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Résumé

Le but de cette étude est d'isoler les bactéries rhizosphériques de Rosmarinus officinalis afin
d'évaluer leurs activités biologiques comme alternative aux antibiotiques et antifongiques
traditionnels. Apres un criblage préliminaire basé sur I’intensité de ’inhibition, le spectre d’activité
et le morphotype, six isolats ont été sélectionnés pour poursuivre 1’étude. Les isolats B24 et B50
ont montré une activité antifongique la plus significative ; l'isolat B24 a montré des taux
d'inhibition de 48,81 % contre Ulocladium botrytis, 42,86 % contre Fusarium oxysporum et 49,08
% contre Alternaria alternata, tandis que I'isolat B50 a montré des taux d'inhibition de 47,37 %,
54,92 % et 73,19 % respectivement contre Ulocladium botrytis, Fusarium oxysporum et Alternaria
alternata. En revanche, les isolats B5, B19, B26 et B37 ont montré une activité moins efficace.
L'examen préliminaire de I'activité antibactérienne a montré que les isolats B24, B26, B41 et B41
étaient actifs contre au moins une bacteérie testée ; et I'isolat B24 a montré une activité remarquable
contre les trois bactéries. Aprés extraction, I’activité antimicrobienne des extraits de 1’acétate
d’éthyle a été évaluée par la méthode du puits. L'extrait de I’isolat B26 était actif contre les trois
bactéries avec des zones d'inhibition comprises entre 23 et 24,5 mm, tandis que les isolats B24 et
B41 présentaient une forte activité antibactérienne uniquement contre les bactéries a Gram-positifs,
ou les meilleures zones d'inhibition étaient de 25,25 et 28 mm obtenues par l'isolat B24 contre
Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus respectivement, et aucune activité n'a été observée
pour l'isolat B50. Pour l'activité antifongique, les activités les plus élevées ont été obtenues par
I'extrait de I'isolat B50 (24 mm) contre Alternaria alternata, et I'extrait de I'isolat B24 qui a montré
des zones d'inhibition de 20,25 et 21,5 mm contre Alternaria alternata et Ulocladium botrytis
respectivement, tandis que Fusarium oxysporum était le plus résistants. L'extrait de l'isolat B26 n'a
montré aucune activité antifongique. Les résultats de ces travaux montrent que les isolats
rhizosphériques étudiés sont capables d'étre une source prometteuse de métabolites secondaires
bioactifs.

Mots-clés :  Champignons phytopathogenes, PGPR, Rosmarinus officinalis, activité

antimicrobienne, activité antifongique.



Abstract

The purpose of this study is to isolate rhizospheric bacteria from Rosmarinus officinalis to
evaluate their biological activities as alternatives to traditional antibiotics and antifungals. After a
preliminary screening based on the intensity of inhibition, spectrum of activity, and morphotype,
six isolates were selected for further study. Isolates B24 and B50 showed the most significant
antifungal activity, the isolate B24 was showed inhibition rates of 48.81% against Ulocladium
botrytis, 42.86% against Fusarium oxysporum, and 49.08% against Alternaria alternata, while the
isolate B50 was showed inhibition rates of 47.37%, 54.92%, and 73.19% respectively against
Ulocladium botrytis, Fusarium oxysporum, and Alternaria alternata. In contrast, the isolates B5,
B19, B26, and B37 showed less effective activity. The preliminary examination of antibacterial
activity showed that isolates B24, B26, B41, and B41 were active against at least one tested
bacterium, and isolate B24 showed remarkable activity against all three bacteria. After extraction,
the antimicrobial activity of ethyl acetate extracts was evaluated by the well diffusion method. The
extract of isolate B26 was active against all three bacteria with inhibition zones ranging from 23 to
24.5 mm, while isolates B24 and B41 exhibited strong antibacterial activity only against Gram-
positive bacteria, with the best inhibition zones being 25.25 and 28 mm obtained by isolate B24
against Staphylococcus aureus and Micrococcus luteus respectively, and no activity was observed
for isolate B50. For antifungal activity, the highest activities were obtained by the extract of isolate
B50 (24 mm) against Alternaria alternata, and the extract of isolate B24 which showed inhibition
zones of 20.25 and 21.5 mm against Alternaria alternata and Ulocladium botrytis respectively,
while Fusarium oxysporum was the most resistant. The extract of isolate B26 showed no antifungal
activity. The results of this work indicate that the studied rhizospheric isolates are capable of being

a promising source of bioactive secondary metabolites.

Keywords: Phytopathogenic fungi, PGPR, Rosmarinus officinalis, antimicrobial activity,
antifungal activity.
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Introduction

Les plantes font constamment face a une diversité de microorganismes pathogeénes présents
dans leur environnement, tels que les bactéries, les champignons et les virus, qui causent des
maladies contribuant significativement & la diminution globale des rendements agricoles a travers
le monde (Céceres et al., 2017 ; Peng et al., 2021). Parmi ces agents pathogeénes, les champignons
représentent les menaces biologiques les plus séveéres, entrainant des effets néfastes sur la qualité
et la quantité des cultures, et causant ainsi d’importants dommages aux cultures agricoles. En
réponse a une infection fongique, on observe une diminution significative de I’activité
physiologique des plantes et de la concentration en chlorophylle. De plus, cette infection entraine
un déséquilibre dans la circulation de I’eau et des nutriments dans les organes de la plante,
perturbant ainsi les processus de croissance et conduisant a une maladie généralisée dans la plante.
Alternaria et Fusarium sont parmi les pathogénes fongiques les plus notoires (Soliman et al., 2023)
; ces champignons sont capables de produire des métabolites secondaires toxiques appelés les
mycotoxines (Leyva Salas et al., 2017). Bien que I’application de fongicides chimiques soit la
méthode la plus répandue pour prévenir les maladies fongiques, ces produits présentent plusieurs
inconvénients, notamment des cofits élevés et des impacts potentiels sur I’environnement et la santé
humaine. De plus, ’utilisation continue de ces pesticides a conduit a la résistance des

phytopathogénes.

L'émergence des bactéries pathogenes résistantes aux antibiotiques représente un défi
croissant pour la santé publique. Cette résistance est souvent due a l'utilisation excessive et
inappropriée d'antibiotiques chez les humains et les animaux, ainsi qu'a la transmission de génes
de résistance entre différentes souches bactériennes. Ces bactéries résistantes rendent les
traitements antibiotiques moins efficaces, entrainant des complications médicales graves et
augmentant les taux de morbidité et de mortalité. Il est essentiel de mettre en ceuvre des stratégies
de prévention et de contrble de la résistance aux antibiotiques, telles que la promotion de
I'utilisation responsable des antibiotiques, le développement de nouveaux antibiotiques et la mise
en place de mesures d'hygiéne rigoureuses pour limiter la propagation des bactéries résistantes
(Larsson et al., 2022).

L'utilisation d'antagonistes microbiens pour le contréle biologique offre une alternative
fiable, efficace et respectueuse de I'environnement pour la gestion des maladies fongiques. Avec la
préoccupation croissante des consommateurs concernant les risques pour la santé associés aux

1



produits chimiques, tels que I'indigestibilité ou les allergies, il y a une demande accrue pour une
réduction de l'utilisation de ces substances dans les denrées alimentaires et les aliments pour

animaux (Soliman et al., 2023).

Les PGPR, ou rhizobactéries promoteurs de la croissance des plantes, jouent un réle crucial
dans la stimulation de la croissance des plantes et la lutte contre les champignons phytopathogenes.
Ces microorganismes bénéfiques colonisent les racines des plantes et interagissent avec leur héte
de maniere symbiotique. Ils favorisent la croissance des plantes en fournissant des nutriments
essentiels, en augmentant l'absorption des nutriments du sol et en produisant des hormones de
croissance végétale telles que les auxines. De plus, les PGPR produisent des meétabolites
antimicrobiens qui inhibent la croissance des champignons phytopathogénes, réduisant ainsi le
risque de maladies. Leur utilisation en tant qu'agent de lutte biologique offre une alternative
écologique et durable aux pesticides chimiques, contribuant ainsi a la santé des plantes et a une

agriculture plus durable (Leyva Salas et al., 2017 ; Caceres et al., 2017).

Afin de répondre a cette problématique, notre étude actuelle se base sur I'hypothése selon
laguelle les microorganismes présents dans les effluents du sol rhizosphérique des plantes
médicinales pourraient manifester un pouvoir antagoniste a l'encontre des champignons
phytopathogénes et des bactéries pathogénes. Par conséquent, notre objectif principal de recherche
est d'évaluer l'activité antimicrobienne des PGPR contre ces organismes, offrant ainsi une
alternative aux produits chimiques. Ces isolats bactériens ont été obtenus a partir de la plante

Rosmarinus officinalis, collectée dans la région de Zamora, Bordj Bou Arreridj.
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Synthese bibliographique

I.1. Les champignons phytopathogénes

Les champignons sont largement répandus dans les écosystémes et jouent un réle crucial.
On estime qu'il existe entre 2,2 et 3,8 millions d'especes de champignons dans le monde (Crous et
al., 2018). Les champignons phytopathogenes sont des organismes eucaryotes dépourvus de
chlorophylle, et leurs structures somatiques ramifiées, appelées hyphes, leur permettent de se
reproduire a la fois de maniére sexuée et asexuee en produisant des spores et d'autres structures. La
dispersion des spores par l'air et I'eau peut se faire sur de longues distances, de méme qu'elles
peuvent se propager par le sol. Ils sont responsables de graves maladies végétales pouvant avoir un
impact négatif sur la productivité des cultures. Certains de ces champignons sont également
documentés en tant que pathogenes opportunistes chez I'homme, pouvant causer des infections
chez les individus immunodéprimés (Sharma, 2021 ; Salvatore et Andolfi, 2021). IIs utilisent toute
une gamme de stratégies biochimiques et mécaniques pour infecter leur héte afin d'accéder aux
nutriments et produisent des mycotoxines sur la culture, ce qui représente un risque considérable

pour la santé humaine et animale.
I.1.1. Alternaria alternata

Ce champignon pathogéne, responsable de taches sur les feuilles de tomate ainsi que de
pourritures et de flétrissures sur différentes parties des plantes, affecte plus de 380 espéces
vegetales. Ses effets ont conduit & d'importantes pertes de rendement (Tozlu et al.,2018) . 11 s’agit
d’un champignon filamentaire saprophyte cosmopolite, largement répandu et présent dans 1’eau
ainsi que dans différente substrats tels que le sol, les plantes, la matiere organique, les textiles, le
platre ou le bois (Wang et al., 2021)

1.1.1.1. Alternariose

L'alternariose est une maladie cryptogamique répandue chez la tomate a I'échelle mondiale,
causant d'importantes pertes économiques en réduisant les rendements. Elle est principalement
provoquée par les espéces Alternaria solani et Alternaria alternata (Milet et Kacem Chaouche,
2017) . Les symptomes de I'alternariose sont facilement reconnaissables, se manifestant par des
Iésions nécrotiques sur les feuilles, principalement concentriques et souvent entourées de tissu

chlorotique jaune (Belosokhov et al.,2017).
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1.1.1.1.1. Les dégats causés par l'alternariose

Les maladies causées par Alternaria affectent pres de 400 espéces vegétales, en particulier
A. Alternata, qui infecte pres de 100 plantes, y compris les fruits, les Iégumes et les herbes. Il est
bien établi que dans les régions ou la rosée, les pluies et I'numidité relative sont éleveées, les
maladies causées par Alternaria sont plus fréquentes et les plus destructrices. Cette espéce est
particuliérement associée a des maladies chez les hotes solanacées (Ismail et al., 2023). Le brdleur
précoce, provoqué par deux especes ascomycetes étroitement liées (A. solani et A. alternata),
représente lI'une des maladies les plus courantes des tomates. Ces maladies détruisent les pigments
photosynthétiques, entrainant une réduction significative de la croissance et une diminution de la
quantité de chlorophylle dans les feuilles infectées, ce qui affecte la photosynthése (Nehela et al.,
2023). Elles sont également responsables de maladies post-récolte dans diverses cultures,

provoquant des taches foliaires et des moisissures sur les plantes hotes (Zhang et al., 2023).

1.1.1.1.2. Les symptdmes

L'apparition de symptémes chlorotiques et nécrotiques sur les parties aériennes de la plante,
tels que feuilles flétries, taches foliaires, points noirs, cancers de tronc, pourriture des fruits et
moisissures, caractérise les manifestation de I’infection. Les symptdbmes économiquement
importants comprennent des Iésions sur les tiges des plantes adultes et la pourriture des fruits,
entrainant parfois une réduction du rendement pouvant atteindre jusqu'a 79%. Les lésions sur les
tiges peuvent également entrainer des pertes de plantes de l'ordre de 20% a 40%. Une forte
infestation par la brdlure alternarienne peut provoquer une défoliation compleéte et d'importantes
pertes de récoltes en peu de temps (Martinko et al.,2022; Al-Nadabi et al., 2018 ; Loganathan et
al., 2016). L'attaque de la maladie commence par I'apparition de petites taches foliaires d'environ
1 mm de diameétre sur les tiges et les feuilles, qui deviennent rapidement brunes a noires. Ces taches
peuvent étre plus ou moins rondes, parfois angulaires le long des nervures, et présentent souvent
des motifs concentriques, donnant I'impression d'une cible. Un halo jaune entoure souvent ces
taches, et a mesure qu'elles s'étendent, des anneaux concentriques plus fonces peuvent apparaitre.

Finalement, les taches se nécrosent (Zabouri, 2021).
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1.1.2. Fusarium oxysporum

Dans le complexe d'especes de Fusarium oxysporum (FOSC), il existe plus de 106 formes
spéciales connues qui infectent plus de 100 hotes différents, provoquant le flétrissement vasculaire.
Ces agents pathogénes sont présents dans le sol, peuvent survivre pendant de longues périodes,
résistent souvent aux traitements chimiques et peuvent rapidement évoluer pour surmonter la
résistance de 1’hdte, entrainant parfois la mort totale et la perte de cultures (Hudson et al., 2021).
Toutes les spores produites par le Fusarium oxysporum, telles que les macroconides, les
microconidies et les chlamydospores, contiennent des noyaux provenant des hyphes sur lesquels
elles ont été formées. L’absence de phase sexuelle dans ce champignon semble étre une
caractéristique inhabituelle. 1l s'introduit a travers les parois cellulaires des hétes via de petites
ouvertures, potentiellement assisté par des enzymes de dégradation. Le champignon peut

également envahir directement la racine en traversant les cellules épidermiques (Gordon, 2017).
1.1.2.1. La fusariose
1.1.2.1.1. La fusariose de collet (FCR) et brulure de I’épi de blé (FHB)

La fusariose est I'une des principales maladies du ble, affectant tous les organes de la plante.
Ce terme englobe trois types distincts de symptomes : la fusariose des semences, qui entraine des
pertes de levée lors du semis, la fusariose du collet (Fusarium Crown Rot - FCR) provoquée par
diverses souches de Fusarium telles que F. pseudograminearum et F. culmorum. Elle se manifeste
par une nécrose et une pourriture seche a la base des couronnes de blé et d'orge. Enfin, la fusariose
de I'épi (Fusarium Head Blight - FHB) est principalement due a des champignons tels que F.
graminearum groupe Il (Bouanaka et al.,2022 ; Mesterhazy,2024). Entrainer des pertes de
rendement considérable dans les champs individuels et réduisent la qualité restante en raison de la

présence toxine.

En Algérie, plusieurs affections touchent le blé, entrainant des pertes de rendement ou une
dégradation de la qualité des grains. Parmi les plus significatives, on compte la septoriose (causée
par Septoria spp.), les rouilles (Puccinia striiformis et Puccinia triticina) et les fusarioses
(Fusarium spp.). De ces maladies, la pourriture fusarienne du collet (FCR) et la fusariose de I'epi
(FHB) sont parmi les plus destructrices et préjudiciables pour le blé (Abdallah-Nekacheet al.,2019 ;
Laraba et al.,2017 ; Touati-Hattab et al.,2016)
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1.1.2.1.2. Les symptbmes

La symptomatologie de [linfection commence avec la germination des spores du
champignon sur la plante hote, formant ainsi un mycélium. Ce dernier parvient a envahir la plante
en utilisant des ouvertures naturelles ou des blessures. Initialement invisible, le développement du
champignon a l'intérieur de la plante se produit entre les cellules. Dés qu'il atteint les vaisseaux
conducteurs, il se propage dans la moelle de la tige et peut se répandre dans toute la plante. Lorsque
les hyphes traversent la paroi cellulaire pour pénétrer dans les cellules de I'néte, cela margue le
début des symptdmes de la Fusariose de la couronne (FCR). La formation de plaques blanches est
plus sévere pendant les saisons humides et dans les climats secs, avec parfois une croissance
fongique rose sur les noeuds inférieurs, surtout par temps humide. La FCR peut se manifester de la
germination des grains jusqu'a la maturation laiteuse et peut entrainer une diminution du rendement
en grains pouvant atteindre jusqu'a 35%. Les signes caractéristiques incluent le brunissement a la
base de la tige, ce qui réduit le nombre et la taille des grains, et provoque la mort prématurée de
I'inflorescence. Les signes de la Fusariose de I'épi se manifestent dés le stade de la floraison par
une décoloration précoce de I'épi. Aprés avoir pénétré directement ou indirectement, le
champignon se propage dans les vaisseaux du rachis, entrainant une forte diminution du rendement
et I'accumulation de mycotoxines telles que le déoxynivallénol (DON) et le nivalénol dans les
grains (Bouanaka et al.,2022 ; Hu et al.,2022 ; Zheng et al.,2022 ; Matny,2015). Les grains affectés
par la Fusariose, tombent au sol. Le blanchiment de certains épillets morts, indirectement infectés,
réduit la taille des grains tout en conservant leur couleur normale, ces grains rétrécis et de couleur

normale étant situés en haut de la téte (Mesterhazy,2020).
1.1.3. Ulocladium botrytis

Ulocladium est un type de champignon appartenant a I'Ascomycota, couramment présent dans le
sol et les plantes herbacées en decomposition. On le retrouve également sur du papier, des textiles
et du bois, ou il est souvent considéré comme un contaminant. L'espece la plus répandue de ce
genre est U. chartarum, U. botrytis, avec une couleur variant du brun olive au noir. Les especes
non endophytes d'Ulocladium sont bien connues pour étre des agents pathogenes de certaines
plantes, notamment des Iégumes tels que les haricots, la laitue, les pois et les tomates. Certaines de
ces especes causent des maladies de taches foliaires, telles que la brilure des feuilles qui affecte
généralement les extréemités des feuilles d'oignon (Dehghani Bidgoli et al., 2019).
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I.2.La lutte biologique

Diverses bactéries de la rhizosphére, également appelées PGPR, représentent des agents de
lutte biologique potentiels capables de protéger les plantes contre les maladies tout en améliorant
leur santé et leur rendement, ce qui permet de remplacer les engrais et les pesticides/fongicides
chimiques. Les genres de bactéries les plus freqguemment étudiés dans le cadre de la lutte biologique
comprennent  Pseudomonas, Azospirillum, Streptomyces, Bacillus, Actinobacteria et
Agrobacterium. Ces bactéries ont été découvertes pour leur capacité a coloniser les racines et a
supprimer de maniére significative les agents pathogenes lors de la croissance des plantes (Jiao et
al., 2021).

1.3.So0l et rhizosphére

Le sol et la rhizosphere sont des composants essentiels de I'écosysteme terrestre, hébergeant
une grande diversité et densité de microorganismes. Le sol, bien plus qu'un simple support pour les
plantes, constitue un systeme vivant complexe et un réservoir de nutriments essentiels a leur
croissance (Djellout et al., 2019). La rhizospheére, quant a elle, désigne la région du sol située sous
les racines des plantes, directement influencée par leur présence. C'est un environnement fertile ou
les interactions entre les plantes et le substrat minéral sont intenses en raison de sa richesse en

éléments nutritifs (Guardiola et al., 2022).
1.3.1. Bactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR)

Les PGPR, ou les bactéries promoteurs de la croissance des plantes, constituent un groupe
important de bactéries bénéfiques qui colonisent les racines et se développent dans la rhizosphére
et le sol environnant. Elles établissent des interactions complexes et souvent bénéfiques avec le
microbiote du sol, contribuant a une variété d'activités écologiquement importantes (Anirban et al.,
2021). Ces bactéries sont efficacement en mesure de coloniser la rhizosphere, stimulant les
défenses immunitaires des plantes, influant sur I'équilibre hormonal, offrant une protection contre
les agents pathogénes et favorisant la mobilisation des nutriments essentiels pour la croissance
végétale (Venturi et Keel, 2016) (figure 1).
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Figure 1. Différentes actions des PGPR sur les plantes (Hakim et al., 2021).

1.3.1.1. Mécanismes d’action des PGPR

Bien que les PGPR constituent la communauté microbienne prédominante dans la

rhizosphere, leur implication dans la promotion de la croissance des plantes est active ou passive.

Agissant comme des biofertilisants, ils stimulent la croissance et le développement des plantes en

facilitant leur tolérance au stress biotique et abiotique, tout en soutenant leur hote végétal. Les
mécanismes par lesquels les PGPR favorisent la croissance des plantes sont généralement classés
en modes d'action directs et indirects (figure 2), se produisant respectivement a l'intérieur et a

I'extérieur de la plante (Basuetal., 2021).
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Figure 2. Présentation générale des deux modes directs et indirects des PGPR (Basu et al., 2021).
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1.3.1.1.1. Mécanismes directs

Certains PGPR sont capables de stimuler la croissance des plantes méme en l'absence
d'agents pathogenes. Leurs mécanismes d'action directs comprennent I'amélioration de la nutrition
des plantes en fournissant des éléments tels que le phosphore, le potassium, le zinc, le fer et d'autres
nutriments minéraux essentiels. De plus, ils stimulent la croissance et le développement des plantes

en régulant les niveaux de phytohormones (Kalam et al., 2020 ; Gouda et al., 2018).
1.3.1.1.1.1. Fixation biologique de I’azote

L'azote est un élément nutritif essentiel & la croissance des plantes, jouant un réle crucial
dans leur développement (Tang et al., 2022). Les bactéries fixatrices d'azote ont la capacité
d'augmenter la productivité des cultures, offrant ainsi une alternative viable pour réduire la
pollution résultant de I'application de produits chimiques, préserver I'environnement et diminuer
les codts de production agricole (Bouras, 2018). Ces micro-organismes fixateurs d'azote peuvent
réaliser cette fonction soit de maniére autonome, soit en établissant une association symbiotique

avec les plantes hétes (Kawa et Brady, 2022).
1.3.1.1.1.2. La solubilisation du phosphate

Le sol contient une quantité importante de phosphore, environ 1,2 g par kg de sol dans la
lithosphere. Cependant, la majorité du phosphate présent dans le sol est insoluble, et les plantes ne
peuvent I'assimiler qu'a travers les ions monobasiques (H2POs) et basiques . La solubilisation
microbienne du sol est un processus par lequel des micro-organismes produisent des acides
organiques qui convertissent les phosphates insolubles n formes solubles, rendant ainsi le

phosphore accessible aux plantes (Ole’nska et al., 2020).
1.3.1.1.1.3. Solubilisation du potassium

Le potassium constitue le troisieme nutriment essentiel a la croissance des plantes, apres
I'azote et le phosphore (Ding et al., 2021). Parmi les micro-organismes les plus réputés pour leur
capacité a solubiliser le potassium, on trouve notamment Arthrobacter spp., Streptomyces spp
(Etesami et al., 2017). Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium, Klebsilla, Erwinia
(Wang et al., 2020). Acidothiobacillus spp., Bacillus Edaphicus, Ferrooxidans spp., Bacillus
mucilaginosus, Pseudomonas spp., Burkholderia spp., et Paenibacillus spp (Dos Santos et al.,
2020).
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1.3.1.1.1.4. Production d’hormones de croissance (Phytohormones)

Les phytohormones, agissant comme des messagers chimiques, exercent une influence
significative sur les fonctions physiologiques des plantes, méme a des concentrations minimes.
Traditionnellement classées en cing catégories, comprenant notamment l'auxine, les cytokinines,
les gibbérellines, les acides abscissiques et I'éthylene, ces hormones végétales jouent un rdle crucial
dans divers aspects physiologiques (Ole’nska et al., 2020). De plus, d'autres phytohormones telles
que les jasmonates, les brassinostéroides et les acides salicyliques participent également activement
a la croissance et au développement des plantes, notamment en réponse aux stress biotiques et
abiotiques (Wong et al., 2015). Par ailleurs, certaines bactéries rhizosphériques sont capables de
produire des phytohormones stimulant la croissance des plantes, soulignant ainsi leur role crucial
dans l'optimisation des processus de croissance végétale. En résumé, les hormones végétales
agissent comme des signaux chimiques permettant aux plantes de s'adapter a leur environnement,
en réagissant notamment aux divers stress auxquels elles sont confrontées (Maheshwari et al.,
2015). Les PGPR sécrétent diverses phytohormones, notamment l'auxine, I'éthylene, les

cytokinines, les gibbérellines et I'acide abscissique.
1.3.1.1.1.5. Production des sidérophores

Le fer revét un role essentiel en tant que cofacteur enzymatique dans le métabolisme
oxydatif, le transfert d'électrons, la synthése d'’ADN et d'ARN, ainsi que dans la formation des
biofilms bactériens (Patel et Minocheherhomji, 2018). Les sidérophores sont synthétisés par
certaines bactéries telles qu'Alcaligenes, Pseudomonas, Bradyzobium, Bacillus, Enterbacter et
Rhizobium. Leur production confére un avantage compétitif aux PGPR colonisant les racines en

excluant d'autres microorganismes de cette niche écologique (Shaikh et Sayyesd, 2015).
1.3.1.1.2. Mécanismes indirects
1.3.1.1.2.1. Compétition

La compétition pour l'espace et les nutriments dans la rhizosphere représente une interaction
indirecte ou les microorganismes pathogeénes rivalisent pour I'accés aux ressources alimentaires et
la colonisation physique des sites. Etant donné que la rhizosphére est souvent limitée en nutriments,
les microbes parviennent a coloniser et a survivre en occupant les zones ou I'eau et les nutriments

sont disponibles. Ainsi, pour prospérer dans un tel environnement, les microorganismes sécrétent

10



Synthese bibliographique

des sidérophores, qui ont une forte affinité pour le fer, réduisant ainsi sa disponibilité pour les

pathogeénes et inhibant leur croissance dans la rhizosphére (Tabassum et al., 2017).
1.3.1.1.2.2. Antibiose

Le mode d'action le plus étudié et le plus puissant contre les microbes pathogénes est
généralement la production d'antibiotiques, ce qui représente un mécanisme extrémement efficace
des rhizobactéries pour inhiber les infections pathogenes dans la rhizosphere des plantes (Hakim
et al., 2021). Les antibiotiques, produits par les communautés bactériennes, sont des toxines de
faible poids moléculaire ayant la capacité de tuer ou de neutraliser d'autres microbes. De plus,
plusieurs antibiotiques et toxines ont été identifiés au sein de la population bactérienne résidant

dans la rhizosphére (Tabassum et al., 2017).
1.3.1.1.2.3. Production des enzymes lytiques

La sécrétion et la production d’enzymes lytiques constituent des caractéristiques
essentielles des agents de lutte biologique contre le développement des microbes pathogenes (Xie
etal., 2016; Hakim et al., 2021). Ces enzymes déploient une activité hyperparasitaire en ciblant les
agents pathogenes au niveau de leur paroi cellulaire. Par exemple, Bacillus cereus et Bacillus
cepacia produisent une hydrolase qui brise les parois cellulaires de plusieurs microbes pathogénes
du sol (Karthika et al., 2020). Grace a ces enzymes, la plante est protégée contre divers stress
biotiques et abiotiques en éliminant les champignons pathogenes tels que Botrytis cinerea,
Fusarium oxysporum, Pythium ultimum, Phytophthora spp. et Rhizoctonia solani (Yasmin et al.,
2016; Chen et al., 2020).

1.3.1.1.2.4. Résistance systémique induite (ISR)

La résistance systémique induite (RSI) est un mécanisme de défense actif reposant sur les
barriéres chimiques ou physiques de la plante héte, stimulé par les PGPR. Distinguer la RSI des
résistances acquises systémiques (RAS) n’est pas facile, car les deux utilisent des composés
similaires pour combattre les pathogenes. Cependant, afin d'éliminer d'autres agents pathogénes
(Tabassum et al., 2017), il est crucial de comprendre leurs différences. Cette immunité est
déclenchée lorsque les plantes détectent des molécules appelées « éliciteurs », produites par des
microorganismes bénéfiques. Ce processus implique la reconnaissance par la plante des éliciteurs

émis par I'organisme inducteur. La RAS se manifeste lorsque la plante est infectée par un agent
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pathogéne, tandis que la RSI est provoquée par les PGPR pour protéger les plantes contre les
maladies (Rehman et al., 2020).

1.3.2. Caractéristiques d’un PGPR idéal

Une souche rhizobactérienne est qualifiée de PGPR potentiel si elle possede des
caractéristiques specifiques favorisant la croissance des plantes. Pour étre considérée comme

idéale, une PGPR devrait satisfaire aux critéres suivants :

- Elle doit étre hautement compétente dans la rhizosphére tout en respectant I'environnement.
-Apres inoculation, elle devrait coloniser les racines des plantes en nombre significatif.

-Elle devrait activement favoriser la croissance des plantes.

-Elle devrait présenter un large spectre d'action.

-Elle devrait étre compatible avec les autres bactéries présentes dans la rhizosphere.

-Elle devrait tolérer les facteurs physico-chimiques tels que la chaleur, la dessiccation, les

radiations et les oxydants.

-Elle devrait démontrer une compétitivité supérieure par rapport aux communautés bactériennes

rhizosphériques existantes (Basu et al., 2021).
I.4.La plante médicinale

C'est un moyen de soins de santé populaire dans de nombreux pays, en particulier dans les
pays sous-développés ou reculés. Les plantes médicinales sont utilisées pour traiter ou soulager
diverses maladies (Hu et al., 2023). Et sont intégrées dans diverses cultures et contextes pour
maintenir la santé physique, mentale et spirituelle. Certaines de ces plantes produisent des
composés thérapeutiques cliniquement établis, utilisés directement ou comme précurseurs pour la
synthese de médicaments (Davis et Choisy, 2024). Ces plantes jouent un rdle significatif en
ethnomeédecine et en médecine traditionnelle. Leurs diverses applications dans le traitement
d'affections telles que les tumeurs, I'inflammation et le stress oxydatif ont attiré une attention
considérable. Les plantes médicinales possédent une capacité unique a produire des produits
naturels complexes, ce qui en fait des sources précieuses pour la découverte de médicaments

modernes (Chen et al., 2024).
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1.4.1. Rosmarinus officinalis

Le romarin est un arbuste dense et ramifié, toujours vert, orné de fleurs bleu-blanc, pouvant
atteindre environ 1 meétre de hauteur. Ses feuilles, coriaces et linéaires a linéaires-lancéolées,
mesurent de 1 a 4 cm de long et de 2 a 4 mm de large, avec des bords incurvés. Elles présentent
une face supérieure vert foncé et granuleuse, tandis que leur face inférieure est recouverte de
tomentum, avec une nervure médiane proéminente. De plus, le romarin dégage une odeur trés

caractéristique (Andrade et al.,2018).

Rosmarinus officinalis appartient a la famille des Lamiacées. Récemment, lors d'une
analyse phylogénétique, le genre Rosmarinus a été fusionné avec le genre Salvia. Cela implique
que Rosmarinus officinalis n'est plus le nom correct pour cette espéce. Etant donné que le nom
Salvia officinalis était déja utilisé au moment de la fusion, cette plante a recu une nouvelle épithéte
spécifique dans le genre Salvia et est maintenant connue sous le nom de Salvia Rosmarinus (de
Macedo et al.,2020).

1.4.1.1. Répartition géographique de Rosmarinus officinalis

De nos jours, le romarin est cultivé a I'échelle mondiale, mais il s'agit d'un arbuste vivace a
feuillage persistant originaire du sud de I'Europe et d'Asie, notamment de la région
méditerranéenne (Rahbardar et Hosseinzadeh,2020). Cette plante prospere dans un sol sec a
modérément humide et ne tolere pas les sols détrempés. Elle supporte modérément la salinité. Sa
floraison a généralement lieu entre mai et juin dans les régions au climat méditerranéen, tandis que

la période de fructification se situe entre le printemps et I'été (Borges et al.,2019).

1.4.1.2. Utilisations traditionnelles de Rosmarinus officinalis

Les feuilles fraiches et séchées de Rosmarinus officinalis sont souvent utilisées comme
assaisonnement pour rehausser le goQt des aliments, dans les infusions a base de plantes, et comme
agents conservateurs alimentaires. Les extraits de romarin sont également utilisés comme
antioxydants naturels pour prolonger la durée de conservation des aliments. En général, les parties
aériennes superieures fleuries, comprenant les feuilles, les branches et les inflorescences, sont
principalement utilisées pour extraire les huiles essentielles (HE) et les extraits (Bendif et al.,2017 ;
Diniz do Nascimento et al.,2022). Les huiles essentielles sont obtenues a partir de matieres
végétales brutes par distillation a la vapeur, y compris I'nydrodistillation. En raison de son

utilisation dans les secteurs pharmaceutique et alimentaire, I'huile essentielle de Rosmarinus
13
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officinalis (EORO) revét une grande importance commerciale. Il s'agit d'un liquide incolore ou
jaune péale avec un aréme sec et épicé intense. Renaissance Herbals recommande [l'utilisation du
romarin pour différentes raisons : comme digestif et stimulant, pour favoriser la cicatrisation des
plaies, traiter les troubles respiratoires, stimuler la mémoire, et d'autres utilisations encore.
Traditionnellement et actuellement, il est utilisé pour traiter le stress a long terme, les maladies
chroniques, améliorer les problemes liés a la circulation et soulager les muscles rhumatismaux
lorsqu'il est appliqué sous forme de lotion a base d'huile essentielle diluée (Borges et al.,2019 ;
Gongcalves et al.,2022).
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I1. Matériel et Méthodes

11.1. Produits chimiques et milieu de culture
11.1.1. Produits chimiques

Les différents produits chimiques utilisés tout au long de cette étude sont répertoriés dans

I'annexe 01.
11.1.2. Milieu de culture

Les milieux de culture utilisés pendant I’expérimentation, ainsi que leur composition, sont

mentionnés dans I'annexe 02.
11.2. Matériel biologique
11.2.1. Souches bactériennes

Les souches bactériennes examinées dans cette eétude ont été isolées a partir du sol
rhizosphérique de la plante Rosmarinus officinalis, poussée dans la région de Zamora, Bordj Bou
Arreridj. Alors que les souches bactriennes pathogénes étudiées comprennent les espéces suivantes
: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, et Micrococcus luteus. Provenant du laboratoire de

microbiologie appliquée de I’université Mohammed El Bachir El Ibrahimi de Bordj Bou Arrerid,.
11.2.2. Souches fongiques

Les souches fongiques phytopathogénes examinées dans cette étude ont été isolées a partir
les fruits de la tomate et de grains de blé et appartiennent au genre Alternaria alternata, Fusarium

oxysporum et Ulocladium botrytis.
11.2.3. Matériel végétal

La plante médicinale dont nous avons prélevé le sol rhizosphérique est le Rosmarinus
officinalis, qui pousse dans la région de Zamora, au nord de la wilaya de Bordj Bou Arreridj. Les
fruits de tomate présentant des symptdmes de la maladie de I'alternariose ont été récupérés au
marché des fruits et Iégumes, tandis que les graines de blé (variété Oued El bered.) ont été obtenues
aupres du Coopérative Céreales et Légumes Sec (CCLS) de Bordj Bou Arrerid;.
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11.3. Echantillonnage

Des plantes saines et matures de Rosmarinus officinalis, cultivées dans un sol non pollue,
ont ¢été sélectionnées. L’échantillonnage du sol rhizosphérique a été réalisé dans la région de
Zamora, située au nord de la wilaya de Bordj Bou Arreridj en Algérie, dans la période du 22 février
2024. En utilisant une pelle, le sol de la rhizosphere, directement adjacent aux racines, a été
soigneusement préleve. Des échantillons adéquats de sol rhizosphérique ont été récupérés, en
veillant a éviter toute contamination avec du sol non rhizosphérique ou d'autres matériaux. Ces
échantillons ont ensuite été placés dans des sachets en plastique stériles et hermétiquement scellés,
étiquetés avec la date, I'emplacement et le nom de la plante médicinale. lls ont été transportés
directement au laboratoire. Les échantillons ont été stockés a une température maximale de 4°C
pendant au maximum 24 heures, puis utilisés pour Il'isolement des bactéries rhizosphérique en

suivant les procédures standard (Fan et al., 2016).
11.4. 1solement, purification et conservation des bacteries

11.4.1. Isolement des bactéries

Les bactéries ont été isolées a partir du sol rhizosphérique des plantes de Rosmarinus officinalis,
en suivant la méthode de dilution décimale et d'ensemencement. A l'aide d'une micropipette de
1000 pl, une série de dilutions a été préparée en prélevant 1 g de sol et en le placant dans un tube
a essai stérile contenant 9 ml d'eau physiologique pour obtenir la premiére dilution de 10 (solution
mere). Apreés agitation pendant quelques minutes a I'aide d'un vortex, plusieurs dilutions décimales
jusqu'a 107 ont été réalisées a partir de la solution mére. Pour chaque dilution, 1 ml de solution
initiale a été prélevé et ajouté a un tube a essai suivant stérile contenant 9 ml d'eau physiologique,
jusqu'a obtenir la derniére dilution de 107. Ensuite, 100 pl de chaque dilution décimale, provenant
des dilutions 102 a4 107, ont été étalés a l'aide d'une pipette pasteur stérile sur la surface des géloses
nutritives (GN). Les boites de Pétri ont ensuite été incubées a 30°C pendant 24 heures (Akter et

al., 2015) (figure 3). La charge bactérienne dans 1’échantillon a été évaluer selon 1’équation

i : 20,1
suivante : N/UFC par gramme = s x

Ou:

Nombre d’UFC/g= nombre de bactéries gramme d’échantillon, n = nombre de colonies, d= facteur

de dilution de I’échantillon.
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Echantillon 9ml d’eau physiologique dans chaque tube
(19)
\!\/\/‘\ N Nr
1mL ImL (=2 1mL = 1mL = 1mL /| 1mL =

10 10?2 10° 10 10° 10 107
Solution mére 100 pL
Culture sur v
Milieu gélosé

Trop de colonies
Sélection des géloses contenant entre 30 et 300 colonies

Figure 3. Isolement des bactéries par la méthode de dilution décimale.

11.4.2. Purification et conservation des isolats bactériens

Les colonies présentant un aspect distinct des autres ont été ensemencées en stries par la
méthode des quadrants sur de nouvelles boites de Pétri contenant le méme milieu de culture GN,
et des repiquages successifs ont été effectués jusqu'a ce que des colonies bien distinctes soient
obtenues. Ce processus de purification nous a permis d'obtenir 47 isolats bactériens. Ces isolats
purs ont été conservés temporairement dans des tubes contenant un bouillon nutritif et stockés a

une température de -4°C (Bouras, 2018).

11.5. Isolement et purification des champignons phytopathogenes
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Les champignons ont été isolés a partir les fruits de tomate et de grains de blé. Les graines
de blé infectées avec des taches noires ou roses ont été prélevees, de méme que les fruits de tomate
présentant des lésions brunes ou noires, qui ont été découpés en morceaux a 1’aide d'un ciseau
stérile. Les surfaces de ces fragments et des grains de blé ont été stérilisées successivement en les
plongeant dans une solution d'eau de Javel (2 %) pendant 2 et 4 minutes respectivement. Ensuite,
les échantillons ont été rincés trois fois dans de I'eau distillée stérile pendant 1 minute afin
déliminer les résidus de I'eau de Javel. Les fragments ont ensuite été séchés sur du papier filtre
stérile. Par la suite, les échantillons ont été placés de maniére aseptique dans des boites de Petri
contenant du milieu de culture solide Potato Dextrose Agar (PDA), auquel de la pénicilline et de
la gentamicine (30 mg/L) ont été ajoutés pour supprimer la croissance bactérienne. Les boites ont
été incubées a 28°C jusqu'a ce que la croissance des champignons soit détectée. Les champignons
émergents ont été isolés et inoculés sur du PDA frais ne contenant pas d'antibiotiques, puis incubés
a 28°C pendant 7 jours. Cette étape a été répétée plusieurs fois jusqu'a I'obtention d'isolats

fongiques purs présentant une colonie uniforme (Sadrati, 2021) (figure 4).

Boite en verre stérile
Grains de blé fruits de tomate , L
Séchage (Papier filtre)

O O 04

Eau de javel (2%) 4 min

Eau distillé stérile pendant 1 min

5a7 jours

) Repiquage {f}g?:gfz Incubation 28° C
& g

PDA ., Antibiotiques
Champignons

Figure 4. Méthode d'isolement des champignons phytopathogenes a partir de grains de blé et de

fruits de tomates.

11.6. Identification des champignons phytopathogénes
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Aprés l'isolement des isolats fongiques, trois d'entre eux ont été sélectionnés pour une
identification. Pour ce faire, un disque mycélien de 6 mm de diameétre de chaque isolat a été
ensemencé sur milieu de culture PDA, suivi d'une incubation de 7 jours a 28°C. L'identification a
été réalisée en se basant sur la détermination des caractéres morphologiques, comprenant une étude
macroscopique et une étude microscopique. Les critéres macroscopiques pour caractériser les
champignons phytopathogenes isolés comprennent la forme, le diametre, la couleur
(dessus/revers), et la texture de la surface des colonies. Les critéres microscopiques incluent les
caractéristiques microscopiques des hyphes, conidies et conidiophores observées au microscope
optique, ont été notés et compares aux clés d'identification pour identifier nos isolats fongiques
(Zerroug, 2021).

I1.7. Dépistage préliminaire d’Activité antimicrobienne

11.7.1. Criblage d'isolats bactériens contre les champignons phytopathogenes (méthode de

double culture)

Les isolats bactériens purifiés ont été criblés en fonction de leur activité antagoniste contre
les trois espéces de champignons phytopathogénes. La méthode de double culture sur gélose
dextrose de pomme de terre (PDA), telle que décrite par Rafanomezantsoa et al. (2022), a été suivie
avec quelques modifications mineures. En résumé, un disque de phytopathogéne (de 5 mm de
diamétre) a été transféré au centre d'une boite de Pétri (de 90 mm de diametre) contenant 15 ml de
PDA. Les souches bactériennes ont été inoculées en périphérie, a une distance de 25 mm du disque
mycélien. Deux souches différentes ont été inoculées en points a deux reprises sur chaque bofte.
Les boites ne contenant que le disque du phytopathogéne ont été utilisées comme contrdles. La
durée d'incubation a été de 5 a 7 jours a 28°C. Une inhibition de croissance apparente autour de la

colonie a été considérée comme un résultat positif. Pour déterminer le taux d'inhibition, la formule

R1-R2
R1

* 100

suivante a été utilisée : Pourcentage d’inhibtion (%)’ =

ou : R1 est le diamétre de I’agent pathogéne contréle, R2 est le diamétre de 1'agent

pathogéne en double culture (Rafanomezantsoa et al., 2022).
I1.7.2. Criblage de I’activité antibactérienne

Deux techniques ont été employées pour évaluer 1’activité antibactériennes.
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11.7.2.1. Méthode de double couche

L'activité antagoniste contre les bactéries pathogénes a été évaluée en suivant la méthode
des doubles couches. Les bactéries antagonistes isolées de I'échantillon ont été inoculées par spots
sur les boites d'agar nutritif a I'aide d'une anse de platine stérile et incubées pendant 24 heures a
28°C. L'incubation était de 5 a 7 jours pour le groupe d'actinomycétes. Ensuite, apres la préparation
des suspensions bactériennes dans de I'eau physiologique & une concentration d'environ 108 mI?,
chaque culture de pathogénes humains de test a été mélangée avec 7 ml de gélose nutritive stérile
semi-solide (0,6 % d'agar) et refroidie & 40°C. Apres un mélange minutieux, le milieu a été
superposé sur la couche d'agar nutritif et incubé pendant 24 heures a 37°C. L'activité antagoniste a

été mesurée en déterminant la zone d'inhibition (Gislin et al., 2018).
I1.7.2.2. Méthode de diffusion par cylindres d’agar

Cette méthode implique lI'ensemencement des isolats d'actinobactéries (B24, B26, B41,
B50) en stries serrées sur milieu ISP2 (International Streptomyces Project). Aprés une incubation
de 10 a 15 jours a 28°C, des cylindres d'agar d'un diamétre de 6 mm sont prélevés et déposes a la
surface du milieu GN, qui a été préalablement ensemenceé par écouvillonnage avec les bactéries
tests & une concentration de 1078 cellules/ml. Un cylindre d'agar provenant du milieu ISP2 non
ensemencé par les bactéries a eté utilisé comme témoin. Les boites de Pétri contenant les cylindres
d'agar sont placées a 4°C pendant 1 heure pour favoriser la pré-diffusion des substances bioactives
produites par les isolats d'actinomycetes, puis sont incubées a 37°C pendant 24 heures. Ensuite, les

diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés (Barghouthi et al., 2017).
11.8. Fermentation et extraction sur milieu solide

Dans le but de produire et d'extraire les métabolites bioactifs sécrétés par les isolats
d'actinomycetes, une fermentation a petite échelle sur milieu solide a été realisée, suivie d'une
extraction par le solvant d'éthyl acétate. Chaque isolat a été inoculé sur 10 boites de Petri de 9 cm
de diamétre, contenant chacune 20 ml du milieu du milieu solide ISP2. Toutes les cultures ont été
incubees pendant 10 jours a une température de 28°C. Ensuite, les géloses de chaque isolat ont été
retirées des boites et transférées dans des erlenmeyers contenant 100 ml de solvant d'extraction a
I'acétate d'éthyle. Le mélange de biomasse bactérienne et de gélose a été broyé et laissé a macérer

toute une nuit. Le broyat a ensuite été filtré pour récupérer la phase organique. Les phases
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organiques provenant de la fermentation en milieu solide ont été évaporées sous la hotte chimique
et les extraits bruts obtenus ont été pesés, dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSQ), filtrés a

travers une membrane de 0,2 um et conservés a 4°C (Son et al., 2018).

I1.9. Activité antimicrobienne de ’extrait d’acétate d’éthyle contre les bactéries et les

champignons pathogénes

L'évaluation de l'activité antimicrobienne de nos extraits a été réalisée selon la méthode des
puits sur GN pour les bactéries et sur le milieu PDA pour les champignons. Les bactéries
pathogénes testées comprenaient E. coli, S. aureus, et M. luteus, tandis que les champignons
phytopathogénes inclus A. alternata, F. oxysporum et U. Botrytis. Des puits de 6 mm de diamétre
ont été réalisés sur des géloses GN et PDA préalablement ensemencées avec des cultures jeunes de
bactéries (a une concentration de 102 cellules/ml) et de suspensions sporales de champignons (&
une concentration de 106 spores/ml), respectivement. Chaque puits a été ensuite rempli avec 35 puL
de gélose molle, suivis de I'ajout de 50 uL de chaque extrait en duplicata. Le DMSO a été utilisé
comme contréle négatif. Aprés une période de réfrigération a 4°C pendant 2 heures, les boites ont
été incubées a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a 28°C pendant 3 a 5 jours pour les

champignons. Les diamétres des zones d'inhibition ont ensuite été mesurés (Fatima et al., 2016).
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111. Résultats et discussion

11.1. Isolement et purification des bactéries

Les prélevements rhizosphériques, cultivés sur gélose nutritive et incubés a 37°C pendant 24
heures, ont permis d’isoler 47 souches bactériennes dominantes. Les souches isolées ont été
purifiées par repiquages successifs. Le diagnostic macroscopique primaire a montré des colonies
irregulieres ou rondes, de couleur jaune et blanchatre, de taille moyenne a grande, avec des surfaces

lisses ou dentelées (figure 5).

Figure 5 .Aspect macroscopique des colonies bactériennes apreés purification.

Les résultats du comptage, le nombre de colonies diminue proportionnellement avec
I’augmentation de la dilution. Cela indique que la concentration de bactéries dans 1’échantillon
original était élevee et diminue avec les dilutions successives. La charge bactérienne moyenne dans

1’échantillon originale était de 3.4x102UFC/g de sol.

Plusieurs travaux ont montré des différences entre le sol non-rhizosphériques et le sol
rhizosphérique en termes de diversité et d’abondance des microorganismes Reinhold-Hurk et al.,
(2015). En général, dans un sol rhizosphérique, le nombre de bactéries par gramme de sol peut étre
de 10 a 100 fois supérieur a celui des bactéries du sol non- rhizosphérique Kohl et al., (2019). De
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plus, le sol peut contenir des bactéries dites viables mais non cultivables, qui ne peuvent ni croitre
ni se développer sur les milieux ordinaires utilisés en microbiologie Giagnoni et al., (2018). Par
ailleurs, plusieurs facteurs comme le type de sol, le taux d’humidité, la température, le PH, le
couvert végétal et les exsudats des plantes peuvent influencer la composition du microbiote du sol
(Ling et al., 2022).

Dans notre étude, nous avons isolé 47 isolats bactériens de la rhizosphére de Rosmarinus
officinalis. Ce nombre est comparé a celui de Smith et al., (2021), qui ont isolé 55 bactéries de la
méme plante. De méme, Johnson et al. (2022) ont isolé 60 bactéries et ont étudié leur capacité a

améliorer la résistance aux maladies et a promouvoir la croissance des plantes.

Dans 1I’étude réalisée par Stamenov et al., (2021) ont été isolé les microorganismes du sol
rhizosphérique de Rosmarinus officinalis, ils ont isolé 15 bactéries du genre Pseudomonas, 20 du
genre Bacillus et 11 du genre Azobacter, sélectionnées en fonction des caractéristiques
morphologiques des colonies. Egamberdieva et al., (2021) ont isolé 10 isolats de la rhizosphére de
I’épinard néo-zélandais et ont examiné leur interaction avec les plantes ; parmi ces bactéries,
Agrobacterium a été identifié. Dehghani Bidgoli et al., (2019) ont également isolé Pseudomonas

fluorescent a partir de Rosmarinus officinalis.

Dans une autre étude, Modi et al., (2017) ont isolé purifie plusieurs souches de PGPR a
partir d’échantillons de sol de riziéres. Les résultats ont montré que les souches isolées sont
capables de promouvoir la croissance des plantes et santé du sol, suggérant qu’elles pourraient étre
utilisées comme des outils efficaces dans la culture du riz. Sharma , (2024) ont isolé 107 bactéries
endophytes de Trillium govanianum et les ont testées en laboratoire pour leur capacité a améliorer
la croissance des plantes. Vingt-deux isolats bactériens ont présenté toutes les caractéristiques des
PGPR.

D’apres ces résultats il semble clairement 1'importance de l'isolement des bactéries PGPR,
qui peuvent contribuer a améliorer la croissance, la physiologie et la tolérance des plantes aux
stress. Ces bactéries bénéfiques sont capables de produire des hormones végétales telles que 1’acide
indole 3-acétique (AlA), jouant un rble crucial dans le développement des racines. Ces bactéries
améliorent la santé globale et la croissance des plantes, ainsi que I'établissement d'interactions
positives avec celles-ci. La colonisation de la rhizosphere des plantes par ces bactéries met en

évidence leur importance et les bénéfices potentiels pour la santé et la croissance des plantes.
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111.2. Isolement et identification des champignons phytopathogenes

Les champignons phytopathogénes ont été isolés a partir des grains (6.a) de blé et des fruits de tomate
infectés(6.b), en utilisant un milieu de culture PDA. Aprés le développement des isolats fongiques
(manifestation de la croissance mycélienne aux extrémités des fragments), plusieurs colonies présentant des
caractéristiques culturelles variées ont été obtenues apres une incubation de 7 jours a 28 °C. Suite a plusieurs
étapes de repiquage successives sur le milieu PDA, des isolats purs ont été obtenus et identifiés en se basant
sur leurs caractéristiques morphologiques distinctives. Ils ont été classés comme appartenant a trois especes

différentes : A. alternata, U.botrytis et F. oxysporum.

Figure 6. Isolement des champignons phytopathogénes a partir des grains de blé (a) et des fruits de tomate

(b).

111.2.1 Caractéristiques macroscopiques et microscopiques des champignons
phytopathogenes

L’identification de ces souches repose principalement sur les caracteres macroscopiques des
colonies (aspect, couleur, forme, etc.) ainsi que sur les caractéres microscopiques du mycélium,

des spores ou des conidies (cloisonnement du mycélium, forme des spores, etc.).
111.2.1.1. A. alternata
111.2.1.1.1. Identification macroscopique

Sur PDA, les colonies d’Alternaria alternata présentent une texture cotonneuse, surface grise

a verte et revers vert foncé a sombre (7B).

111.2 .1.1.2. Identification microscopique
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Le thalle d’Alternaria est composé de hyphes septés et ramifiés, de teinte brun clair. Les
conidies sont pluricellulaires et brun olive. Elles adoptent une forme ovoide ou piriforme, avec une
base arrondie et une partie apicale allongée. Cette derniére se prolonge en un bec filamenteux et
segmenté qui peut étre plus ou moins prononcé. Les conidies d’Alternaria se distinguent par la

présence de septa transversaux et longitudinaux (7B).
111.2.1.2. F. oxysporum
111.2.1.2.1. Identification macroscopique

Les colonies de F.oxysporum présentaient une couleur blanche ou violette, avec un mycélium
aérien et une texture cotonneuse ou fibreuse. La couleur de surface des colonies variait du rose au

violet clair ou foncé (7A).
111.2.1.2.2. Identification microscopique

L’examen microscopique a confirmé que toutes les cultures appartenaient a I’espéce F.
oxysporum. Les hyphes étaient hyalins, septés et ramifiés. La sporulation survenait quelques jours
apres repiquage sur de nouvelles boites. L’espece de F. oxysporum produisait trois types de spores
végetatives : microconidies, macroconidies et chlamydospores. Les microconidies étaient les

spores les plus fréquemment produites (7A).
111.2.1.3. U. botrytis
111.2.1.3.1. Identification macroscopique

Les colonies se développent généralement rapidement, sont brunes a noir olive et ont une

texture suédée. Les colonies mdrissent en cing jours & 28°C. Le revers des colonies est noir (7C).
111.2.1.3.2. Identification microscopique

Les hyphes sont septés et vont du brun clair & brun foncé. Les conidiophores sont brun dore,
simples, avec des parois lisses et fortement geniculés. Les conidies sont généralement brun foncg,

pluricellulaires, obovoides et souvent a parois rugueuses (7C).
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Figure 7.Aspects macroscopique et microscopique des champignons phytopathogénes. A:

Fusarium oxysporum, B: Alternaria alternata, C: Ulocladium botrytis.

Le genre A. alternata comprend des especes phytopathogénes pouvant affecter les cultures
sur le champ et entrainer la décomposition des produits végétaux aprés la récolte. Les nouveaux
outils taxonomiques ont révélé qu’A. alternata est prédominante dans de nombreuses cultures,
notamment les fruits et Iégumes, ce qui entraine des pertes de rendement considérables (Lee et al
., 2015) . En outre, A. alternata peut produire plusieurs mycotoxines dans les plantes infectées,
compromettant ainsi gravement la qualité des produits transformés et posant un risque pour la

sécurité alimentaire (Santos et al., 2016)

L’isolement et I’identification de ces champignons sont essentiels pour lutter contre les
champignons pathogenes des cultures agricoles. Dans une étude réalise par Gonzalez et al., (2020),
F. oxysporum a été isolé a partir de champs de blé en utilisant 1’examen microscopique pour
identifier le champignon. Ils ont observeé que les macroconides étaient en forme de faucille et
multicellulaires, tandis que les microconidies étaient sphériques et unicellulaires.(Zhang et al.,
2022 ; Singh et al., 2021) ont trouvé les mémes caractéristiques, ils ont observé que les colonies

fongiques étaient cotonneuses et blanches au départ, devenant roses avec le temps.
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111.3. Test antagoniste contre les champignons phytopathogénes

Parmi les 47 isolats, 1’isolat B24 et B50 ont montré une activité antagoniste significative
contre différentes espéces de champignons : A. alternata, F. oxysporum et U. botrytis. Aprés 5
jours, une forte activité antifongique contre U. botrytis a été observée avec l'isolat B24, qui a
présenté un taux d'inhibition de 48,81 %, suivi de prés par l'isolat B50 avec un taux de 47,37 %.
Les taux d'inhibition les plus faibles ont été observés avec les isolats B26 et B37, donnant
respectivement 16,66 % et 16,78 %. En ce qui concerne F. oxysporum, le pourcentage d'inhibition
le plus élevé a été observé avec l'isolat B50 (54,92 %), suivi de I'isolat B24 (42,86 %). L'isolat B19
n'a montré aucune inhibition contre ce champignon, se révélant le moins efficace contre

F.oxysporium.

Pour A. alternata, le pourcentage d'inhibition le plus élevé a été observé avec l'isolat B50
(37,19 %), suivi de prés par l'isolat B24, qui a montré une forte inhibition de 49,08 %. En revanche,
I'isolat B26 a présenté le pourcentage d'inhibition le plus faible contre tous les champignons, avec
un pourcentage allant de 7,69 a 16.66%. Les isolats B37 et B05 ont montré des pourcentages
d'inhibition moyens a faibles, 1’isolat B37 ayant une meilleure performance contre A. Alternata.
D’aprés les résultats obtenus, les isolats B50 et B24 peuvent étre considérés comme les meilleurs

isolats bactériens en termes d’efficacité d’inhibition contre les champignons (figure 8).

7319

48.81 49.08

% d'inhibition
]

BS B19 B24 B26 B37 BS0

Isolats bactériens

W Ulocladium botrytis ™ Fusarium oxysporum WM Alfernaria alfernata

Figure 8. Pourcentages d’inhibition des phytopathogeénes par les isolats bactériens

27



Résultats et discussion

Nos résultats sont similaires a ceux de Kepczynska et al., (2023) qui ont testé 1’effet de deux
souches de rhizobacteries, Pseudomonas fluorescens (Mx9N) et Stenotrophomonas maltophilia
(L14), sur trois champignons du sol : Fusarium culmorum Cul-3, F. Oxysporum 857 et F.
oxysporum f.sp. Les résultats ont montré des activités inhibitrices, ou S. maltophilia était plus actif

que P. fluorescents.

Zahoor et al., (2022) ont isolé 68 souches bactériennes du sol & partir de quinoa
(Chenopodium quinoa), parmi lesquelles 12 isolats ont efficacement inhibé la croissance
mycélienne d’A. alternata. Sharma et al., (2021) ont réalisé une étude dans le nord —ouest de
I’Himalaya, ou ils ont isolé 42 isolats de bactéries racinaires a partir de la plante Rosmarinus
officinalis, ces derniers ont démontré une activité antifongique en termes de pourcentage
d’inhibition contre F. oxysporum (44%-72.77%). Soliman et al., (2023) ont confirmé également

que Bacillus amyloliquifaciens a un impact significatif sur A. alternata (figure 9).
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B50/ Ulocladium botrytis B50/ Fusarium oxysporum B50/ Alternaria alternata

Figure 9. Activité antagoniste obtenue par les isolats bactériens B24 et B50.
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Les résultats obtenus indiquent que certains isolats bactériens rhizosphériques présentent une
forte activité antagoniste possiblement due a la production et de la sécrétion de métabolites
antifongiques. Ces métabolites modifient la structure des champignons et affectent la perméabilité
de leur membrane. Parmi ces métabolites, on trouve les lipopeptides et les enzymes hydrolytiques
de la paroi cellulaire fongique, telles que les chitinases, cellulase et la protéase ou autres molécules,
qui inhibent la croissance des champignons, ce qui pourrait expliquer leur activité antifongique
élevée (Koo et al.,2023) et (Laradj Zazou,2017). Ces bactéries peuvent offrir une solution
biologique contre les champignons phytopathogenes, améliorant ainsi la santé des plantes et la
productivité agricole.

I11.4. Dépistage de ’activité antimicrobienne

Quatre isolats ont été utilisés pour évaluer leur activité antimicrobienne vis-a-vis des
bactéries pathogenes (E. coli, M. luteus et S. aureus) en utilisant deux techniques, celle des

cylindres de gélose et celle de la double couche.
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Figure 10. Criblage préliminaire de I'activité antibactérienne.

I11.4.1. Technique des cylindres d’agar

Les isolats B24 et B41 ont montré une activité contre deux bactéries pathogenes, avec des
zones d’inhibition atteignant respectivement 10 mm et 19,5 mm contre M. luteus, et 11 mm et 24

mm contre S. aureus. En revanche, I’isolat B26 a montré une activité contre les trois bactéries
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pathogénes, avec des zones d’inhibition de 18,5 mm contre E. coli, 29 mm contre M. luteus et 15
mm contre S. aureus. Par ailleurs, I’isolat B50 a montré une activité contre M. luteus avec une zone

d’inhibition de 25 mm, mais aucune activité inhibitrice n’a été observée contre E. coli et S. aureus.

B 24/ E. coli B 24 / M. luteus B 24/ S. aureus

B 26/ S. aureus

B 41/ E. coli B 41/ M. luteus B 41/ S. aureus

Figure 11. Quelques photos représentent I'activité antibactérienne obtenue par la méthode des
cylindres d’agar.
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111.4.2. Technique de la double couche

Les autres isolats ont été testés pour évaluer leur potentiel antimicrobien, en utilisant la
méthode double couche. La plupart des isolats présentaient une activité moyenne a faible, tandis
que pour l'isolat B41, les résultats d'interaction obtenus révélent la présence de zones d'inhibition
importantes contre les espéces bactériennes pathogenes. Les zones d'inhibition observées pour cet
isolat étaient de 24mm obtenue contre S. aureus et de 19,5mm contre M. luteus. Cependant, aucune

activité n’a été observée contre E. coli (figure 12).

B41/ E. coli B41/ M. luteus B41/S. aureus

Figure 12. Quelques photos représentent l'activité antibactérienne obtenue par la méthode de

double couche.

La technique des cylindres d’agar est couramment utilisée dans le criblage préliminaire afin
de réduire le temps, les dépenses et les tentatives de sélection des microorganismes actifs. Elle
permet également de détecter les composés non volatils produits par ces micro-organismes
(Hamzah et al., 2018). La formation d’une zone d’inhibition auteur des cylindres d’agar indique
une activité antimicrobienne (Sibero et al., 2018). La combinaison de ces deux techniques nous a
permis de détecter et de confirmer 1’effet inhibiteur des isolats actifs. Les zones d’inhibition
obtenues par la technique de double couche étaient plus prononcées que celles obtenues par la
technique du cylindre d’agar pour I’ensemble des isolats actifs. De plus, la technique de double

couche s’avére mieux adaptée a 1’étude des activités antimicrobiennes (Gandhimathi et al., 2008).
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IIL.5. Activité antimicrobienne des extraits d’acétate d’éthyle

Les extraits d’acétate d’éthyle ont été testés contre 3 bactéries pathogénes E. coli, S. aureus,
et M. Luteus et 3 champignons phytopathogénes A. alternata, F. oxysporum et U. botrytis en

utilisant la technique des puits.
111.5.1. Activité antibactérienne des extraits d'acétate d'ethyle

En fonction des diamétres des zones d’inhibition, 1’efficacité des extraits testés contre les

bactéries a été classée comme suit (figure 13) :

o Tres forte activité, pour un diamétre de zone > 30 mm

e Forte activité, pour un diameétre de zone 21 a 29 mm ;

e Activité modérée, pour un diamétre de zone de 16 a 20 mm ;
e Faible activité, pour un diametre de zone de 11 a 15 mm ;

e Activité faible ou nulle, pour un diamétre de zone <10 mm (Mutai et al., 2009)
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Figure 13. Activité antibactérienne de I'extrait d'acétate d'éthyle obtenue par la méthode des puits.
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B26/ S. aureus

B41/ S. aureus

B50/ E. coli B50/ M. luteus B50/ S. aureus

Figure 14. Quelques photos représentent I'activité antibactérienne obtenue par la méthode des

puits
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L'extrait de l'isolat B26 a montré une forte activité antibactérienne contre les trois bactéries
pathogénes, avec des zones d'inhibition de 23, 24,5 et 25mm contre S. aureus, E. coli et M. luteus
respectivement. L'efficacité de I'extrait B24 était forte contre S. aureus (28 mm) et M. luteus (25,25
mm), mais nulle contre E. coli (00 mm). L'extrait de I'isolat nutritif B41 s'est révélé efficace contre
les bactéries a Gram-positif mais sans effet sur les bactéries a Gram-négatif, il a montré une activité
modérée contre M. luteus (20 mm) et contre S. aureus (25 mm). Concernant le B50, aucune activité
antibactérienne n’a été observée contre les trois bactéries pathogenes. Selon les résultats des zones
d’inhibition pour les isolats B26, B24 et B41 (figure 14), il semble que les bactéries a Gram positif
présentent une sensibilité plus élevée par rapport a celle des bactéries & Gram négatif.

Les substances antimicrobiennes sont définies comme des substances utilisées pour détruire
les micro-organismes ou empécher leur croissance, incluant les antibiotiques et d’autres agents
antibactériens. Cependant, en raison de 1’émergence des bactéries multi-résistantes qui pose
actuellement un vrai probléme pour la santé au niveau mondial notablement ces dernieres annees.
Par conséquent, le développement de produits naturels possédant une activité antibactérienne
s’aveére nécessaire et bénéfique (Bougherra et al., 2015).

La grande sensibilité de S. aureus et de M. luteus pourrait étre due a la structure de leur
membrane et de leur paroi cellulaire externe. En revanche, la résistance importante des bactéries
Gram négatif a nos extraits peut probablement étre attribuée a leurs membranes externes, qui
entourent la paroi cellulaire et limitent la diffusion des composés hydrophobes grace aux
lipopolysaccharides de leur enveloppe (Bougherra et al., 2015).

Ces résultats concordent avec les études antérieures sur les extraits, montrant que les
bactéries a Gram négatif sont plus résistantes en raison de la structure de leur paroi bactérienne :
les Gram+ possedent une épaisse couche de peptidoglycane, tandis que les Gram- ont une fine
couche de peptidoglycane associée a une membrane externe complexe. Cette membrane est remplie
d’enzymes qui dégradent les substances complexes et inactivent les produits chimiques toxiques,

rendant ainsi les glycopeptides et macrolides inefficaces contre elles (Boukhatem et al., 2014).

Nombreuses études précédentes ont prouvé I’activité antibactérienne des bactéries PGPR y
compris les actinomyceétes. Dans 1’étude récente publiée par Apsari et al., (2019), ils ont examiné
I’activité antibactérienne des extraits d’actinomycétes isolés de Rosmarinus officinalis. Parmi les
actinomycetes isolés, certaines souches comme ARJ 16, ARJ 24 et ARJ 36 ont montré une

efficacité significative contre E. coli et S. aureus. Ce qui est en accord avec nos résultats, ou la
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souche B26 a montré une activité contre E. coli et S. aureus. Khadayat et al., (2020) ont isolé 18
especes de Streptomyces des sols népalais, dont 12 ont montré une activité antibactérienne. Les
extraits bruts ont présenté des zones d’inhibition allant de 10 a 13 mm contre E. coli, et certains

isolats étaient également activent contre S. aureus.

Les souches B24 et B41 ont montré une activité contre M. luteus et S. aureus, similaire aux
résultats de Janaki et al., (2016), qui ont isolé 25 souches d’actinomycétes pres de la zone racinaire
de la mangrove Avicennia marina. Les extraits de deux isolats ont présenté une activité contre large
gamme de bactéries a Gram positif. Ramachandran et al., (2018) ont montré qui I’extrait brut
purifie a I’acétate d’éthyle avait une excellente activité inhibitrice contre les bactéries & Gram

négatif avec des diametres de 22mm et 17mm contre respectivement E. coli et P. aeruginosa .

Les résultats de 1’inhibition indiquent que les actinomyceétes sont capables de produire une
variété de composes biologiquement actifs, y compris des composés antibactériens (Apsari et al
.,2019). en interagissant avec la paroi cellulaire, cela conduit a des changements dans la
perméabilité et certaines voies métaboliques. L’acétate d’éthyle est considéré comme le meilleur
solvant pour extraire les composés actifs des actinomycetes, ce qui confirme ce que nous avons

trouvé avec la souche b26 contrairement aux autres souches (Ramachandran et al., 2018).
111.5.2. Activité antifongique des extraits d'acétate d'éthyle

Pour I’activité antifongique, les extraits des isolats B24 ont montré une forte activité contre
les principaux champignons phytopathogénes tels qu’A. Alternata et F. oxysporum, U. botrytis,
tandis que les isolats B 26 n’ont montré aucune activité, bien qu’ils possédaient une activité
antagoniste moyenne lors du dépistage préliminaire. En ce qui concerne I’extrait d’acétate d’éthyle
de I’isolat B 50, il reste celui qui est active contre U. botrytis, et A. alternata, avec des zones

d’inhibition moyennes de 13 mm et 24 mm respectivement (figure 15).
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Figure 15. Activité antifongique de I'extrait d'acétate d'éthyle obtenue par la méthode des puits

Les défis posés par la résistance bactérienne aux antibiotiques, I’émergence de la résistance
antifongique aux classes de médicaments les plus couramment utilisées, constituent un probleme
de santé majeur et représentent une menace constante pour les systémes de santé et méme pour
I’agriculture a 1’échelle mondiale. Il est donc crucial de développer de nouvelles approches pour la
découverte de médicaments afin de les contrer (Marcellano et al., 2017). De plus, ces dernieres
années, les composés naturels bioactifs sont tres recherchés dans les domaines pharmaceutiques et
naturopathie en raison de leurs bienfaits provenant des plantes (Singh et al., 2017) (figure 16), et
les micro-organismes pourraient offrir une alternative prometteuse en tant que sources de

médicaments potentiels (Nurunnabi et al., 2020).
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B24/Ulocladium botrytis B24/Fusarium oxysporum

B50/Ulocladium botrytis B50/Fusarium oxysporum B50/Alternaria alternata

Figure 16. Quelques photos représentent 1’activité antifongique de I'extrait d'acétate d'éthyle

obtenue par la méthode des puits.

Les extraits d’acétate d’éthyle de deux isolats sélectionnés ont montré une activité
inhibitrice notable. Cette inhibition est probablement attribuable a la production de métabolites
secondaires bioactifs plutét qu’a la compétition pour les nutriments, car les composés
antibactériens sont sécrétés dans le milieu de culture. Aprés extraction, et lorsque les agents
pathogénes sont traités avec ces extraits, leur croissance est supprimée apres 24 heures
d’incubation. Cela peut s’expliquer par le fait que ces métabolites secondaires peuvent se diffuser
dans I’environnement et inhiber la croissance des microorganismes pathogénes sélectionnés
(Nurunnabi et al., 2020).

L’extrait de I’isolat B24 a montré une activité contre F. 0Xysporum avec une zone d’inhibition

de 14 mm. Dans une étude similaire réalisé par Abdel-Aziz et al., (2021), des souches de
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streptomycetes ont également été isolées a partir du sol rhizosphérique de la tomate. Les cing
meilleures souches ont été extraites a 1’acétate d’éthyle et testées pour leur activité antifongique
contre F. oxysporum. Les extraites de trois isolats, numérotés 11, 33 et 5, ont montré une activité
antifongique plus élevée contre F. oxysporum avec des zones d’inhibition de 18, 16 et 20 mm
respectivement. Ces isolats potentiels ont probablement produit des composes antifongiques, ce
qui a inhibé la croissance des hyphes fongiques. La production d’antibiotiques, la sécrétion
d’enzymes lytique, le mycoparasitisme et la compétition pour 1’espace et les nutriments sont
quelques-uns des mécanismes possibles de biocontrdle contre 1’agent pathogénes. La zones
d’inhibition observée avec les isolats de streptomycétes dans cette étude pourrait suggérer la
présence de diverses substances inhibitrices dans le milieu, affectant la croissance des hyphes de

F. oxysporum.

Dans une autre étude similaire menée par Han, et al., (2018), des actinomyceétes ont été
isolés a partir du sol rhizosphérique de Mikania micrantha. Les extraits d'acétate d'éthyle des isolats
WZS1-1 et WZS2-1 ont montré une inhibition significative des champignons cibles. En particulier,
les isolats WZS1-1 (Streptomyces rochei) et WZS2-1 (Streptomyces sundarbansensis) ont inhibé
Fusarium graminearum, un champignon pathogéne du blé, a plus de 80 %, avec des zones

d'inhibition de 31 + 0,3 mm et 19 + 0,5 mm respectivement.

Les extraits d'acétate d'éthyle des isolats B24 et B50 ont montré une forte activité contre
Alternaria alternata, avec des zones d'inhibition de 20 mm et 24 mm respectivement. Nos résultats
concordent avec ceux de I'étude d'Evlat et al. (2023), qui a montré que l'isolat Streptomyces sp.
CYP30 présentait les activités antifongiques les plus élevées lors du dépistage avec des extraits
d'acétate d'éthyle obtenus a partir d'un bouillon de farine de soja contre Alternaria sp., avec une
zone d'inhibition de 52 mm.

Deux antibiotiques angucyclines ont été isolés de I'extrait d'acétate d'éthyle du bouillon de
fermentation de la souche Streptomyces cellulosae YIM PH20352 isolée du sol de la rhizosphére
de Panax notoginseng collecté dans le comté de WenShang. Ils ont été identifiés comme étant
I'urdamycinone B (1) et la déshydroxyaquayamycine (2). Les deux composés ont présenté l'activité
antifongique la plus puissante contre Alternaria panax avec des valeurs de CMI de 16 et 64 p/ml

respectivement (Xu et al., 2023).
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Certaines bactéries présentes dans le sol sont reconnues pour leurs propriétés bénéfiques sur
les plantes, notamment en favorisant leur croissance et en contrélant les pathogenes. Plusieurs
genres bactériens, appelés PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), sont connus pour
stimuler la croissance des plantes en améliorant I'absorption des nutriments, en produisant des
régulateurs de croissance, en activant les mécanismes de résistance induite et en agissant contre la

microflore nocive.

Dans cette étude, nous nous sommes principalement concentrés sur 1I’isolement des bactéries
présentes dans le sol rhizosphérique de la plante médicinale Rosmarinus officinalis. Apres leur
isolement, 47 isolats ont été sélectionnés puis purifiés. Ces isolats ont ensuite été soumis a une
sélection successive afin de choisir les meilleures antagonistes contre les trois champignons
phytopathogénes A. alternata, F. oxysporum et U. botrytis et aureus. Parmi les isolats qui ont
montré une remarquable contre les champignons phytopathogénes on retrouve les souches B5, B19,
B24, B26, B37 et B50.

Par ailleurs, les isolats ont éte utilisés pour évaluer leur activité antimicrobienne contre trois
bactéries pathogenes ; E. coli, M. luteus et S. aureus a 1’aide de la technique des cylindres d’agar
et de la méthode de double couche respectivement. Parmi les 47 isolats testés, les isolats B24 et
B41 étaient actifs contre les bactéries a Gram positif. En revanche, 1’isolat B26 a montré une
activité contre les trois bactéries pathogenes, tandis que B50 est montré une active uniquement
contre M. luteus. De plus, B 41 est été évalué pour son potentiel antimicrobien également par la
méthode de la double couche, révélant une activité¢ avec la présence de zones d’inhibition

importantes contre les espéces bactériennes pathogénes, mais aucune activité contre E. coli.

Concernant l'activité antibactérienne des extraits d'acétate d'éthyle, les extraits des bactéries
B24 et B41 étaient actifs contre les bactéries a Gram positif, tandis que les bactéries a Gram négatif
étaient complétement résistantes. En revanche, 1’extrait de B26 était actif contre les trois bactéries

pathogenes, tandis que I’extrait de 1’isolat B50 ne montrait aucune activité.

Pour l'activité antifongique des extraits d'acétate d'éthyle, I'extrait de I'isolat B24 a montré
une activité significative contre les trois champignons phytopathogenes, tandis que celui de I'isolat
B26 était inactif. L'extrait de B50 a montré une activité contre Ulocladium botrytis et Alternaria

alternata, mais aucune activité contre Fusarium oxysporum.
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Les résultats obtenus suggérent que les bactéries sélectionnées peuvent étre utilisées
efficacement comme moyen de lutte contre une les champignons phytopathogenes et les bactéries
pathogénes. Il serait donc judicicux d’identifier les métabolites bioactifs qui leur conférent ce

pouvoir.

En se fondant sur ces résultats, il est crucial d’approfondir les points suivants en tant que

perspectives :

e Identification genotypique des isolats ;
e Identifier les métabolites biactifs des souches antagonistes.

e Tester 1’activité de ces isolats contre une gamme plus large de champignons

phytopathogénes et de bactéries multirésistantes.
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Annexe 01 : Produit chimiques
- Eau distillée

- Eau physiologique

- Eau de javel

-DMSO

-Solvant d’acétate d’éthyle

- Glucose

- Agar
-La gentamicine
-Pénicilline

- NACL (chlorure de sodium)
- Bleu de Méthyléne
- Gélose nutritive

Annexe 02 : Composition des milieux de cultures
Milieu Potato Dextrose Agar (PDA)

Pommes de terre 200g
Glucose 20 g
Agar 149
Eau distillée 1000 ml
Gélose nutritive (GN)

GN 239

Eau distillée 1000ml
Milieu ISP2+PDA

Pommes de terre 100g
Glucose 49
Agar 179/l
Extrait de levure 4q
Extrait de malte 10g
Eau distillée 200 ml
L’eau physiologique

NaCl 9g
Eau distillée 1000ml
BN Semi solide

BN 89

Agar 79

Eau distillée 1000 ml
Bouillon nutritif

Poudre de BN 79
Eau distillée 1000 ml
Milieu plate Count Agar (PCA)
Poudre de PCA 239
Eau distillée 1000ml
Gélose molle

Agar 79

L’eau distillé 1000 ml
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Résumé

Le but de cette étude est d'isoler les bactéries rhizosphériques de Rosmarinus officinalis afin d'évaluer leurs activités biologiques comme alternative
aux antibiotiques et antifongiques traditionnels. Aprés un criblage préliminaire basé sur I’intensité de I’inhibition, le spectre d’activité et le morphotype, six
isolats ont été sélectionnés pour poursuivre 1’étude. Les isolats B24 et B50 ont montré une activité antifongique la plus significative ; I'isolat B24 a montré
des taux d'inhibition de 48,81 % contre Ulocladium botrytis, 42,86 % contre Fusarium oxysporum et 49,08 % contre Alternaria alternata, tandis que I'isolat
B50 a montré des taux d'inhibition de 47,37 %, 54,92 % et 73,19 % respectivement contre Ulocladium botrytis, Fusarium oxysporum et Alternaria alternata.
En revanche, les isolats B5, B19, B26 et B37 ont montré une activité moins efficace. L'examen préliminaire de l'activité antibactérienne a montré que les
isolats B24, B26, B41 et B41 étaient actifs contre au moins une bactérie testée ; et I'isolat B24 a montré une activité remarquable contre les trois bactéries.
Apres extraction, I’activité antimicrobienne des extraits de I’acétate d’éthyle a été évaluée par la méthode du puits. L'extrait de 1’isolat B26 était actif contre
les trois bactéries avec des zones d'inhibition comprises entre 23 et 24,5 mm, tandis que les isolats B24 et B41 présentaient une forte activité antibactérienne
uniquement contre les bactéries a Gram-positifs, ot les meilleures zones d'inhibition étaient de 25,25 et 28 mm obtenues par I'isolat B24 contre Staphylococcus
aureus et Micrococcus luteus respectivement, et aucune activité n'a été observée pour l'isolat B50. Pour l'activité antifongique, les activités les plus élevées
ont été obtenues par I'extrait de I'isolat B50 (24 mm) contre Alternaria alternata, et I'extrait de I'isolat B24 qui a montré des zones d'inhibition de 20,25 et
21,5 mm contre Alternaria alternata et Ulocladium botrytis respectivement, tandis que Fusarium oxysporum était le plus résistants. L'extrait de l'isolat B26
n'a montré aucune activité antifongique. Les résultats de ces travaux montrent que les isolats rhizosphériques étudiés sont capables d'étre une source

prometteuse de métabolites secondaires bioactifs.

Mots-clés : Champignons phytopathogenes, PGPR, Rosmarinus officinalis, activité antimicrobienne, activité antifongique.

Abstract

The purpose of this study is to isolate rhizospheric bacteria from Rosmarinus officinalis to evaluate their biological activities as alternatives to traditional
antibiotics and antifungals. After a preliminary screening based on the intensity of inhibition, spectrum of activity, and morphotype, six isolates were selected
for further study. Isolates B24 and B50 showed the most significant antifungal activity, the isolate B24 was showed inhibition rates of 48.81% against
Ulocladium botrytis, 42.86% against Fusarium oxysporum, and 49.08% against Alternaria alternata, while the isolate B50 was showed inhibition rates of
47.37%, 54.92%, and 73.19% respectively against Ulocladium botrytis, Fusarium oxysporum, and Alternaria alternata. In contrast, the isolates B5, B19, B26,
and B37 showed less effective activity. The preliminary examination of antibacterial activity showed that isolates B24, B26, B41, and B41 were active against
at least one tested bacterium, and isolate B24 showed remarkable activity against all three bacteria. After extraction, the antimicrobial activity of ethyl acetate
extracts was evaluated by the well diffusion method. The extract of isolate B26 was active against all three bacteria with inhibition zones ranging from 23 to
24.5 mm, while isolates B24 and B41 exhibited strong antibacterial activity only against Gram-positive bacteria, with the best inhibition zones being 25.25
and 28 mm obtained by isolate B24 against Staphylococcus aureus and Micrococcus luteus respectively, and no activity was observed for isolate B50. For
antifungal activity, the highest activities were obtained by the extract of isolate B50 (24 mm) against Alternaria alternata, and the extract of isolate B24 which
showed inhibition zones of 20.25 and 21.5 mm against Alternaria alternata and Ulocladium botrytis respectively, while Fusarium oxysporum was the most
resistant. The extract of isolate B26 showed no antifungal activity. The results of this work indicate that the studied rhizospheric isolates are capable of being

a promising source of bioactive secondary metabolites.
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