhibition d'au moins l'un des trois
champignons phytopathogenes utilisés ont €t¢ soumis a des tests d’antagonismes contre trois
bactéries pathogenes E. coli, S. aureus et M. luteus afin de déterminer leurs spectres d'action. Ces

bactéries pathogenes ont été réactivées dans du BN et incubé a 37°C pendant 24 heures. La turbidité
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de ces cultures jeunes a ét¢ ensuite ajustée a une densité optique comprise entre 0,08 et 0,1 a 625

nm correspondante a 0.5 McFarland, soit environ 108 UFC/m] (Hellal, 2011).

Pour les bactéries rhizosphériques, le test de leur activité antibactérienne a été réalisé en
utilisant la méthode de double couche d’écrite par (Bastide et al.,1986), avec quelques ajustements.
Pour cela deux spots a partir des suspensions bactériennes rhizosphériques sont déposées a la
surface des boites de Pétri contenant du PCA. Une deuxiéme couche du milieu BN semi-solide (7
g/l d’agar-agar) préalablement ensemencé avec 1 ml des suspensions des bactéries pathogenes a
été coulée. Apres l'incubation des boites a 37° C pendant 24 heures, les diamétres des zones

d'inhibitions observés autours des spots bactériens ont été¢ mesurés.

Pour I’actinomyceéte, son pouvoir antibactérien a été dépisté en utilisant la méthode de
diffusion sur milieu solide, basée sur le protocole de (Sahani et al.,2017) avec quelques
ajustements. Pour ce faire, une culture pure d'actinomycete a été repiquée sur un milieu ISP2 et
incubée 28°C pendant 14 jours. A partir de cette derni¢re, des disques de 6 mm de diamétre ont été
prélevés et placés sur des boites de Pétri contenant du PCA préalablement ensemencées avec les
bactéries pathogenes. Un disque du milieu ISP2 sans actinomycete a été utilis€ comme témoin
négatif. Les boites de Pétri ont été réfrigérées a 4°C pendant 2 heures pour permettre la diffusion
des composés antibactériens, puis incubées a 37°C pendant 24 heures.

L'activité antibactérienne a été évaluée en mesurant les zones d'inhibition formées autours

des disques d’actinomycéte (Reghioua et al., 2006).

I1.9. Fermentation et extraction des molécules bioactives

Vue le fait que les actinomycetes sont reconnus par leur production des métabolites
antifongiques puissant, l'isolat d'actinomycete a été sélectionné afin d'extraire ces métabolites
secondaires. Pour cela, I'actinomyceéte a €té ensemencée sur 15 boites de Pétri contenant du milieu
de culture ISP2. Aprés une incubation a 28 °C pendant 21 jours, la gélose a éte fragmentée et
mélangée successivement a différents solvants organiques de polarité différente comme suit : 100
ml de n-hexane (apolaire), 100 ml d’acétate d'éthyle (de polarité moyenne) et finalement 100 ml
de méthanol (polaire) ; a chaque fois le flacon a été agiter pendant 2 heures. Aprés 24 heures a
température ambiante, les phases organiques ont été récupeérées, filtrées a travers du papier filtre et
les solvants évaporés sous la hotte chimique. Les résultats de I'évaporation de 1’éthyle acétate et le

mélange de n-hexane ont été redissous dans un diméthylsulfoxyde (DMSO), alors que celui du

16



Matériel et méthodes

méthanol a été remis en solution en utilisant de 1’eau distillée. Enfin, les trois extraits ont été

stériliseés a travers des filtres millipores stériles (Khamna et al., 2009).

11.10. Activité antifongique des extraits de I’isolat d’actinomycéte

L’activité antifongique des extraits d’actinomycéte a été testée en utilisant la méthode des
puits décrite par (Hwanhlem et al.,2011). Pour cela, des suspensions sporales des champignons
phytopathogeénes ont été ensemencés par écouvillonnage sur milieu PDA. Trois puits ont été ensuite
formés dans la gélose puis 50 pL de gélose molle sont ajoutés dans chaque puits. Une fois cette
derniére s’est solidifiée, 50 pL de I'extrait sont ajoutés dans deux puits, tandis que le troisiéme puits
recoit 50 uL de DMSO en tant que témoin négatif. Les boites de Petri sont placées a 4°C pendant
4 heures pour permettre la diffusion des substances actives, puis incubées a 28°C pendant 3 a 5

jours. Les diamétres des zones d’inhibition observés autour des puits sont mesurés.

I1.11. Mise en évidence de I’activité enzymatique

La mise en évidence de la production de trois enzymes, amylase, protéase et cellulase par
I’isolat d’actinomycete a été réalisée en utilisant pour I’activité amylolytique, une gélose contenant
de I'amidon (2 % d'amidon soluble). Pour l'activité protéolytique, le milieu de culture utilisé était
le PDA, auquel 100 ml d'une solution de lait écrémé a 0,5 % ont été ajoutés apres stérilisation du
milieu. L'activité cellulolytique a été quant a elle testée sur une gélose additionnée de
carboxyméthylcellulose (CMC) (Annexe). Apres la préparation des milieux et avant la
stérilisation, un double ensemencement a été réalisé en utilisant la méthode des spots. Les boites
ont ensuite été incubées a une température de 28 °C pendant une période de trois a cing jours
(Carrim et al., 2006).

Apres la période d’incubation, afin d’évaluer I'activité amylolytique et cellulolytique, une
solution de lugol a été répartie sur toute la surface du milieu. Aprés quelques minutes de contact,
I'excés a été élimine et les boites ont été lavées a I'eau distillee. La lecture a été effectuée comme
suit : La présence d'amidon dans le milieu se traduirait par une couleur bleue-noirétre, indiquant
une absence d'activité amylolytique. En revanche, si I'amidon est hydrolysé, une zone claire
apparaitrait autour des colonies, indiquant une activité amylolytique chez les isolats (Raj et al.,
2009). La presence d'une cellulase extracellulaire se manifeste par I'apparition d'un halo clair autour
des colonies (Carrim et al., 2006). De méme, l'activité protéolytique se traduit par I'apparition d'un

halo clair autour des colonies (Bach et Munch, 2000). Les diamétres des halos ainsi que ceux des
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colonies ont été ensuite mesurés et les indices enzymatiques calculés pour toutes les activités en

utilisant la formule suivante :

IE= Diamétre du halo / Diamétre de la colonie (Carrim et al., 2006)
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I11. Résultats et discussion
I11.1. Isolement, purification et conservation des isolats rhizosphériques

L’observation de I’apparence des colonies sur le milieu solide a révélé une grande variété
en termes de taille, de couleur et de forme. L’isolement nous a permis d’isoler et de purifier 50
isolats différents. Parmi ces isolats, 49 présentent des caractéristiques typiques des bactéries, telles
qu'une surface lisse et brillante, formant des colonies de petite 2 moyenne taille. Cependant, un
isolat se distinguait des autres par ses caractéristiques différentes, notamment des colonies de
couleurs graduées et une texture poudreuse, au microscope il présentait un mycélium long, trés
arborescent, fragmenté et portant des longues chaines des spores non mobiles, il a donc été

considérée comme appartenant au groupe des actinomycétes. (Figure8).

Figure 8. Quelques images montrant les différents aspects morphologiques des colonies obtenues
sur PCA.
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En comparant nos résultats a ceux d’une autre étude menée par (Novello et al.,2023), parmi
les 288 isolats bactériens obtenus a partir des sols rhizosphériques de différentes plantes
médicinales, 21 isolats bactériens ont été isolés a partir de celui de Artemisia herba alba. Une autre
étude a permis I’isolement d’un isolat actinomycéte BTS40, a partir du sol rhizosphérique de

Artemisia herba alba (Djemouai et al., 2022).

Les recherches menées par Aurélie (2013), ont mis en lumicre que les communautés
bactériennes varient d'un sol a un autre en raison de leurs propriétés physico-chimiques, qui
favorisent le développement de taxons bactériens spécifiques. Des facteurs tels que 'humidité du
sol, le pH, la température, la conductivité, ainsi que des facteurs physiologiques comme 1'age de la
plante et d'autres éléments, ont été identifiés comme des déterminants de la variabilité de la densité
bactérienne (Manoharachary, 2006). Selon Mouafek (2010), les sols rhizosphériques présentant
une meilleure texture, une plus grande richesse en éléments nutritifs et des conditions plus
favorables abritent une diversité plus importante des bactéries rhizosphériques. 11 semblerait donc
que ces caractéristiques aient joué un role crucial dans notre capacité a isoler un nombre significatif

des bactéries rhizosphériques dans notre étude.

I11.2. Isolement et identification des champignons phytopathogénes

L’isolement des agents phytopathogénes a partir des fruits de tomate et des grains de blé
présentant des symptomes a permis 1’obtention de 22 isolats fongiques de couleur, aspect et forme
différentes. Ces derniers ont d'abord €té regroupés en trois morphotypes et un isolat de chaque
groupe a été sélectionné (le premier a partir de I’échantillon de blé, et les 2 autres a partir des

tomates). Leur identification a été ensuite renforcée et validée a travers une analyse microscopique.
La description des trois isolats fongiques sélectionnés est comme suit :
% Isolat fongique A

L’aspect macroscopique de cet isolat se présente sous forme des colonies floconneuses de
couleur blanche avec un halo créme, tandis que le revers, des colonies présentent une couleur
marron foncé au centre et un couleur créme a saumon pale a la périphérie. Absence de production
de pigments diffusibles. La vitesse de croissance est rapide, avec un diamétre de 43 mm apres 7
jours d’incubation. Au microscope, on observe un mycélium cloisonné avec des macroconidies en
forme de croissant, septées avec 3 a 4 cloisons, libres et abondantes. Les microconidies sont ovales

petites et abondantes (Figure 9).
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Figure 9. Morphologie de I’isolat fongique A, (a) : Colonie sur PDA, (b) : Verso de la colonie

sur PDA, (c) et (d) : Aspect microscopique au microscope optique (Grossissement x100).
+« Isolat fongique B

Lors de 1'étude macroscopique de cet isolat, on observe des colonies veloutées, initialement
de couleur blanchatre a grisatre, mais qui peuvent s’assombrir avec le temps, prenant souvent des
nuances noires ou vertes. Elles présentent un aspect cotonneux et une croissance dense, avec un
diamétre pouvant atteindre les 15 mm apres 7 jours d’incubation. Les propriétés microscopiques
incluent, des conidies sombres globuleuses et réticulées, des conidiophores sombres ; flexueux et

ramifiés (Figure 10).

sur PDA, (c) et (d) : Aspect microscopique au microscope optique (Grossissement x100).

+ Isolat fongique C

D'apres les observations macroscopiques, les colonies de cet isolat sont de couleur verdatre
a une teinte foncée, pouvant aller du vert au noir, avec une texture duveteuse et épaisse, une
croissance lente et un diametre de 26 mm apres 7 jours d’incubation. Ses propriétés microscopiques
comprennent des hyphes septés, certains pigmentés en brun, avec des filaments simples ou

ramifiés. Les conidies sont de forme elliptique ou ovoide, avec une base arrondie et une extrémité
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apicale allongée en bec conique a cylindrique, cloisonnées, brunes et de taille relativement courte

(Figure 11).

Figure 11. Morphologie de I’isolat fongique C, (a) : Colonie sur PDA, (b) : Verso de la colonie

sur PDA, (c) et (d) : Aspect microscopique au microscope optique (Grossissement x100).

D’aprés la comparaison de ces observations macroscopiques et microscopiques des trois
isolats fongiques avec la description fournie par Dufresne (2021), il a été conclu que les trois
isolats appartenaient aux especes Fusarium oxysporum, Ulocladium botrytis et Alternaria alternata
respectivement.

Plusieurs précédentes études, ont permis I’isolement des trois champignons
phytopathogenes a partir des grains de blé et des tomates telles que celle de Gacem (2011), qui a
montré la présence du genre Ulocladium dans les échantillons des grains de blé. Dans deux autres
¢études, huit isolats de Fusarium sp et Alternaria sp ont €té isolés et identifiés a partir des tomates
infectées (Yang et al., 2017 ; Adss et al., 2022). Nos résultats sont également semblables a ceux
de Rakotoarimanga (2014), qui a isolé un champignon phytopathogene du genre Fusarium,

désigne F-02, a partir de tomates.

Nos résultats concordent avec ceux de Al askar ses colléeges (2014), qui ont identifié 57

especes fongiques colonisant les tomates, parmi lesquelles des souches de Alternaria spp.

Dans les régions de production de tomates destinées a la transformation en Californie, 228
isolats ont été recueillis a partir de 1ésions caractéristiques de moisissure noire sur 228 fruits miirs
collectés entre aolt et octobre 1992. Parmi ceux-ci, 174 ont été identifiés comme étant de 1'espece
Alternaria alternata (Morris et al., 2000). De plus, (Jones et al.,2014) ont isolé des souches

d'Alternaria alternata a partir de tomate.

Les trois genres de moisissures phytopathogenes ayant ét¢ identifiés dans notre étude sont

généralement associés a une mauvaise manipulation et conservation des denrées alimentaires, ainsi
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qu’a la qualité, la durée et les conditions de stockage en particulier des céréales. Ils sont considérés

comme des contaminants courants au cours du stockage (Berthier et Valla, 1998 ; Tabuc, 2007).

Selon (Withlow et al.,2001), les deux genres Alternaria et Fusarium sont des habitants
naturels présents dans les cultures en plein champ et dans le sol. La contamination fongique des
céréales, que ce soit sur le champ ou pendant le stockage, est directement influencée par les

conditions hydrothermiques (Wilson et al., 2002).

I11.3. Dépistage préliminaire de ’activité antimicrobienne
I11.3.1. Dépistage préliminaire de I’activité antifongique

Apres avoir €té isolés et purifiés, 1’activité antifongique a 1’égard des trois champignons
phytopathogénes Fusarium oxysporum, Ulocladium botrytis et Alternaria alternata des isolats
rhizosphériques a été évaluée en utilisant la technique de la double culture. Les pourcentages
d’inhibition de la croissance des trois champignons cibles obtenus par les isolats rhizosphériques

actifs sont représentés dans les figures 12, 13, 14 et 15 ci-dessous.
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Figure 12. Résultats du criblage préliminaire contre Fusarium oxysporum. Chaque valeur

représente la moyenne des deux essais +SD.
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Ulocladium botrytis
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Figure 13. Résultats du criblage préliminaire contre Ulocladium botrytis. Chaque valeur représente

la moyenne des deux essais =SD.
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Figure 14. Résultats du criblage préliminaire contre Alternaria alternata. Chaque valeur représente

la moyenne des deux essais +=SD.

Pour Fusarium oxysporum, les pourcentages d'inhibition obtenus variaient entre 9,30 % et
55,81 %. Parmi les 17 isolats rhizosphériques actifs, 7 avaient obtenus de pourcentages d’inhibition

supérieurs a 50%, avec le meilleur pourcentage d’inhibition (55, 81%) obtenu par 1’isolat B16.
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Parmi les isolats actifs, 5 avaient présentés des pourcentages supérieurs a 50% vis-a-vis
d’Ulocladium botrytis. Le meilleur pourcentage d’inhibition était de 55,77 % obtenu par les isolats
B10 et B21. En ce qui concerne Alternaria alternata, uniquement 6 isolats rhizosphériques étaient

actifs, avec des pourcentages d’inhibitions atteignant les 63,63% obtenu par 1’isolat B32.

alternata)

Témoin (Alternaria }

Témoin (Ulocladium
botrytis)

{ Doubles ciiltures ] Témoin (Fusarium
oxysporum)

Figure 15. Photos montrant 1’effet antagonisme de quelques isolats rhizosphériques contre les

trois champignons phytopathogénes.

Selon Williams et Asher (1996), les différences entre les pourcentages d’inhibition
observées lorsque différents isolats rhizosphériques sont confrontés & un méme champignon
phytopathogene, est due a la différence des modes d'action et/ou du type de métabolites produits

par les bactéries. De plus, cela indique que ces bactéries sont taxonomiquement différentes.
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Plusieurs études ont montré 1’activité antifongique des bactéries rhizosphériques.
Mezaache (2012) a isolé des bactériens de la rhizosphere de la pomme de terre ayant un pouvoir
inhibiteur contre I'agent Fusarium oxysporum par la production de substances volatiles cyanure
d'hydrogene (HCN). D'autres auteurs ont demontré que 1’espéce rhizosphérique Pseudomonas
fluorescens possede une activité inhibitrice contre Alternaria alternata (Renga ramanujam et
Kulothungan, 2011), et a 1'égard de Fusarium oxysporium et de Alternaria alternata, avec un
pourcentage d'inhibition atteignant les 36% (Rabhin, 2011).

L'étude menée par Benamrane et Maouchi (2017), a identifi¢ un isolat en tant que Bacillus
safansis capable de dégrader la chitine colloidale et le B-1.3-glucane. Cette espece a été démontrée
comme étant un antagoniste efficace contre Alternaria alternata et Fusarium oxysporum grace a
l'action de substances volatiles. Des études menées par (Sadfi-Zouaoui et al., 2008) ont également
mis en lumicére des souches bactériennes prometteuses pour le controle de l'activité des
champignons phytopathogenes. Ces souches ont été recherchées pour leur capacité a produire des

substances antifongiques, qu'elles soient volatiles ou diffusibles.

L'antibiose représente probablement le mécanisme le plus reconnu et potentiellement le
plus crucial utilis¢ par les PGPR (Rhizobactéries Promotrices de la Croissance des Plantes) pour
controler l'invasion des pathogenes dans les tissus de la plante hote (Mezzache, 2012). Les
microorganismes antagonistes inhibent la croissance du mycélium de I'agent phytopathogene en
produisant des substances inhibitrices d'origine chimique. Ces substances peuvent inclure des
antibiotiques, des enzymes, des métabolites secondaires ou des composés volatils. En outre, la
compétition entre les microorganismes peut également entrainer un ralentissement significatif de
la croissance mycélienne de 1'agent phytopathogene. Cette compétition entre les bactéries et les
phytopathogénes a depuis longtemps été reconnue comme un mécanisme crucial dans la lutte
contre les maladies des plantes (Montealegre et al., 2003 ; Islam et Hossain, 2012).

D’autres rhizobactéries stimulatrices de la croissance posseédent la capacité de synthétiser
des métabolites jouant un rdle crucial dans l'activation des facteurs de germination du pathogene
ou dans la dégradation de leurs facteurs de pathogénicité, tels que les toxines. Par exemple,
certaines bactéries peuvent parasiter et dégrader les spores des pathogeénes en produisant des

enzymes qui détruisent la barriére cellulaire (Whips, 2001).
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I11.3.2. Dépistage préliminaire de I’activité antibactérienne

Le pouvoir antibactérien des isolats rhizosphériques sélectionnés selon leur pouvoir
antifongique a été déterminer en mesurant les diameétres des zones d'inhibition des trois bactéries
pathogénes formées autour des spots bactériens et des disques d’actinomyceétes aprés 24 heures

d'incubation (Figure 16 et 17).
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Figure 16. Résultats du criblage préliminaire contre les trois bactéries pathogénes. Chaque valeur

représente la moyenne des deux essais =SD.

Les résultats ont montré que seul les isolats B1, B19, B20 et B21 avaient une activité
antibactérienne. Les 4 isolats étaient actifs contre Escherichia coli avec des moyennes des zones
d’inhibition atteignant les 56 mm obtenus par I’isolat B19, Staphylococcus aureus étaient
uniquement sensible a 1’isolat B 19 avec une moyenne des zones d’inhibition de 62.5 mm. La

bactérie Micrococcus luteus quant a elle était résistante a tous les isolats rhizosphériques.

Plusieurs études telles que celles de (Tistechok et al., 2021) et celle de Singh et Singh en
(2021), ont revéle l'efficacité des Streptomyces rhizosphériques a inhiber différentes bactéries
pathogenes. Selon (Fikri et al.,2018), Parmi les 25 bactéries isolées a partir des différentes feuilles
de plusieurs plantes, 8 isolats avaient des caractéristiques antibactériennes, dont 1 isolat B30b avait
démontré une activité inhibitrice contre toutes les bactéries pathogénes, avec la plus grande zone
inhibition (26 mm) observée contre S. aureus, les 7 autres isolats B2c, B9a, B17b, B11a, B2a, B7a

et B7b ont démontré une activité contre Staphylococcus aureus, E. coli et d’autres bactéries. Selon

27



Résultats et discussion

d'autres études, il a été démontré que les bactéries & Gram positive sont les plus sensibles aux
molécules que les bactéries a Gram négatives.

[ B19 contre Staphylococcus aureus }

Figure 17. Photos montrant I’effet antagonisme de quelques isolats rhizosphériques contre les

trois bactéries pathogénes.

Selon Srivibool et Sukchotiratana (2006), l'absence d'activité antibiotique contre
certaines bactéries ne signifie pas nécessairement une absence ou une faible activité de la
substance, mais peut étre due a une diffusion inefficace dans le milieu de la molécule actif. Elle
peut également étre due a ce que le pouvoir de production de certaines molécules bioactives dépend
de la composition et de la concentration des composants du milieu de culture (Reghioua et al.,
2006).

II1.4. Activité antifongique des extraits de I’isolat d’actinomycéte

Selon les résultats présentés dans la figure 18 que 1’extrait obtenu apres extraction a I'n-
hexane était actif contre les 3 champignons phytopathogénes. Le plus grand effet a été observé

contre Alternaria alternata avec une moyenne des zones d’inhibition de 24 mm, suivi de Fusarium
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oxysporum et Ulocladium botrytis avec des moyennes de 22 mm et 21,5 mm respectivement.
L’extrait obtenu apres extraction au méthanol était actif uniquement contre un seul champignon
Fusarium oxysporum avec une moyenne des zones d’inhibition de 15 mm. En revanche 1’extrait

d’acétate d’éthyle n’a montré aucune activité inhibitrice contre les trois champignons testés.
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Figure 18. Activité antibactérienne des différents extraits de 1’isolat B32 contre les

microorganismes pathogenes. Chaque valeur représente la moyenne des deux essais +SD.

Figure 19. Photos montrant I’activité antifongique de 1’extrait de n-hexane de 1’isolat B32.

(a): Fusarium oxysporum, (b): Ulocladium botrytis, (c): Alternaria alternata.

Les résultats obtenus sont variables, ils montrent un effet inhibiteur important contre

certains champignons, alors que d’autres sont resté résistants, ceci se traduit par une variété dans
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les zones d’inhibitions et s’explique par la différence entre les champignons phytopathogenes

utilisés ainsi que le solvant utilis¢ (Lemriss et al., 2003).

Des résultats proches des ndtres ont été obtenus avec différentes autres études telles que
celle de (Arasu et al., 2014), ou I'extrait de n-hexane d’un actinomycéte isolé des sols forestiers a
montré une activité efficace contre les champignons phytopathogeénes testés. Parmi les
microorganismes testés par (Niyason et al., 2015), les extraits méthanoiques des différentes
especes d’actinomycetes ayant été isolés a partir des échantillons de sol tourbeux en Thailande ont
montré une bonne activité contre les différents champignons testés avec un pourcentage
d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium sp de 50%. Cependant aucune activité

antifongique n’a été obtenue avec les extraits d’acétate d’éthyle.

D’autres études ont révélé que les extraites d’acétate d’éthyle de 15 espéces de Streptomyces
spp, isolées a partir des sols de tomates en Egypte (Abdel-Aziz et al., 2021), et de 12 souches
d'actinomycetes isolées de la rhizosphere de Mikania micrantha (Han et al.,2018) possédaient une
activité contre certains champignons phytopathogenes. Ils ont considéré I’éthyle acétate comme

étant le meilleur extracteur de molécules antifongiques.

L’une des caractéristiques essentielles des actinomycetes est leur capacité a fabriquer une
multitude de substances intéressantes, y compris les molécules antifongiques. Elles sont
responsables de la production des deux tiers des molécules bioactives (Madigan et Martinko,
2007). Plusieurs chercheurs ont employé des solvants organiques de diverses polarités afin
d'extraire ces composés bioactifs (Niyasom et al., 2015). Par ailleurs, selon (Williams et Asher,
1996), les différences entre les taux d'inhibition des champignons phytopathogenes testées
suggerent que le mode d'action et/ou le type des métabolites peuvent varier méme si les mémes

solvants sont utilisés.

I1L.5. Mise en évidence de I’activité enzymatique de la souche B32
Afin d'explorer 'activité enzymatique de la souche B32, divers milieux contenant différents

substrats ont été évalués (tableau II).
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Tableau II. Indices enzymatiques obtenus par 1’isolat B32. Chaque valeur représente la moyenne

des deux essais =SD

Protease Cellulase Amylase

Indices
1,67 0,07 2,13 +0,65 00
enzymatiques

L'observation apres 5 jours d'incubation confirme une activité cellulolytique sur une gélose
contenant uniquement du CMC comme seule source de carbone et d'énergie. L'ajout de Lugol
révele un halo clair autour de la colonie d’actinomycéte, indiquant la dégradation de la cellulose et
confirmant la présence de cellulases, avec un indice de 2.13 (Figure 20). Pour l'activité
protéolytique, l'apparition d'une zone claire autour des colonies témoigne de 1'hydrolyse de la
caséine, avec un indice de 1.67 (Figure 21). En revanche, 1'absence d'activit¢ amylolytique est
soulignée par I'absence de zone claire autour des colonies, indiquant que 1’isolat B32 ne secréte pas

d'amylase a I'extérieur de ses cellules (Figure 22).

Figure 20. Résultat de I’activité cellulolytique de I’isolat B32, aprés 5 jours d’incubation.
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Figure 22. Résultat de I’activité amylolytique de 1’isolat B32, apres 5 jours d’incubation.

Nos résultats concordent avec ceux de Gulve et Deshmukh (2011), qui ont démontré que
des isolats appartenant aux genres Streptomyces, Micromonospora, Nocrardia et
Saccharopolyspora produisent des enzymes protéolytiques sur des milieux a base de lait écrémé.
La méme chose pour (Gontia-Mishra et al.,2016), ayant indiqué une absence totale d'activité
amyliolytique chez une autre souche d’actinomycete. Une production maximale de cellulase chez
Streptomyces drozdowiczii a également été observé sur un milieu contenant 10% de CMC par (de

Lima et al.,2005).

Nos résultats différent des conclusions de Rodrigues (2006), concernant les activités
enzymatiques des actinobactéries. En effet, Rodrigues a mis en évidence que 1'activité amylasique

prédomine parmi les 188 souches étudiées, contrairement a nos observations ou cette activité était
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absente. IIs divergent également de ceux rapportés par (Dinesh et al.,2015) observé une activité
amylasique chez 25% et 27% des souches d'actinomycetes. En contraste, (Tabli et al.,2014), ainsi
que (Nabti et al.,2014), ont noté une activité positive pour ce test chez 100% des actinomycetes

examinés.

Les enzymes, produites par les souches de bio-contréle de PGPR agissent comme des
agents de défense biologique en ciblant spécifiquement les pathogénes et en dégradant leurs parois
cellulaires. Ces enzymes incluent la déshydrogénase, les chitinases, la B-glucanase, les protéases,
les phosphatases et les lipases. Leur action contribue a protéger les plantes contre divers pathogénes
tels que Sclerotium rolfsii, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Pythium ultimum, Phytophthora
sp et Rhizoctonia solani (Raafat et Sahl, 2009 ; Hakim et al., 2021). De plus, des especes comme
Bacillus cereus et Bacillus cepacia produisent des enzymes telles que l'amylase, la B-1,3-glucanase,
la cellulase, la protéase, la xylanase et la lipase, qui ciblent et dégradent les parois cellulaires de
divers microorganismes pathogénes présents dans le sol (Hakim et al., 2021). La protéase est
reconnue pour son role dans la dégradation de la paroi cellulaire des champignons. Cette
observation est en accord avec les conclusions de Naik et Sakyhivel (2006), qui ont démontré que

la souche PUP6 produit des protéases dotées d'une activité CWDE (cell wall degrading enzymes).
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Conclusion

Le but de ce travail était dans un premier temps d’isoler les bactéries rhizosphériques a
partir du sol rhizosphérique de la plante Artemisia herba alba. En deuxiéme lieu testé leur pouvoir
antimicrobien contre des champignons phytopathogénes isolés a partir des tomates et des grains de
blé ainsi que contre des bactéries pathogenes pour I’homme, car et dans une approche de rechercher
de nouvelles molécules naturellement bioactives, 1'utilisation des bactéries rhizosphériques s'avére

prometteuse.

A partir du sol rhizosphérique, un total de 50 isolats microbiens ont été isolés, 49 étaient
des bactéries, alors que le dernier et selon les observations macroscopiques et microscopiques il
s’est avéré que c’est un actinomycete. Pour le deuxiéme isolement concernant les champignons
phytopathogenes, apres stérilisation de surface des grains de blé et des tomates, trois représentants
des morphotypes isolés ont été¢ sélectionnés. Les observations macroscopiques et microscopiques
nous a permis de les identifier en tant que Fusarium oxysporum, Alternaria alternata et Ulocladium

Botrytis.

Le dépistage de I’activité antifongique des 50 isolats a été réalisé contre les trois
champignons phytopathogénes. 17 isolats étaient actifs contre au moins 1’un des phytopathogénes.
Les isolats B10 et B21 ont obtenu les meilleurs résultats contre Ulocladium botrytis, tandis que
contre Alternaria alternata et Fusarium oxysporum, I’isolat B32 et B16 étaient les plus actifs
respectivement. Contre les bactéries pathogénes, seuls les isolats B1, B19, B20 et B21 ont présenté
les résultats les plus prometteurs. Suite & I'observation de I'activité antagoniste contre les
champignons phytopathogénes, nos recherches se sont focalisées ensuite sur [I’isolat
d’actinomycete B32. Aprés fermentation et extraction avec trois solvants de polarité différentes, le
test a révélé que I’extrait de n-hexane était celui qui a donné la meilleure activité car il a présenté

le spectre d'action le plus large et été actif contre les trois phytopathogenes.

La production des enzymes amylase, cellulase et protéase par 1’isolat B32 a été dépisté. Cet
isolat s’est distingué par sa production d’une cellulase et une protéase. Par contre, elle n’a présenté

aucune activité détectable concernant la dégradation de I'amidon.

Les perspectives de ce présent travail sont multiples et les principales peuvent étre résumées

comme suit :

+ ldentifier les isolats rhizosphériques moléculairement.
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< Explorer d'autres activités enzymatiques de 1’isolat B32.
« Identifier les molécules extraites par des techniques telles que la CCM et la HPLC.
% Elargir notre champ d'étude en évaluant I'effet antagoniste sur d'autres champignons

phytopathogeénes et d’autres bactéries pathogénes.
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Milieux de culture

% Milieu PDA

POMME A8 oI . ... ettt e e e 200g
ALGAT —AZAT ... eiiieiiiieeiie et et e ettt e et e e e ta e e e bt e e et e e e anbt e e e baeeenbeeennbeeeenbeeeenbeeeenneean 17¢g
GlUCOSE ettt ettt et 20g
HoO distill€. . ..o e e e 1000ml

% Milieu ISP2

EXtrait de LIOVUIE ....eiii i e e e 4g
Extrait de malt. ... ..o e 10g
GIUCOSE. . . ettt e e e e e 4g
8 14§ 13 1< 1000ml

% Lagélose a la cellulose

ClIUIOSE . ..ot 05¢g
N AN O e 0.1g
K2HPO 4. .o e 0.1g
SO e 0.05¢g
EXtrait de LOVUIE. . ... 0.05¢g
A AT e I5¢g
Bau distill€e. ... ..o 1000 ml

% Lagélose de Gause

KN O3 1.0g
K2 H PO .. 05¢g
M S O e e 05¢g
N AT e 05¢g
FeS O 0.01g
AMIAON ..o e 200¢g

N . | Pt 300¢g



Annexe

s Lagelose au lait écrémé

o 011 ) LU 10g
L 5¢
EXrait de LOVUIE .. ..ttt 3g
N P 20g
Latt €CTEmME ... .o 50ml
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Résumé
Certaines bactéries et champignons de la rhizosphére peuvent influencer le controle des agents pathogénes et la croissance des
plantes. Dans le cadre d'une cette étude menée sur les microorganismes rhizosphériques de Artemisia herba alba, un total de 50 isolats
microbiens (49 bactéries et 1 actinobactérie) ont été isolés dans le but d'évaluer leur potentiel de production de composés bioactifs
bénéfiques pour la santé humaine et l'agriculture. L’activité antifongiques de ces isolats a été criblé contre trois champignons
phytopathogénes, Fusarium oxysporum, Ulocladium botrytis et Alternaria alternata, isolés respectivement du blé et de la tomate. Les
résultats ont montré que 17 des isolats ont présenté une activité inhibitrice significative contre les champignons phytopathogénes,
notamment une forte inhibition de 63,63% contre Alternaria alternata, observée avec l'isolat B32. Par la suite, neuf des isolats les plus
actifs ont été sélectionnés pour évaluer leur activité antibactérienne contre Escherichia coli, Micrococcus luteus et Staphylococcus aureus,
démontrant une activité notable contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli, avec des zones d'inhibition moyennes respectives de
62,50 mm et 56,00 mm. Les extraits de I’isolat B32 obtenu aprés fermentation et 1'extraction avec différents solvants a montré une activité
antifongique prometteuse de 1’extrait de n- hexane qui était actif contre les trois champignons phytopathogénes avec des zones d'inhibition
de 21,5 mm, 22 mm et 24 mm observée contre Ulocladium botrytis, Fusarium oxysporum et Alternaria alternata, respectivement. De plus,
les tests enzymatiques ont révélé que 1’isolat B32 présentait une activité cellulolytique et protéolytique avec respectivement des indices

enzymatiques de 2.13 et 1.67 mais pas d'activité amylolytique.
Mots clés : Rhizosphére, PGPR, Antagonisme, activité antimicrobienne, activité enzymatique.

Abstract

Some bacteria and fungi in the rhizosphere can influence pathogen control and plant growth. In this study conducted on
rhizospheric microorganisms of Artemisia herba alba, a total of 50 microbial isolates (49 bacteria and 1 actinobactérie) were isolated to
evaluate their potential for producing bioactive compounds beneficial for human health and agriculture. The antifungal activity of these
isolates was screened against three phytopathogenic fungi, Fusarium oxysporum, Ulocladium botrytis, and Alternaria alternata, isolated
respectively from wheat and tomato. Results showed that 17 isolates exhibited significant inhibitory activity against phytopathogenic fungi,
notably a strong inhibition of 63.63% against Alternaria alternata, observed with isolate B32. Subsequently, nine of the most active isolates
were selected to evaluate their antibacterial activity against Escherichia coli, Micrococcus luteus, and Staphylococcus aureus,
demonstrating notable activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, with respective average inhibition zones of 62.50 mm
and 56.00 mm. Extracts from isolate B32 obtained after fermentation and extraction with different solvents showed promising antifungal
activity of the n-hexane extract, which was active against all three phytopathogenic fungi with inhibition zones of 21.5 mm, 22 mm, and
24 mm observed against Ulocladium botrytis, Fusarium oxysporum, and Alternaria alternata, respectively. Furthermore, enzymatic tests
revealed that isolate B32 exhibited cellulolytic and proteolytic activity with enzymatic indices of 2.13 and 1.67 respectively but no

amylolytic activity.

Keywords: Rhizosphere, PGPR, Antagonism, antimicrobial activity, enzymatic activity.



