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RESUME

Le but de notre travail est de tester I'activité antifongique d’extraits bactériens. Les extraits de 15
souches ont été testés par la méthode de diffusion sur disque. Les zones d’inhibition varient entre 0
et 18.5mm vis-a-vis de Fusarium solani var. coeruleum (Fsc), 7 et 11.33mm vis-a-vis de Fusarium
oxysporum fsp. albedinis (Foa) et 0 et 19.66mm vis-a-vis de Phytophthora infestans (Pi). Alors que la
souche de référence CHAO n’a donné que 8.66mm vis-a-vis du Foa.

Mots-clés : antagonisme, extrait bactérien, champignon phytopathogene, inhibition.

ABSTRACT

ANTIFUNGAL ACTIVITY OF METABOLITS OF BACTERIAL STRAINS

The aim of our work is to test antifungal activity of bacterial extracts. Extracts of 15 strains were
tested by disk diffusion method. The inhibition zones ranging from 0 to 18.5mm against Fusarium
solani var. coeruleum (Fsc), 7 to 11.33mm against Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa) and 0 to
19.66mm and vis-a-vis of Phytophthora infestans (Pi). While CHAO reference strain gave only
8.66mm against the Foa.
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INTRODUCTION

La protection biologique fait intervenir I'utilisation des organismes vivants, leurs produits, leurs
génes ou les produits de leurs genes, pour lutter contre les organismes nuisibles ou favoriser la
croissance des organismes favorables (Cook et al., 1987). Le concept du biocontrdle est devenu de
plus en plus populaire, non seulement a cause de l'augmentation de l'inquiétude mondiale de
I’environnement et I'utilisation des pesticides chimiques, mais aussi a cause de l'inefficacité des
méthodes actuelles de lutte contre les champignons phytopathogénes (Cook, 1993; Tofazzal et von
Tiedemann, 2011).

La production de métabolites antifongiques revét une importance particuliére dans la protection
biologique (Haas and Défago, 2005). Parmi les métabolites qui possedent ce pouvoir antifongique, il
existe ceux produits par Pseudomonas, tels que : les phenazines, phloroglucinols, pyoluteorines,
pyrrolnitrines, lipopeptides cycliques et le cyanure d’hydrogene (Haas and Défago, 2005 ; Price-
Whelan et al., 2006 ; Schouten et al., 2008).

L'objectif de notre étude est de tester le pouvoir antagoniste de filtrats de quelques souches
bactériennes appartenant au genre Pseudomonas et Bacillus vis-a-vis de suspensions sporales de
guelques champignons phytopathogenes telluriques : Fusarium oxysporum f.sp albedinis, Fusarium
solani var. coeruleum et Phytophthora infestans.

MATERIEL ET METHODE

1- MATERIEL BIOLOGIQUE

Les champignons phytopathogénes testés sont Fusarium oxysporum f.sp. albedinis (Foa), Fusarium
solani var. Coeruleum (Fsc) et Phytophthora infestans (Pi) amicalement fournies par Pr. Larous, LMA,
Département de microbiologie, Université Sétif 1, I'INRAA d’Alger et I'Institut Pasteur de Paris,
France respectivement.

Les souches bactériennes de référence sont CHAO (Pseudomonas protegens sp-nov), la souche 30-84
(Pseudomonas auréofaciens) (Pr Haas, Lausanne, Suisse) et la souche 2 (Pseudomonas chlororaphis
sub sp. aureofaciens) (Dr Mezaache-aichour, LMA Département de microbiologie, Université Sétif 1).
Les bactéries utilisées pour les tests d’antagonisme ont été précédemment isolées par (Belatrous,
2011 ; Sayah, 2011) et identifiées par Mansouri et Remadna (2013) : Xi29, Xi48, Xi49, Xi47, B5, B21,
Xi35’, Xi29’inh, Xi37’, Xi30, Xi12, Xil.

2- PREPARATION DES EXTRAITS BACTERIENS

Les souches bactériennes de référence ainsi que les souches a tester, préalablement régénérées sur
BN (Bouillon nutritif), sont cultivées dans 25 ml de NBY (Nutrient Broth Yeast Extract) pendant 72h
sous agitation permanente a température ambiante. Aprés mesure de la densité optique pour
déterminer la charge en bactéries productrices de substances antifongiques, les cultures
bactériennes sont centrifugées pendant 20 mn a 5600 rpm, filtrées a travers des membranes de
0.45um de porosité, les filtrats étant récupérés dans des flacons stériles.

3- PREPARATION DES SUSPENSIONS SPORALES ET DENOMBREMENT DES SPORES FONGIQUES

Les spores fongiques sont récupérées par addition de 10 ml d’eau distillée stérile sur des cultures
fongiques (Foa, Fsc et Pi) de plus d’'un mois; la surface est raclée avec un rateau stérile, et la
suspension est alors récupérée dans des flacons stériles qui sont incubés pendant 4 heures au
réfrigérateur pour stimuler la germination des spores (Ebstrup et al., 2005).

Pour le dénombrement des spores, aprées agitation de la suspension sporale, I’échantillon est déposé
a l'aide d’une pipette Pasteur sur une lame ; cette derniére est couverte d’une lamelle. La lame
préparée est dénombrée sous le microscope aprés trois minutes pour permettre aux spores
fongiques de se déposer.

4- ETUDE DE L’EFFET ANTIFONGIQUE DES EXTRAITS BACTERIENS

Pour tester I'activité anti fongique, un triplicata de disques imprégnés de 20 ul d’extraits bactériens
est préparé pour chacune des bactéries a tester contre chacun des champignons (Foa, Fsc et Pi). Ces
disques sont ensuite déposés sur une boite de Pétri contenant le milieu PDA (Potatoes Dextrose



Agar) et ensemencée par inondation en utilisant la suspension sporale. Un disque imprégné de NBY
sert de contrdle négatif et des disques imprégnés de fongicides (Vapcotp a 10g/l, Curitine a 20g/| et
Kazir a 1g/l) servent de controdles positifs. Une boite de PDA ensemencée par la suspension sporale,
ne recevant aucun disque, sert de témoin. Les boites sont alors incubées a I'obscurité a température
ambiante pendant quatre jours, les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés pour déterminer
I'antifongique des extraits des bactéries testées.

RESULTATS

1- INHIBITION DU FOA PAR LES FILTRATS BACTERIENS

Deux filtrats ont montré une zone d’inhibition nette, il s’agit de ceux des isolats Xi29’inhi et B5 avec
respectivement 11,33 et 10mm. Alors, que les autres filtrats ont monté un effet moins important
avec des zones nettes variant entre 7 et 8 mm (Figure 1). D’autre part, les filtrats des isolats Xi1, B5,
Xi48 et Xi35’ont montré a coté de zones nettes des zones intermédiaires de 17, 15.33, 13 et 11mm
respectivement. Concernant ceux des souches de référence CHAOQ, 2 et la souche 30-84, ils ont
montré des zones nettes de 8.66, 8 et 7 mm respectivement.

Figure 1:  Activité des filtrats bactériens contre Fusarium oxysporum f.sp. albedinis
(Bacterial filtrates activity against Fusarium oxysporum f.sp. albedinis)
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Xil, B5...: isolats bactériens testés ; CHAO, souche 2 et 30-84: souches de référence ; net: nette, int :
intermédiaire.

2- INHIBITION DE FSC PAR LES EXTRAITS BACTERIENS

La plus importante zone d’inhibition est obtenue avec le filtrat de la souche Xi30 avec un diameétre
de 18,5mm. En effet, cette inhibition est variable en allant vers des valeurs de 6mm (diametre du
disque) pour certaines filtrats tels que celui de Xi29’inhi (Pseudomonas sp.) (Figure 2).Toutefois, une
inhibition intermédiaire a été observée avec les filtrats des isolats : Xi29, Xi47, B5, et Xi1l2 avec des
diametres de 15.33, 14.33, 13.66 et 12.66mm respectivement. Alors que pour les filtrats des souches
de référence des zones intermédiaires de 14.33 et 14 mm ont été obtenues avec les extraits des
souches 2 et 30-84 respectivement, alors que pour celui de la souche CHAO aucune zone n’a été
observée.



Figure 2 : Activité antifongique des filtrats bactériens vis-a-vis de Fusarium solani var.
coeruleum
(Antifungal activity of bacterial filtrates against Fusarium solani var. coeruleum)
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Filtrats bactériens
Xil, B5 ...: isolats bactériens testés ; Cha0, souche 2 et 30-84 : souches de référence. net : nette, int : intermédiaire.

3- INHIBITION DES SPORES DE PI PAR LES EXTRAITS BACTERIENS

Seuls les filtrats des trois souches : Xi48 et Xi12 ont montré des zones d’inhibition nettes de : 8.33 et
19.66mm respectivement, alors que celui de Xila donné une zone intermédiaire de 14.66 mm
(Figure 3). Les extraits des souches de référence CHAO, 2 et 30-84 n’ont montré aucune zone
d’inhibition.

Figure 3: Activité des filtrats bactériens contre Phytophthora infestans
(Antifungal activity of bacterial filtrates against Phytophthora infestans)
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Xi1, B5 ... : isolats bactériens testés ; Cha0, souche 2 et 30-84 : souches de référence net : nette, int :
intermédiaire.



D’apres ces résultats, on déduit que les deux souches Xi48 et Xil sont les plus efficaces contre les
trois champignons étudiés (Figure 4). L'extrait de Xi48 a montré une zone nette de 8.33 mm, par
contre celui de Xil a montré une zone intermédiaire de 14.66 mm avec le Foa, et des zones nettes
de 7.66 et 7 mm respectivement avec le Fsc. Par contre avec le Pi ils ont montré des zones nettes de
8.33 et 10.5 mm respectivement.

Figure 4 :  Activité des filtrats Xil et Xi48 conte Fusarium solani var. Coeruleum, Fusarium oxysporum
f.sp. albedinis et Phytophthora infestans.
(Xi1 and Xi48 filtrates activity against Fusarium solani var. Coeruleum, Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis and Phytophthora infestans).
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Xil et Xi48 : les extraits bactériens ayant montré les plus grandes zones d’inhibition ; net : nette, int :
intermédiaire.

Les filtrats des souches de référence semblent agir de la méme maniere avec les trois champignons
étudiés. En effet, CHAQ, 2 et 30-84, ont donné des zones nettes trés proches de 8.66, 8 et 7 mm
respectivement vis-a-vis du Foa. Par contre, les zones obtenues avec le Fsc et le Pi sont
intermédiaires, avec cependant une absence d’activité de I’extrait de CHAO.

DISCUSSION

Les bactéries PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) améliorant la croissance des plantes sont
des bactéries du sol capables d’inhiber les organismes telluriques nuisibles et participent dans la
stimulation de la croissance de certaines plantes par la production d’une variété de substances
régulatrices dans la rhizosphére. Ces PGPR agissent de facon directe en facilitant la croissance des
plantes soit par production ou solubilisation de substances favorisant le développement des plants
(azote, phosphore, sels minéraux essentiels,...), soit en augmentant le taux des hormones chez la
plante ; ou indirectement, par la diminution des effets inhibiteurs des organismes phytopathogenes
ou de leurs produits.

Les bactéries appartenant au genre des Pseudomonas spp. et Bacillus posseédent la capacité de
secréter des substances telles les phenazines, phloroglucinols, pyoluteorines, pyrrolnitrines,
lipopeptides cycliques et le cyanure d’hydrogene qui inhibent la croissance de certaines espéeces
fongiques (Haas and Défago, 2005 ; Price-Whelan, 2006 ; Schouten et al.,, 2008). Les filtrats
bactériens testés ont montré des résultats intéressants contre les trois champignons étudiés, mais ils
varient d’'un champignon a un autre, et d’un extrait a un autre. Parmi les filtrats testés, seuls Xil
(Bacillus licheniformis) et Xi48 (Pseudomonas) ont montré des effets positifs avec les trois
champignons (Foa, Fsc et Pi) a la fois. Cependant, leurs effets n’étaient pas trés importants (des
zones d’inhibition de 8mm). Ceci peut étre di aux faibles concentrations des substances actives



puisque les volumes des filtrats sont seulement de 20pul/disque. Les autres filtrats y compris ceux des
souches de référence, ont montré des effets moins importants avec des zones d’inhibition comprises
entre 7 et 8mm, ceci est peut-étre d(, encore une fois, a la faible quantité des substances actives
utilisées par rapport aux concentrations des suspensions sporales utilisées (74x1065pores/ml).
Concernant le Foa, les filtrats des souches B5 (Bacillus mégathérium) et X129'inhi (Pseudomonas sp.)
ont eu le plus grand effet parmi les extraits testés, avec des zones d’inhibition de 10 et 11.33 mm
respectivement.

Pour le Fsc, les filtrats des souches Xi30 (Pseudomonas sp.), Xi49 (Bacillus sp.) et Xil (Bacillus
licheniformis), ont été les plus efficaces avec des zones de 16.5, 13.66 et 10.5mm respectivement.
Les extraits des souches Xi48 (Pseudomonas sp.), Xi35’ (Bacillus subtilis) et Xi37’ (Bacillus cereus) ont
donné des effets moins importants, avec des zones de 8.33, 8.33 et 7mm respectivement. Par
contre, les autres filtrats tels que Xi47, Xi29 et B5 n’ont d’effet significatif, et ont donné des zones
intermédiaires variant entre 12 et 15.33 mm ce qui demande une exploitation plus profonde de ces
résultats. Des résultats similaires ont été relevés avec les souches de référence.

Ces résultats sont similaires a ceux de Chan et al. (2009), qui ont testé des filtrats des souches de
Bacillus subtilis, afin d’inhiber la croissance de Fusarium graminearum, notons qu’ils ont utilisé des
suspensions sporales de concentrations de 10*spores/ml, par contre nous avons utilisé des
concentrations de 74x10° et 196x106sp/ml avec Foa et Fsc respectivement. D’autre part, Dunlap et
al. (2011) ont démontré que des filtrats bactériens de Bacillus subtilis avec une absorbance
équivalente a 7 unité de DO, avaient une capacité d’inhibition sur la croissance de Gibberella zeae,
alors que la DO des filtrats de nos isolats a varié entre 0.55 et 2.23.

Globalement, c’est le Pi qui a été le plus résistant envers les filtrats testés. Toutefois, une sensibilité
a été observée avec trois d’entre eux, celui de Xi12 (Bacillus) et Xi48 ont donné des zones nettes de
19.66 et 8.33 mm respectivement. Alors que, celui de Xil a donné une zone intermédiaire de
14.66mm. Mezaache-Aichour et al. (2015) ont pu démontrer que la souche Xi48 appartenant au
genre Pseudomonas spp. est capable de produire du DAPG. Gleeson et al. (2010) ont rapporté que ce
dernier pouvait inhiber la croissance des Oomycétes et des champignons filamenteux et qu’il avait
aussi une activité fongistatique vis-a-vis de Saccharomyces cerevisiage. D’autres études ont
auparavant démontré I'efficacité du DAPG, qui altére les membranes de Pythium spp. en inhibant
particulierement les zoospores de cet oomycete (De Souza et al., 2003).

CONCLUSION

L'antagonisme entre les bactéries et les champignons est un mécanisme d’interaction naturel et
présent dans I'environnement d’une facon stable et consistante. Les résultats obtenus dans ce
travail montrent que les bactéries testées peuvent étre utiles pour la lutte biologique contre les
maladies fongiques des plantes, comme alternatif prometteur d’un succés dans le futur. Nos extraits
ont montré une efficacité considérable contre les champignons testés. En effet, les souches
appartenant au genre Pseudomonas et Bacillus sont capables de produire des composés ayant un
large spectre d’activité de bio-contréle vis-a-vis de champignons appartenant a différentes classes :
ascomycete, deutéromyceéte et oomycéte.
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