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RESUME

Ce travail vise a comparer deux méthodes évaluant I'activité antifongique de 15 isolats bactériens
appartenant aux genres Pseudomonas et Bacillus. L'isolat X147 a donné une inhibition de 71% envers
les trois champignons phytopathogénes testés par la méthode de confrontation. Par contre, par la
méthode d’Ownley, c’est I'isolat XI29 qui a donné le pourcentage d’inhibition le plus élevé, avec 40
et 19% vis-a-vis de Fusarium solani var. coeruleum et Phythophtora infestans respectivement.

Mots clés : Bactéries antagonistes, antagonisme, champignons phytopathogénes.

ABSTRACT

COMPARATIVRE STUDY OFEVALUATION THE IN VITRO BACTERIAL STRAINS ANTIFUNGAL ACTIVITY
This work aims to compare two methods of evaluating the antifungal activity of 15 bacterial isolates
belonging to Pseudomonas and Bacillus. The XI47 isolate gave an inhibition of 71% to the three plant
pathogenic fungi tested, by the confrontation method. In contrast by the method Ownley is the XI29
isolate which gave the highest percentage of inhibition, with 40 and 19% vis-a-vis of Fusarium solani
var. coeruleum and Phytophthora infestans respectively.
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INTRODUCTION

Le sol et la rhizosphere constituent une niche écologique pour beaucoup de microorganismes. Parmi
ces microorganismes, on retrouve ceux dont la présence dans le sol peut nuire au bon
développement de la plante tandis que d’autres, au contraire, lui sont bénéfiques. Beaucoup de
chercheurs rapportent que parmi ces micro-organismes, les bactéries constituent le groupe le plus
important, quantitativement et qualitativement par le réle que peuvent jouer certaines d’entre elles
dans les équilibres biologiques, aussi bien contre les pathogenes des cultures que les saprophytes du
sol nuisibles aux plantes, contribuant ainsi a la promotion de la croissance et du développement de
la plante.

Au niveau de la rhizosphere et du contréle des agents pathogenes telluriques, la protection se fait
principalement via des bactéries appartenant aux genres Streptomyces, Bacillus, Agrobacterium et
Pseudomonas et des champignons des genres Ampelomyces, Candida et Trichoderma. La majorité
des études montrent que de 1 a 10% des isolats du sol peuvent avoir un certain pouvoir antagoniste in
vitro, mais de ce nombre, tres peu a la capacité de supprimer les agents phythopathogenes dans divers
sols et conditions de croissance et encore un plus petit nombre encore est capable d’inhiber un large
spectre d’espéces pathogenes (McSpadden Gardener et Fravel, 2002).

L'objectif de ce travail est d’évaluer I'activité antagonique des souches bactériennes contre trois
champignons phytopathogénes telluriques responsables de fusariose Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis de pourriture Fusarium solani var. coeruleum, et du mildiou Phytophthora infestans.

MATERIEL ET METHODES

MATERIEL BIOLOGIQUE

Agents fongigues et bactériennes de références
Les souches de champignons testés sont Phythophtora infestans (Pr Larous, LMA, département de
microbiologie, Université Sétif-1-), Fusarium oxysporum F.sp albedinis (INRAA, Alger), Fusarium
solani var.Coeruleum (Institut Pasteur de Paris).

Les souches bactériennes Pseudomonas fluorescens (CHAQ) et Pseudomonas auréofaciens
(30-84) (Pr Haas, Lausanne, Suisse), la souche Pseudomonas chlororaphis sub sp. Auréofaciens (2).

Agents antagonistes
Les agents antagonistes utilisés dans le test de I’antagonisme ont été isolés précédemment
(Belatrous, 2011; Sayah, 2011) et identifiés par Mansouri et Remadna (2013): Xi29, Xi48, Xi49, Xi47,
B5, B21, Xi35’, Xi29’, Xi37’, Xi30, Xi12, Xil.

METHODES

Méthodes d’étude de I'activité antifongique
L'activité antagoniste des souches bactériennes est étudiée selon deux méthodes, la méthode de
confrontation champignon/bactérie et la méthode d’Ownley.

Méthode de confrontation champignon/bactérie

La bactérie est ensemencée par stries paralléles sur une moitié de la boite Pétri (Les souches testées
sont préalablement cultivées pendant la nuit dans du milieu Nutrient broth yeast extract (NBY) a
28°C). Sur l'autre moitié, un disque de champignon de 5 mm de diameétre, obtenu d’une culture
d’une semaine sur milieu Pomme de terre dextrose agar (PDA), est déposé a 1 cm du bord. (Le
disque est placé suivant un axe diamétral équidistant des bactéries). Alors que les boites témoins ne
contiennent que le disque fongique. Les tests sont faits en triplicata, et les boites sont randomisées.
La lecture est effectuée lorsque le champignon témoin a recouvert toute la boite. On mesure alors le
rayon de croissance du champignon dans les boites tests et on calcule le pourcentage d’inhibition
selon la formule (Sy, 1976).




Dt — Dpa

1C(%) = Dt

x 100
Dt : croissance diamétrale du témoin.
D,q. croissance diamétrale mycélienne du pathogéne en présence de I'antagoniste.

Méthode D’Ownley
La deuxieme méthode utilisée est celle décrite par Ownley et al (1990). Le disque fongique est cette
fois placé au centre de la boite, alors que 2l de la bactérie a tester ainsi que les souches références
sont déposées a 2 cm en face du disque fongique. (Les souches testées sont préalablement cultivées
pendant la nuit dans du NBY a 28°C).

Les témoins ne contiennent que le disque fongique. Les tests sont faits en triplicata, et les
boites sont randomisées. Lorsque le champignon de la boite témoin a recouvert le milieu de culture,
on calcule le pourcentage d'inhibition selon la formule :

I(%) = INifTi — lTJ]""'Tzf’szllZIIZI (Ownley et al, 1990).

RESULTATS

METHODE DE CONFRONTATION CHAMPIGNON/BACTERIE

Apres une incubation de 24 jours le pourcentage d’inhibition pour Fusarium solani var.coeruleum a
varié entre 2% pour l'isolat X148, et 71% pour l'isolat XI47. Alors que pour les souches de référence
CHADO, Souche 2 et 30-84 on a obtenu respectivement 64%, 65% et 54% (Figure 1).

Figure 1: Evaluation de l'effet antifongique des souches bactériennes contre le champignon
Fusarium solani var.coeruleum en confrontation aprés 24 jours.

Antifungal activity of bacterial strains against Fusarium solani var.coeruleum after 24 days of
confrontation
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Apres une incubation de 19 jours, le pourcentage d’inhibition pour Phythophtora infestans varie
entre 23% pour les deux isolats X129, X148, et 71% pour l'isolat XI47. Alors que pour les souches de
référence CHAO, Souche 2 et 30-84 on a obtenu respectivement 65% ,60% et 41% (Figure 2).

Figure 2. Effet antifongique des souches bactériennes contre le champignon Phythophtora infestans
en confrontation aprés 19 jours

Antifungal activity of bacterial strains against Phythophtora infestans after 19 days of
confrontation
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Apres une incubation de 30 jours le pourcentage d’inhibition pour Fusarium oxysporum fsp albedinis
varié entre 17% pour l'isolat X148, et 71% pour l'isolat XI47. Alors que pour les souches de référence
CHAO, souche 2 et 30-84 on a obtenu respectivement : 63% ,71% 49% (Figure 3).



Figure 3. Effet antifongique des souches bactériennes contre le champignon Fusarium oxysporum
f.sp.albedinis en confrontation aprés 19 jours.

Antifungal activity of bacterial strains against after Fusarium oxysporum f.sp.albedinis 19
days of confrontation
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La compétence rhizosphérique des Pseudomonas et Bacillus varie d’une souche a I'autre. Il apparait
que la souche Xi47 est la plus active par rapport aux autres souches, avec I'activité la plus élevée.
Elle a inhibé la croissance mycélienne des trois champignons a pourcentage 71%.

L’antagoniste des autres souches est inférieur a celui de la souche Xi47et le pourcentage d’inhibition
varie entre (2% et 68%).

METHODE D’OWNLEY

Aprés une incubation de 18 jours le pourcentage d’inhibition pour Fusarium solani var coeruleum a
varié entre 7% pour l'isolat XI137’, et 40% pour l'isolat X129 (Figure 4).

Aprés une incubation de 18 Jours le pourcentage d’inhibition pour Phythophtora infestans a varié
entre 3% pour l'isolat XI1, et19% pour I'isolat X129 (Figure 5).

Aprés une incubation de 16 jours le pourcentage d’inhibition Fusarium oxysporum F.sp albedinis
varié entre 7% pour l'isolat X1, et 34% pour I'isolat B5 (Figure6).



Figure 4. Effet antifongique des souches bactériennes contre le champignon Fusarium solani
var.coeruleum par la méthode d'Ownley aprés 18 jours.

Antifungal activity of bacterial strains against Fusarium solani var.coeruleum after 18 days
using Ownley method.
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Figure 5. Effet antifongique des souches bactériennes contre le champignon Phythophtora infestans
par la méthode d'Ownley apreés 18 jours.

Antifungal activity of bacterial strains against Phythophtora infestans after 18 days using
Ownley method.
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Figure 6. Effet antifongique des souches bactériennes contre le champignon Fusarium oxysporum
f.sp. albedinis par la méthode d'Ownley aprés 16 jours.

Antifungal activity of bacterial strains against Fusarium oxysporum f.sp. albedinis after 16
days using Ownley method.
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Dans le cas de la deuxieme méthode (méthode Ownley), le meilleur résultat ont été obtenus avec la
souche XI29 avec un pourcentage d’inhibition de 40%-19% pour les deux champignons
respectivement : Fusarium solani var. coeruleum et Phythophtora infestans, et le meilleur résultat on
été obtenus avec la souche B5 avec un pourcentage d’inhibition 34% pour le champignon : Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis.

DISCUSSION

La rhizosphere s’avere comme un habitat riche en microorganismes pouvant étre exploités
pour l'isolement et la sélection de bactéries antagonistes capables de coloniser efficacement les
systemes racinaires influencant ainsi de maniére bénéfique la plante en stimulant sa croissance
et/ou en la protégeant contre des infections par des champignons phytopathogénes. Les bactéries
appartenant aux genres Bacillus et Pseudomonas présentent un intérét particulier, beaucoup de
recherches se sont concentrées sur ces deux genres bactériens parce qu’ils sont des habitants
communs de la rhizosphere et possédent une grande activité dans le contréle biologique de
maladies causées par des champignons phytopathogénes. Les bactéries de la rhizosphere protégent
les racines de la plante contre les microorganismes pathogénes par des effets compétitifs directs et
la production de substances antimicrobiennes et ont une influence sur la croissance de la plante
(Luduena et al., 2012). Les résultats présentés ici montrent que les bactéries de genres Bacillus et
Pseudomonas inhibent la croissance des trois champignons phytopathogenes. Cette inhibition
pourrait étre liée a la production métabolites secondaires. En effet, selon (Kyselkova et Moenne-
Loccoz, 2012), les bactéries antagonistes produisent des métabolites secondaires tels le 2,4-
diacétylphloroglucinol (DAPG), les phénazines, le cyanure d’hydrogéne (HCN), pyrrolnitrine,
pyolutéorine, des lipopeptides,.... De plus, les Bacillus peuvent produire diverses toxines et
provoquer également la lyse des spores de champignons (Fuchs, 1999).

Il apparait que la souche Xi47 (Bacilus subtilis) est la souche la plus active., En effet, Bacillus
subtilis produit plusieurs classes d’antibiotiques lipopeptidiques a large spectre d’action. Ces
produits sont tres efficaces in vitro et in vivo contre plusieurs agents phytopathogénes comme
Gaeumannomyces graminis var. tritici Magnaporthe oryzae, Sclerotinia sclerotiorum,



Cladophialophora carrionii, Fusarium spp., Eutypa lata, Fusarium oxysporum, Alternaria burnsii,
Chrysosporium indicum, Rhizoctonia bataticola, Botrytis cinerea, Penicillium digitatum et Rhizoctonia
Solani. Le pourcentage similaire d’isolat antagonique Xi 47 a été rapporté par (Zangoei et al., 2014).
Le champignon phytopathogéne F. oxysporum est tres sensible a B. subtilis, qui cause également des
déformations mycéliennes et une croissance irréguliére (Shan et al., 2013). Plusieurs especes de
Pseudomonas ont montré activité antagonistique vis-a-vis des champignons phytopathogenes.

L'activité antagonsite des Pseudomonas spp fluorescents est due a leur capacité a produire
des métabolites actifs contre des agents phytopathogénes tel que le 2,4-diacetylphloroglucinol (2,4-
DAPG) qui est un antibiotique large spectre (Keel et al., 1992) et les phénazines (Haas et Defago,
2005). Les souches P. fluorescens qui produisent (2,4-DAPG) sont des agents de biocontrole
fortement efficaces (Raaijmakers et al., 2002; Weller et al., 2007), et responsables de suppressions
naturelles de certains pathogeénes tels que Gaeumannomyces graminis var. tritici. (Weller et al.,
2007). Les phénazines, analogues des flavines (Coenzymes), par exemple inhibent le transport des
électrons. Elles peuvent aussi libérer des radicaux libres en présence de pyochéline chargée en ions
ferreux qui causeront des dommages aux lipides et autres macromolécules. Pour sa part, le DAPG
cause des dommages aux membranes de Pythium spp. et inhibe fortement la germination des
zoospores de cet oomycete. Le cyanide d'hydrogene produit également par les P. fluorescens et peut
inhiber un grand nombre de métalloenzymes. Les lipopeptides produits par les P. fluorescens jouent
le réle de surfactants et peuvent s'insérer dans les membranes microbiennes causant d'importants
dommages a certains microorganismes (Haas et Defago, 2005).

CONCLUSION

L'étude de l'effet antagonique des souches bactériennes appartenant aux genres Bacillus et
Pseudomonas a montré que ces bactéries sont capables d’inhiber in vitro la croissance des
champignons phytopathogenes tel que : Phythophtora infestans, Fusarium oxysporum f.sp.albedinis,
Fusarium solani var.coeruleum ; surtout l'isolat Xi47 qui a une activité plus élevée que les autres
souches. Cette étude permet encore une fois la mise en valeur de I'exploitation des bactéries des
genres Bacillus et Pseudomonas dans le biocontréole de différents champignons phytopathogénes.
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