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Résumé

L’olivier et un arbre méditerranéen. Cette culture peut étre endommagée par de nombreux

champignons phytopathogenes.

L’utilisation des produits chimiques et de pesticides peut présenter un danger pour ’homme

d’une part, et pour I’environnement d’autre part.

Certains micro-organismes peuvent également fournir des agents avec des propriétés
excellentes dans un cadre de lutte biologique ; parmi ces derniers, il existe des bacilles qui
possedent des propriétés importantes pour un contrble réussi, car ils sont connus par la

production des récepteurs bioactifs.

Nous avons prélevé des échantillons de différentes parties des oliviers dans deux stations
différentes de wilaya de Naama (Ain sefra et Mécheria), afin de faire I’isolement et
I’identification des champignons phytopathogene de la variete chemlal. Les résultats ont
révélé I’existence d’une diversité fongique considérable dans notre region ; Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Fusarium solani, 2 Aspergillus sp, Aspergillus fimigatus, Alternaria sp et
Exomphale sp.

Une étude comparative entre le pouvoir antagoniste de différentes especes du genre Bacillus
sp contre les champignons phytopathogénes est effectuée, selon un ensemble de recherches
qui ont déja été menées a 1’échelle national et au Maroc a fin de valoriser les potentialités de

ce genre de bacilles dans la lutte biologique.

Mots clés :
Bacillus sp, lipopeptides, champignons phytopathogénes, Ilutte biologique, pouvoir

antagoniste, I’olivier.



Abstract

The olive tree is the Mediterranean tree. This crop can be damaged by many phytopathogenic
fungi.

The use of chemicals and pesticides can be dangerous for humans on the one hand and for the

environment on the other.

Some microorganisms can also provide agents with excellent properties for biological control;
among these are bacilli which possess important properties for successful control, as they are

known through the production of bioactive receptors.

We took samples from different parts of the olive trees in two different stations of wilaya of
Naama (Ain sefra and Méchria), in order to isolate and identify the phytopathogenic fungi of
the chemlal variety. The results revealed the existence of considerable fungal diversity in our
region; Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium solani, 2 Aspergillus sp, Aspergillus

fimigatus, Alternaria sp and Exomphale sp.

A comparative study between the antagonistic power of different species of the genus Bacillus
sp against phytopathogenic fungi is carried out, according to a set of researches that have
already been carried out at the national level and in Morocco in order to evaluate the

valorization of the potentialities of this genus of bacilli in the biological fight.

On the basis of the results obtained after comparison between these sets of research work on
the antagonistic effect of Bacillus sp groups, show that Bacillus extremities and halotolerant

Bacillus possess a broad spectrum of antifungal activity.
Key words :

Bacillus sp, lipopeptides, phytopathogenic fungi, biological control, antagonistic power, olive

tree.
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Introduction

Les plantes constituent la majorité des ressources énergétiques dont dépendent I’homme et les
animaux. Malheureusement, lorsqu’une plante est atteinte d’une maladie, sa croissance, sa
fertilité et sa productivité sont affectées. Des symptdmes se développent et tout ou une partie
de l'organisme peu mourir. Les agents responsables des maladies des plantes sont tres
similaires a ceux rencontrées chez ’homme et les animaux. Ils peuvent étre biologiques ou

physiques (Benizri et al., 2001).

Les oliviers sont parmi les plus anciens arbres fruitiers cultivés dans le bassin méditerranéen y
compris 1’Algérie (Benjama, 2003). Ces dernieres occupent toutefois une part trés importante

dans I’économie agricole de certains pays méditerranéens (F.A.O, 2009).

L’olivier est I’arbre fruitier le plus cultivé en Algérie, cette culture occupe une place tres
importante avec plus d’un tiers du verger arboricole algérien. Une diversité trés importante
caractérise cette espéce (Boukhari et al., 2017). Il existerait plus de 150 variétés d’oliviers
plus ou moins cultivées, les plus dominantes sont les variétés : Chemlal et Sigoise
(Benderradji et al., 2016).

A T’instar des autres pays, les maladies dues aux champignons telluriques sont rencontrées en
Algérie. D’aprés la F.A.O. (1999) les maladies phytopathogenes réduisent de 12 a 14% la

production agricole mondiale, 70% des dommages étant d’origine fongique (Aouar, 2012).

En effet, I’olivier est exposé a un complexe parasitaire trés diversifié : ravageurs, oiseaux,
maladies cryptogamiques et plantes parasites. L’ensemble des maladies représente une
menace pour I’oléiculture (Semal, 1993). Parmi les maladies rencontrées sur l'olivier et qui
méritent donc d'étre approfondies, les affections cryptogamiques qui sévissent dans les zones

oléicoles du Bassin méditerranéen (la verticilliose, la fumagine, 1'eeil de paon.....).

Les microorganismes pathogénes sont difficiles a contréler car ils peuvent survivre dans le
sol pour de longues périodes (Tschen, 1985). Pour lutter contre ces maladies, actuellement les
moyens chimiques sont les utilisés car il semble qu’ils sont les plus efficaces, mais leur
utilisation illimitée dans les sols peut entrainer la pollution de I'environnement et les eaux
souterraines et ’apparition de souches pathogénes résistantes. Une recherche sérieuse est
nécessaire pour identifier des méthodes alternatives pour la protection des végétaux, qui sont
moins dépendantes des produits chimiques et plus respectueuses de Il'environnement
(Prapagdee et al., 2008).
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Introduction

Les mesures de controle alternatif telle que 1’utilisation d’antagonistes sont nécessaires et ont
besoin d’étre explorés. Cette stratégie est basée sur I’utilisation de micro-organismes
(bactéries, levures ou champignons saprophytes) qui ont soit un potentiel inhibiteur de I’agent
causal, soit ’habilité¢ d’accroitre le mécanisme de défense de la plante (Piga et al., 1997;
Larkin et Fravel, 2004 ; Benhamou et Nicole, 1999 ; De Boer et al., 1999 : Chérif et al.,
2002 ; Silva et al., 2004). Le contrdle des phytopathogenes de maniere biologique est plus
avantageux pour l’environnement en comparaison avec le controle chimique (Nautiyal,

2001).

Les bactéries appartenant au genre Bacillus sont fréquemment utilisées dans le processus de la
lutte contre ces phytopathogenes, ce moyen alternatif de protection des plantes par des
antagonistes bactériens constitue la solution la plus respectueuse de 1’environnement, elle

répond aux exigences economiques et écologiques (Saidi et al., 2009).

Les biopesticides bactériens représentent la majorité des biopesticides microbiens (Shoresh et
al., 2010) et les bactéries du genre Bacillus sont les plus éetudiées dans la recherche

scientifique et les plus exploités en agriculture.

En outre, le genre Bacillus posséde la possibilité de sporuler dans des conditions
défavorables ce qui facilite sa production industrielle et sa formulation en un produit stable
(Lolloo et al., 2010). Par ailleurs, le genre Bacillus a la capacité d’échapper au phénoméne de
résistance des ravageurs car il developpe plusieurs mécanismes de biocontrble, de
biofertilisation et de phytostimulation comme la plupart des PGPRs (plant growth promoting

rhizobacteria), afin d’augmenter le rendement des cultures agricoles (Ait Kaki, 2014).

De nombreuses souches de Bacillus sont exploitées pour la production d’une ou de
lipopeptides ; les surfactines (Kakinuma et al., 1969 ; Kowal et al., 1998), les fengycines (
Vanittanakom et Loeffler, 1986) et les iturines (Besson et al., 1977) qui sont les trois
familles les plus connues. Bien que les lipopeptides soient susceptibles de remplacer les
produits synthétiques polluants et toxiques, leur utilisation courante est limitée par le cout et

les difficultés des techniques de production (Kakana, 2005).
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Introduction

Notre travail a pour objectif de :

% L’isolement et ’identification des champignons phytopathogénes a partir des organes
infectés de I’olivier.

% Une étude comparative de pouvoir antifongique de quelques souches du genre Bacillus
sp isolées a partir des différents biotopes contre certains champignons

phytopathogénes d’apres des études déja réalisées a 1’échelle nationale et au Maroc.
Ce travail s’organise en trois parties :

e La premiére partie s’articule autour de trois chapitres ; le chapitre | conserne la
présentation de la plante hote (Olea europaea). Le chapitre II ; définira d’une part les
différentes maladies bactériennes et cryptogamiques de 1’olivier et d'une autre part
présente les méthodes utilisées pour isoler, identifier les champignons
phytopathogenes et les différents méthodes de la lutte biologique. Pour le troisiéme
chapitre on parle sur 1’agent de bio-contréle (Bacillus subtilis).

e Une deuxiéme partie consacree a la synthese.

Et enfin, une conclusion générale résumera les différents résultats obtenus grace a cette
comparaison et les perspectives du présent travail.
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Synthése bibliographique

Chapitre | : Présentation de la plante héte

l. L’olivier

I.1. Historique et origine

L’olivier est certainement 1I’'un des plus anciens arbres cultivés, pour certains historiens il date
depuis le néolithique : 2000 a 3000 ans avant J.-C. en Syrie, en Asie Mineure, au Proche- Orient.
Pour d’autres auteurs, c’est en Afrique du coté de I’Egypte ou de I’Ethiopie qu’il a d’abord été
cultivé vers 3200 a 3800 ans avant J.-C. Actuellement, il existe des études archéobiologiques et
génétiques qui indiquent une domestication en plusieurs points du bassin méditerranéen sur une
tres longue période. Plus récemment, on sait que les Phéniciens 1’ont introduit dans la Péninsule
Ibérique. Les Romains ont ensuite développé sa culture car I’huile était fort appréciée a Rome.
Avec I’occupation arabe, la culture a €té renforcée et diversifiée par I’importation de nouvelles
variétés ce qui explique I’importance de I’olivier dans le sud de I’Espagne (Gaussorgues, 2009).
L’oléastre était considéré comme un taxon sans intérét par les chercheurs et les ol€iculteurs
(Breton et Bervillé, 2012). Olea europaea subsp.europaea var. sylvestris est la forme sauvage
de I’espéce (Olea europaea subsp.europaea var.sativa. (Breton et Bervillé, 2012).

1.2. Répartition géographique

1.2.1.Dans le monde

L’olivier est une espece thermophile trés adaptée au climat méditerranéen. Olea aurait persisté
dans des zones refuges thermophiles situées dans les régions sud du nord du bassin
méditerranéen, au sud du Levant et le nord de I’Afrique (Carrion et al., 2010). Ces derniers
travaux rapportent que I’espéce a commencé a se développer dans le niveau bioclimatique
thermo-méditerranéen (11,500-8800 avant J-C). A l’ouest de la Méditerranée, I’espéce a
commencé a se développer au cours de la période de I'Atlantique (c. 8800-5600 cal. BP). Olea
europaea L. var. sylvestris (I’oléastre, ’olivier sauvage) est une caractéristique importante de
l'actuelle végétation méditerranéenne. L'espéce est considérée comme un bio indicateur
thermosensible pour la définition du niveau de thermo-méditerranéen bioclimatique et sa
répartition naturelle a été confiné aux zones cotieres du bassin méditerranéen (Ozenda, 1975;
Rivas-Martinez, 1987). Au nord, il est limité par le froid et le gel alors qu’au sud, la culture est
limitée par les conditions arides et sahariennes (Amouretti et Comet, 1998). Malgré cela, sa
culture a dépassé le bassin méditerranéen et a été exportée dans plusieurs pays du monde tels
I’ Afrique du Sud et I’ Argentine, 1’ Australie, les Etats unis, (Rugini et Fedeli, 1990).
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L’émergence de D’olivier est due principalement a sa plasticité écologique et la valeur
nutritionnelle de son fruit dont on obtient principalement de I’huile aprés extraction dans des
moulins ou des olives de tables qui nécessitent des procédés complexes de désamérisation.

Figure 1 : Répartition géographique naturelle du complexe Olea europaea
(’olivier Méditerranéen; Subsp. europaea) (Rubio de casas, et al.,
2006).

1.2.2. Oléiculture en Algérie

En Algérie, l'olivier occupe une superficie de 350 000 ha de plantation en rapport soit 36 % de
la superficie arboricole, avec plus de 35 millions d’oliviers répartis sur 100 000 exploitations
oléicoles. Les rendements qui sont de l'ordre de 08 quintaux / ha demeurent les plus faibles
des pays oléicoles et cela au vu du vieillissement des sujets, et du non remplacement des
anciens vergers par de nouveau la culture étant restée selon les méthodes ancestrales (MADR,
2013).
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- L’oliveraie en 1999

21 CHLEF 6: BEJAIA 91 BUDA 10
BOURA 135 TLEMCEN 15 T21-0UZOU 15
JUEL 19: SETIF 21: SKIXDA s
B. ABBES 24: GUELMA 44 : AIN DEFLA 2
MOSTAGANEM 29: MASCARA 34: BOR BOU-ARRERY

35 : BOUMERDES 41: SOUK AHRAS 42 : TIPAZA

- Nouvelle aire oléicole

3 | LAGHOUAT 41 0.E.BOUAGH!
S ¢ BATNA 7 1 BISKRA

81 BECHAR 121 TEBESSA
14 MAREY 17: DIELFA

20( SAIDA 28: MYSILA
321 EL-BAYADH 391 ELOVED
40 | KHENCHELA 45 | NAAMA

Figure 2 : Carte oléicole d’Algérie (Haddou, 2017).

1.2.3. Oléiculture dans la Wilaya de Naama
Les surfaces réservées a I’oléiculture ont doublé, ces dernieres années, dans la wilaya de
Naama (Tableau. 1) qui dispose d’atouts naturels considérables augurant d’un avenir

prospére pour cette filiere, selon des estimations de la direction des services agricoles
(DSA).
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Tableau 1 : Potentiel d’olivier par commune (DSA,

2019)..
Commune Superficies total Superficies en Production (ha)
Rapport

Naama 230 54 372
Mécherai 172 27 429
Ain Sefra 321 131 1301
Tiout 235 51 824
Sfissifa 330 303 2102
Moghrar 80 35 328
Asla 152 35 661
Djenien-bourzgh 30.75 27 55
Ain Ben Khelil 125 38 477
Mekmen Ben Amar 6 2 33
Kasdir 5.25 1.25 19
El -Boidh 380 104.8 1457
Total 2067 809 8058

1.3. Classification et description botanique d’Olea europaea L

1.3.1. Classification botanique
L’arbre d’olivier appartient a la famille des oléacées dans 1’ordre botanique des ligustrales
qui comprennent pres de 30 genres et 500 especes comme 1’olivier sauvage (oleaster) et
I’olivier (Stiva) relévent de la méme espéce Olea europea (Patrick, 2008).
La classification botanique de I’arbre de I’olivier (Ghedira, 2008 ; Basim et al., 2017) est la
suivante :

e Reégne : Plantae.

e Embranchement : Magnoliophyta.

e Sous - embranchement : Magnoliophytina.

e Classe : Magnoliopsida.

e Sous Classe : Dialypétales.
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e Famille: Oleaceae
e Genre : Olea.
e Espeéce: Olea europaea L.

1.3.2. Description morphologique

L'olivier est un arbre de 3 a 10 métres de haut & des branches tortueuses au nombreux
rameaux arrondis enchevétrés les uns dans les autres, les tiges portent des feuilles opposées,
entieres, ovales allongées, portées par un court pétiole, persistantes, enroulées sur les bords,
fleurit entre Mai et Juillet.

Donnant des fruits drupes ovoides a noyau dur dont le mésocarpe peut renfermer plus de 30
% de lipides. Ils sont utilisés par I’industrie agroalimentaire (Pangol, 1975).

L’olivier est cultivé essentiellement pour son fruit, consommé ou confi ou sous forme
d’huile, mais cet arbre est aussi médicinal par ses feuilles. S’adapte bien a des conditions

d’environnements extrémes tels que la sécheresse et la chaleur (Kasraoui, 2016).

Figure 3 : Aspect genérale de l'olivier (Fouraste,
2002).

e Tronc

Selon (Beck et Danks, 1983) le tronc est jaunatre puis passe a la brune trés claire. 11 est
trés dur, compacte, court, trapu (jusqu’a 2m de diamétre), et porte des branches assez

grosses, tortueuses, et lisse
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Figure 4 : Tronc de I’olivier (Photo prise par les auteurs,
2020).

e Systéme racinaire

Il est puissant et fasciculé, se prolonge a une profondeur de 5 a 7 m. Le réseau de racines
forme une couche ligneuse, appelée la matte, dans laquelle s’accumulent des réserves et qui
va permettre de puiser une trés grande quantité d’eau dans le sol (Himour, 2006). Dans les
sols tres imperméables et aérés, le systeme radiculaire est pivotant. En revanche, dans les
sols lourds, peu ou non aérés, le systeme racinaire est fasciculé et profond (Saad, 2009;
Medda, 2010).

¢ Rameaux

Leur taille est de quelques dizaines de centimétres suivant la vigueur et la variété de I’arbre,

ils sont délimités a leur base par un entre-nceud marquant I’arrét de la croissance hivernale.

e Feuilles

Les feuilles sont épaisses, lancéolées, simples, opposées et de couleur verte. Leur taille varie
de 3a5cmde long sur 1 a 1.5 cm de large (Bartolozzi et Fontanazza, 1999). Le feuillage
est persistant. Les feuilles vivent au moyenne 3 ans, puis jaunissent et tombent

principalement en été (Cresti et al., 1996).
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Figure 5 : Feuilles de I’olivier (Photo prise par
les auteurs, 2020).

=  Fleurs

Les fleurs sont petites, ovales, blanches et odorantes. Elles sont disposées en grappes (en
moyenne de 10 a 40) dressées a 1’aisselle des feuilles (Fabbri et Benelli, 2000).

1.4. Cycle Végétatif de I’olivier

Au cours de son cycle annuel de développement, I’olivier passe par les phases suivantes
(Walid et al., 2003) :

= Induction, initiation et différenciation florale : durant Janvier et Février ;

= Croissance et développement des inflorescences a 1’aisselle des feuilles : au cours du mois
de Mars ;

= Floraison durant le mois d’Auvril ;

= Fécondation et nouaison des fruits : fin Avril début Mai ;

= Grossissement des fruits : durant Juin-Juillet et Aout ;

= Véraison : au cours du mois de Septembre ;

= Maturation : le fruit atteint son calibre final en Octobre et s’enrichisse en huile ;

= Récolte des fruits : mi-novembre & Janvier.
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Figure 6 : Cycle végétatif de 1’olivier ( Rallo, 2000 ;Girona , 2001) .

1.5. Exigences pédoclimatiques :

L’olivier est une espéce rustique, il présente une grande adaptation aux conditions agro-
écologiques de la région: résistance aux aléas climatiques, capacité a produire méme dans des
conditions climatiques difficiles, ne nécessitant pas beaucoup d'entretien. Finalement on peut dire
que en depit des problemes auxquels se heurte le développement agricole dans 1’espace aride de la
wilaya de Naama celle-ci dispose d’atouts non négligeables pouvant, dans une perspective de
durabilité préserver et améliorer la situation. Les potentialités de la zone et le contexte
socioéconomique, présentent de grandes perspectives de développement de l'olivier dans cette
zone. Les contraintes qu'on a fait ressortir peuvent étre levées par la formation et Il'appui

technique. Le grand avantage est l'acceptation par les agriculteurs, la demande ne cesse
d'augmenter. (Missat, 2011).
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Chapitre 11 : Phytopathologie de I’olivier Olea europaea

I. Bactériennes

I.1. Tuberculose de I’olivier

C’est une maladie bactérienne omniprésente dans le bassin méditerranéen, en lItalie elle est
appelée «Rogne» de ’olivier, en Espagne «Verru» ou «Tuberculos» de ’olivier, en France et
en Afrique du Nord on lui donne le nom de «Tuberculose» ou chancre de I’olivier. I est
considéré comme l'un des plus graves maladies affectant les oliviers (Olea europaea L) dans
la plupart des régions de culture d'olive. Celle-ci est probablement la premiere maladie
clairement décrite dans l'antiquité par Théophrastus (lacobellis, 2001). L’agent causal est le
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Zohary et al., 1975). Il est considéré comme le seul
pathogéne responsable de la formation des nceuds (tumeurs) bactériennes des oliviers (Olea
europa L) (Smith, 1908 ; Young et al., 1996 ; Janse, 1982 ; Bradbury, 1986).

Cette espece a éte divisée en 5 pathovars :

Pseudomonas savastanoi.

= pv. Fraxini.

P. s. pv. Nerii.

P. s. pv. Glucinea

P. s. pv. Savastanoi (Boulssen et Bouraoui, 2016).

1.2. Symptdmes

Le symptome caractéristique de I'infection est le développement des tumeurs, ou "galles” dans
les sites d'infection. Les galles sont le plus souvent formées au niveau des sites de
développement des bourgeons, en raison de l'infection des cicatrices foliaires par la bactérie;
cependant, ils peuvent également étre formés a d'autres points d'entrée des agents pathogenes,
tels que les plaies de taille ou de blessures causés par le gel ou la gréle (Boulssen et
Bourraoui,2016).
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Figure 7 : Tumeurs formées sur les rameaux (Boulssen et Bourraoui, 2016).

Il. Maladies cryptogamiques

I1.1.Verticilliose

Des Champignon filamenteux sont la cause de cette maladie vasculaire Verticillium dahliae. 11
pénetre dans I’arbre par les racines et bouche les vaisseaux conducteurs. On observe alors un
dépérissement de I’arbre : les feuilles deviennent ternes, puis s’enroulent vers leur face
inférieure puis deviennent brunes, sa dissémination se fait grace a sa conservation sous forme
de microsclérotes (Daayf, 1993). La verticilliose menace de plus en plus I’olive dans
plusieurs pays du bassin mediterranéen. En Algeérie, la maladie a été notée dans la région du
Kabylie (Benchabane, 1990). Plusieurs oliveraies sont également infestées dans la région de

Tlemcen (Boukenadel, 2001).

I1.1.1. Classification et caractéristiques morphologiques
Genre Verticillium a été mis en évidence pour la premiere fois par (Nées Von Esenbeck,
1816). Basé sur la morphologie de ses conidiophores (Heffer, 1995). L’agent infectieux
V. dahliae est un champignon imparfait, haploide et dimorphe (Pegg et Brady, 2002 ;
Klosterman et al. 2009), le classent comme suit :

e Régne : Fungi

e Phylum: Ascomycota

e Sub-phylum : Pezizomycotina
e Classe : Sordariomycétes
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e Sous classe : Incertaesedis

Qrdre : Phyllachorales
Famille : Plectosphaerellacea

Genre : Verticillium
Espece : Verticillium dahlia

11.1.2. Cycle de developpement de Verticillium dahliae

Verticillium dahliae peut survivre dans le sol durant plusieurs années, jusqu’a 20 ans, sous
forme de microsclérotes (amas de cellules de 0.1 a 0.5 mm) libres ou dans des tissus infectés
(Civantos, 1999; Julien, 2005). C’est un Parasite facultatif, son cycle de développement se
déroule en 2 phases, une phase saprophytique qui comprend une période d’activité et une
phase parasitaire qui se déroule dans la plante-h6te (Hiemstra, 1998).

Pendant la phase saprophytique, le champignon pérennise, sous forme de microsclérotes,
plus de 14 ans dans le sol, aux dépens des débris végétaux et des matériaux organiques
(Triki et al., 2006). C’est ainsi qu’il se dissémine par le mouvement des sols infectés, les
débris végétaux infectés, ’eau d’irrigation, 1’équipement agricole, le vent, les insectes
telluriques, prédateurs, polinisateurs...cetc. (Civantos, 1999; Klosterman et al., 2009;
Chawla et al. 2012). Il résiste aussi bien au froid qu’a la chaleur et supporte des écarts
thermiques allant de 30°C a 55°C (Schnathorst et Mathre, 1966). Le saprophyte s’active et
redevient agressif au rétablissement des bonnes conditions de température et d’humidité du
sol.

La phase parasitaire du champignon debute par la germination des micro-sclérotes en réponse
aux exsudats racinaires de 1’olivier. Il en résulte une émission des hyphes qui colonisent le
cortex des racines. Le mycélium s’introduit par I’extrémité ou par les cellules épidermiques
(Garber, 1966) et gagne ensuite via la séve les vaisseaux du xyléme, c’est I’infection
primaire (Fradin et Thomma, 2006 ; Vallad et Subbarao, 2008).

Le parasite se reproduit asexuellement dans les vaisseaux, a I’intérieur desquels il progresse,
grace aux transports des conidies par le flux de la séve ascendante aux piéces aériennes de
I’arbre (Vallad et Subbarao, 2008), ou elles constituent des foyers secondaires d’infection ;
c¢’est I’infection secondaire (Garber, 1966).

La poursuite ainsi de I’infection du systéme vasculaire conjugué aux toxines émises par le
parasite, font que la plante produise des dépbts gommeux qui obstruent les vaisseaux
conducteurs y entravant ainsi le transport d’eau (Klosterman et al., 2009) et donne des

symptémes de flétrissement qui se déclenchent sur les parties aériennes atteintes (Tombesi et
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al., 2007 ; Laoune et al., 2011).
A la fin du cycle d’infection, le champignon forme des microsclérotes dans les parties mortes
de I’arbre. Cela permet le retour du champignon au sol et la reprise éventuelle d’un nouveau

cycle infectieux (Fradin et Thomma, 2006 ; Klosterman et al., 2009).
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Figure 8 : Cycle infectieux de Verticillium dahliae ( Hiemstra et Harris, 1998).

11.1.3. Dégats causes par Verticilluim

Les degats de la verticilliose se manifestent par un brunissement des tissus vasculaires, un
dessechement des branches (secondaires et principales, des rameaux voire 1’herber entier,
accompagnés d’une défoliation importante (Bellahcene, 2004). Un herbé depeéri et dépourvu
de feuilles pousse difficilement et, va donc synthétiser de nouvelles feuilles au détriment
d’autres organes (fleurs, fruits). Il en résulte, une baisse de production proportionnelle a
I’intensité de I’attaque .En Gréce, la perte annuelle due a la verticilliose est estimé a 17000
tonnes d’olives a une intensité seulement seulement de 2 a 3 % d’arbres atteints
(Thanassoulopoulos et al., 1971). En Algérie la verticilliose est considérée comme un
sérieux probléme pour I’oléiculture, d’ailleurs, elle en représente la principale maladie
vasculaire et les pertes qu’elle inflige ne sont pas minime (Matallah-Boutiba et al ; 1997 ;
Bellahcene et al ; 2004).
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11.2. Fumagine (Capnodium ssp. ; Alternaria ssp.)

La fumagine ou « noir de I’olivier » est une maladie colportée par différents champignons qui
se développent sur les substances sucrées du miellat sécrété par les insectes suceurs de seves
(cochenille noire de I’olivier, psylle). Les feuilles sont recouvertes d’une sorte de poussicre
noire ressemblant a de la suie, empéchant I’arbre de respirer et le condamnant a mourir par

asphyxie. (Ghezlaoui, 2011).

11.2.1. Symptomes
Elle se manifeste par un dépbt noiratre, semblable & de la suie, qui recouvre la surface des
feuilles et du bois. La fumagine est associée a la présence de cochenilles noires de 1’olivier

(Saisettia oleae) et de gouttelettes collantes de miellat (Le Verge et al., 2016).

11.2.2. Classification de I'agent causal

La fumagine est en fait le produit d'un complexe de plusieurs champignons appartenant a
deux groupes:- Ascomycetes, ordre de Périsporiales, famille des Capnodiacées, genre
Capnodium, espece: Olea arnaud, Méridionale arnaud, Herbarum link; Salicinum mont.
Oleaphilum prill. - Deutéromycétes, ordre des Hyphales, famille des Dématiacées :
Cladosporium herbarum Link, Cladosporium fumago Link, formes conidiennes de
Capnodium salicinum mont, et Alternaria tenuis Neos (Argenson et al, 1999). Dans les
oliveraies atteintes ou I'on lutte de fagon quasi permanente, il est plus prudent de réaliser au
moins un traitement préventif avec des produits cupriques (& base de cuivre) : sulfates:

(bouillie bordelaise a 1% : 1Kg pour 100L d'eau), Oxychlorure de cuivre a 500 g/h.

Figure 9 : Fumagine sur feuille (FABRE, 2012).
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11.2.3. Dégats causés par la fumagine

Elle recouvert la surface des feuilles, la fumagine limite la photosynthése et les échanges
gazeux de I’olivier. La croissance de I’arbre et la production d’olives s’en trouvent réduites.
Le développement de la fumagine vient affaiblir des arbres déja affectés par la cochenille
noire. Dans des cas plus sévéres, la persistance de la fumagine peut causer une défoliation.
Les répercussions exactes de la fumagine sur la production d’olives restent difficiles a évaluer

mais elle n’est pas anodine (Le verge et al., 2016).

11.3. Pourriture racinaire de Iolivier

La pourriture racinaire de 1’olivier est une maladie vasculaire de I’olivier , elle est causée par
un complexe de champignons telluriques ( Tombesi et al., 2007) : Rhizoctonia bataticola (
Taubenhaus, 1913) , Arnillaria mellea kemm , Fusarium solani sacco , Cortcium rolfsi cerzi,
Fusarium oxysporom , Phytophtora megasperma , Corticium solani , Rosellinoa necatrix. Ces
mycetes agissent en synergie, tenant chacun ca par a ’infection (Boulila, 1994), en dehors
de ces micro pathogéne, Stemphylium betryosem wallr. (Wallroth, 1833) dans le cas
d’attaque importante, peut infester I’olivier (De Andrés cantero, 1975 ; Al-shebel et al .,
2005).

11.3.1. Symptdmes

Les symptdmes de la pourriture racinaires se manifeste généralement par des olivier gréle les
branches porte des feuilles réduites en taille et en nombre, ces derniéres prennent un aspect
jaunatre en printemps et qui s’accentue pour devenir jaune doré en été .Cette couleurs
persiste durant toute la saison estival mais avec I’arrivé de 1’automne le végétal commence a
retrouvé plus au moins normal au fait son feuillage devient couleur vert -pale surtout apres
une Pluit ;toute fois il garde son aspect faible et dégarni ( Boulila, 1994).

Par forte attaque, les feuilles commencent a se nécroser pour leur bout et finissent par se
dessécher I1 s’en suit une chute non négligeable qui se répercute sur inflorescence qui se
déshydrate, brunissement et meurent Si la nouaison a lieu, les fruits restent limités en nombre
perdant de volume, deviennent ridés et tombent Dans certaines situations, 1’olivier est

foudroyé a un tel point que les fruits restent adhérents au pied (Boulila, 2011).
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Figure 10 : Pourriture racinaire de ’olivier (Google, 2020).

11.3.2. Incidence économique

Cette maladie sévit surtout dans les régions chaudes (températures du sol supérieur a 28 °C

°) (D’Hondt-Defrancq, 1984), les jeunes arbres sont généralement les plus vulnérables
(Tombesi et al.,2007). En Tunisie, tout comme 1’ Algérie, le nombre d’olivier atteints par ce
dépérissement est extrémement limité et ne constitue pas, un véritable danger (Trapero et al.,
2011).

11.3.3. Description des agents pathogénes (R. bataticola et S. botrysum )

Les champignons présentent une variabilité physiologiques, mais généralement il se
développent rapidement entre 25 et 35 °C (Mathieu et Mathieu, 1976 ; Csondes et al.,
2012) . Microscopiquement ce mycéte s’identifier par un mycélium stérile, ramifier a angle
droit ou de 45° ( Alabouvette et Bremeersch , 1975) ; EI Mahjoub et Bouzaidi , 1891) et
également par la production des pycnide ( Shaw,1925 ; Crous et al , 2006 ). Au point de vue
morphologique , ce champignons présente sur milieu PDA un mycélium velouté a cotonneux
de couleur olive a brun olive ( Simmons , 1967 ; Mwakuturya, 2006 ) , de revers pigmentés
en noire ( Larone , 1995) Leur conidiophores sont court , non septé a extrémité renflés (
Wehmyer 1961 et 1975) , echinulées ( Hocen et al., 2011).

11.3.4. Taxonomie
Il était décrit pour la premiére fois comme une espece distincte par (Taubenhaus, 1913), la

littérature le classe comme appartenant au :
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e Reégne : Fungi

e Phylum : Basidiomycota

e Sous phylum : Agarimycota

e Classe : Basidiomycéte

e Sous classe : Agarimycota mitosporic
e Ordere : poluporales

e Famille : Corticiaceae

e Genre : Rhizoctonia

e Espéce : bataticola

S. botryosum est le stade anamorphe (forme imparfaite) de Pleospora herbarum (Kiffer et
Morelet, 2000), il a été décrit pour la premiére fois comme une espece distincte par
(Wallroth, 1833) par, selon (Inderbitzin et al., 2009) sa taxonomie est la suivante :

e Reagne : Fungy

e Phyvlum : Ascomycota

e Sub-phvlum : Pezizomycotina

e Classe : Dothideomycetes

e Sous-classe : Pleosporomycetidae

e Ordre : Leosporales

e Famille : Pleosporaceae

e Genre : Stemphylium

e [Espece : S. botryosum

11.3.5. Cycle biologique des parasites

R. bataticola est un phytopathogéne facultatif, saprophyte de sol et parasite de faiblesse de
I’olivier (Boulila, 1994). Il dispose de potentialités saprophytiques importantes dans le sol, ou
il survit sous forme des micro sclérotes jusqu’a 4 années aux dépens de la matiére organique
morte disponible (Boosalis et Scharen, 1959 ; Kaisar et al., 1988). Ces structures de
résistance offre au mycete la particularité de tolérer les températures au-dessus de 30 °C et les
sols dont la teneur est faible en matiéres nutritives (Cloud et Rupe, 1991).

Suite a certaines conditions (température entre 28 et 35 °C, stress hydrique, sol peu profond),
les exsudats racinaires de la plante héte induisent la germination des micro sclérotes, sur la
surface racinaire, il en résulte des hyphes qui pénétrent les cellules épidermiques par une

pression mécanique et une digestion enzymatique (Dhingra et Sinclair, 1977). Les hyphes se
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développent tout d’abord de fagon intercellulaire dans le cortex, puis intracellulaire par
I’intermédiaire du xyléme, une fois dans les vaisseaux conducteurs, le parasite se propage a
travers la racine pivotante, et colonise la base de la tige de la plante hote. La formation des
micro sclérotes a lieu en fin de cycle végétatif dans les vaisseaux conducteurs de la plante
héte (Wyllie, 1988) causant leur obstruction (Agrios, 1988). Les plantes fortement infestées
meurent prématurément en raison de la production de toxine phaséolinone fongique
(Bhattacharya et al., 1994).

On suppose qu’une éventuelle attaque de R. bataticola serait facilitée par la présence de
scolytes (Hylesinus spp.) sur les oliviers malades, car I’infection se manifeste davantage sur
des végeétaux affaiblis ou vivant dans des conditions de stress (Boulila, 1994). Quant au S.
botryosum, il n’existe presque aucun travail sur I'épidémiologie de ce champignon chez
I’olivier. Cependant, il est a signaler qu’il est un parasite facultatif, saprophyte de sol et
parasite secondaire de 1’olivier (Al-Shebel et al., 2005).

Pendant sa phase saprophytique, le mycéte habite le sol et survit sur les débris végétaux, sous
sa forme mycelienne, par l'intermédiaire de ses péritheces (Mwakutuya, 2006). Ces derniéeres
germent a une température de 5 a 10 °C et une humidité de 96% (Basallote-Ureba et al.,
1998).

Si les conditions sont favorables, le thalle produit des conidies et envahit le tissu vegétal de la
plante hote, produisant ainsi des phytotoxines (Stemphyltoxine, Altertoxine) (Davis et Stack,
1991). La reprise de I’infection pourrait se reproduire en cas de dispersion des spores par le
vent et les projections d'eau consécutives a une pluie ou une irrigation. Les rosées matinales
favorisent également son développement, ainsi que des périodes climatiques humides et

relativement froides (Prados-Ligero et al., 2003 ).
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Figure 11 : Cycle infectieux de Rhizoctonia sp. (Dhingra et Sinclair, 1977).

11.4. Maladie de flétrissement causé par Fusarium solani

Le genre Fusarium regroupe plusieurs especes (44 espéces) selon (Booth, 1971)
phytopathogénes susceptibles d’attaquer un grand nombre de plantes, et provoqué de grandes
pertes économiques. Le Fusarium solani, est ’'un des especes du genre Fusarium les plus

importantes d’un point de vue phytosanitaire.

11.4.1. Symptébme

C’est une maladie d’enroulement des feuilles, brunissement de la zone apicale des feuilles
qui se termine par un dépérissement et la présence de nécroses au niveau du collet Feuilles
séchées restent attacher aux jeunes branches pendant un long moment. Les symptémes ont

commencé a apparaitre deux mois apres 1’inoculation (Nasraoui, 2018).

11.4.2. Fusarium solani

Fusarium solani est membre d'un clade monophylé tique qui comprend environ 60 espéces
phylogénétiques connues sous le nom de "complexe d’espéces Fusarium solani” (ou
Fusarium solani Species Complex, FSSC) (O’Donnell, 2015 ; Geiser et al., 2013). Plusieurs

especes sont douées de virulence et sont alors responsables de maladies souvent associées a
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des pourritures racinaires sur une gamme vaste et diversifiée d’une centaine de plantes hotes.

Les especes hotes prédominantes sont les cultures maraichéres. La classification taxinomique

compléte, actuelle et corrigée de cette espéce (ou complexe d’espéces) est la suivante :

(Zhang et al., 2006) :
e Regne: Fung
e Division : Ascomycota
e Classe : Sordariomycetes
e Sous classe : Hypocreomycetidae
e Qrdre : Hypocreales
e Famille : Nectriaceae
Genre : Nectria

Formation des conidies sur
le tissu mort de Ihote

0

i
& »«_ﬁ\ ’_\
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champignon Prolifération du champignon
par les racines dans les vaisseaux du xyleme
secondaires
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Figure 12 : Cycle de la maladie de flétrissement cause par Fusarium solani

(Nasraoui, 2006).

I11. Phytopathologie de I’olivier dans la région de Naama

Vu I’indisponibilité d’un recensement des champignons phytopathogénes qui affectent le

rendement de 1’oléiculture dans la région de Naama. Nous avons procédé a effectuer une

petite partie expérimentale qui consiste a faire_1’isolement et I’identification des champignons

phytopathogenes a partir des organes infectés de I’olivier (feuilles, rameaux et fruits). Afin
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d’aider nos agriculteurs a cibler leurs ennemis naturels avant de choisir les méthodes et les

moyens les plus adéquats pour les éradiquer.

- Ce présent travail a été réalisé au niveau de laboratoire de Microbiologie. Centre
universitaire SALHI Ahmed Naama. Il porte sur :

v' L’isolement et I’identification des champignons phytopathogénes a partir des organes
infectés de I’olivier (feuilles, rameaux et fruits).
%+ Deux sorties ont été effectuées dans le but de réaliser 1’échantillonnage des feuilles,
tiges et fruits d’olivier.
- La premiére sortie a été réalisée au 12.11.2019 au verger de (Ala mohammed), située a
Meécheria, Wilaya de Naama.
- Pour la deuxieme destination (le 31.12.2019) était vers le verger de (Djellabe mohammed),
située a Ain séfra, Wilaya de Naama (Fig. 13). Nous avons choisi les arbres au hasard. Nous
avons confiné utile d’effectuer un prélevement de différentes parties de 1’arbre, non seulement
les organes d’olivier altérés. Les prélevements ont été effectués a partir d’une seule variété
d’olivier (Chemlal).
Les arbres prélevés présentent des symptomes évolutifs au niveau de site d’étude. Une fois
que toutes les échantillons sont prélevés, on les met dans des sachets stériles puis ils sont

acheminent directement au laboratoire.

Figure 13 : Verger de Djellabe Mohammed a Ain séfra, Wilaya de Naama (Algérie)

(Photos prise par les auteurs, 2020).
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IV. Isolement et identification des souches fongiques
» Milieu d’isolement
L’isolement des champignons s’effectuer sur milieu PDA (Potato dextrose agar) (voir annexe

A).

IV.1. Isolement des souches fongiques a partir des feuilles-rameaux

On divise en deux parties une boite de pétri. Les rameaux et les feuilles sont découpées en
fragments de 1 & 4 mm de diametre a l'aide d'un secteur stérile. Ensuite, ces fragments sont
déposés a l'ordre de 8 fragments par boite de Pétri contenant un milieu de culture PDA (Fig.
14) additionné I’acide lactique stérile 15% pour éliminer les contaminations bactériennes. Les

boites sont ensuite incubées a 25C° pendant 3 & 7 jours.

Figure 14: Fragments de tissus végeétales mises dans des boites de pétri contenant le milieu
PDA (A : Feuilles d’olivier contaminées ; B Fragments des rameaux ; C Fragments des

feuilles) (Photos prise par les auteurs, 2020).

IV.2. Isolement des souches fongiques a partir des fruits

Pour isoler la microflore des fruits d’olivier, nous avons utilisé deux méthodes :

IV.2.1. Méthode direct

Les fruits d’olivier sont découpés de la méme maniére des feuilles et des rameaux en petits
morceaux de 3 a 4 mm de diamétre a I’aide d’un secteur stérile et les déposer par la suite
dans une boite de pétri contenant le milieu PDA (Fig. 15). Ensuite, on incube les boites a une

température de 25C° dans un incubateur pendant 3 a 7 jours.
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Figure 15: Fruits d’olivier contaminé(A) ; Fragments des fruits d’olivier mises dans

une boite de pétri contenant le milieu PDA (B) (Photos pris par les auteurs, 2020).

IV.2.2. Méthode de dilution

Broyer dans un mortier les fruits d’olivier. Ensuite a I’aide d’une balance peser 1g de cet
échantillon. Puis suspendre I’échantillon broyé¢ dans 9ml d’eau distillée stérile, agiter et laisser
décanter. Cet échantillon correspond a la dilution 10, Aprés agitation des tubes par un
vortex, les dilutions 10 jusqu’a 10 sont réalisées. Ensuite a 1’aide d’un rateau, 0,1ml de
chaque dilution est ensemencé en surface sur milieu PDA additionné de 1’acide lactique stérile
de 15%. Les boites sont mises a incuber sous une température de 25C° pondant 3 a 7 jours
(Fig. 16).

Figure 16: Post de travail(A) ; Echantillon broyé(B) ; Peser (C) ; Préparation des

dilutions (D) (Photos prise par les auteurs, 2020).
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V. Obtention des isolats fongiques et purification

Apres un bon développement des colonies (Fig. 17), on effectue des repiquages de chaque
colonie pour purifier les champignons et minimiser les risques de contamination, jusqu’a
arriver a isoler sur chaque boite de Pétri une seule colonie d’un champignon donné (Guiraud,
1998).

Figure 17 : Isolats fongiques (Photo prise par les auteurs, 2020).

VI. Identification des souches fongiques

L’identification des champignons phytopathogeénes d’olivier a été réalisé par I’observation
macroscopique (aspect des colonies : forme, taille, couleur, odeur) et par 1’observation
microscopique (aspect des spores et du mycélium).

» L’identification macroscopique se fait a I’ceil nu, elle se base sur les caracteres
suivants : couleur de colonies, vitesse de croissance, I’odeur et 'aspect de mycélium
aérien.

» L’identification microscopique permet d’observer le mycélium et les spores des
champignons pathogénes. Cette identification se fait par plusieurs méthodes, deux

méthodes sont plus utilisées :

VI.1. Ruben adhésive (test de Graham)
Consiste a coller un morceau de scotch a une des extrémités d’une pipette pasteur stérile,
poser le morceau de scotch sur I’échantillon de champignon a étudier, puis sur une lame

stérile déposer d’abord une goutte de colorant (bleu de méthylene ), ensuite déposer I’objet
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entre lame et lamelle et observer la lame au microscope optique aux différents grossissement.
VI1.2. Micro-culture

Elle est effectuée selon la méthode des micro-cultures (Harris et al, 1989). Elle consiste a
Ensemencer les bords d’un petit carreau d’une mince couche de milieu PDA par les spores de
I’agent pathogéne. Le carreau ensemencé est déposé sur une lame stérile et recouvert par une
lamelle. La lame est placée dans une boite de Pétri stérile, contenant du papier filtre stérile,
imbibé d’eau distillée stérile (EDS). Aprés 3 a 4 jours d’incubation, la lamelle a laquelle
adhére le mycélium est transférée sur une autre lame contenant quelques gouttes de bleu de

méthyléne pour 1’observation microscopique (Fig. 18).

Figure 18: Technique de micro-culture (Photo prise par les auteurs, 2020).

% Résultats obtenues

Selon (Barnett et Hunter, 1972), I’identification de ’espéce est basée sur les caractéristiques
morphologiques des hyphes et des organes de reproduction asexuée. Aprés 7 jours de culture
sur milieu PDA ; la caractérisation macroscopique et microscopique des isolats a permis
d’identifier 4 genres et 4 especes fongiques :

- L’isolat B1 correspond au genre Exophiala sp : les espéces de ce genre se caractérisent par
des colonies a croissance lente, une texture des colonies en général mécoide devenant
veloutée et une couleur brun foncé a noire et le verso est foncé. Les conidies sont

unicellulaires, hyalines et cylindriques.
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Figure 19 : Observation macroscopique et microscopique d’Exophiala sp (Photos

prise par les auteurs, 2020).

- L’isolat B2 correspond a I’espece Aspergillus Flavus : caractérisée par des colonies
duveteuses a poudreuses, blanche puis jaune, puis vert jaune , le verso est incolore, rosé a

brin. Les conidies sont grosse vert péle et le conidiophore est long.

Figure 20 : Observation macroscopique et microscopique d’Aspergillus flavus

(Photos prise par les auteurs, 2020).
Conidiophore est rugueux, et Vésicule est globuleuse, et Phialides formées le plus souvent

sur des mérules, groupées sur les trois quarts supérieurs de la surface de la vésicule.

- L’isolat B3 correspond a I’espece Aspergillus niger : est caractérisee par des
colonies d’abord blanches, puis jaune et enfin granuleuses noires, le verso incolore a jaune
pale avec une croissance rapide (2 a 3 jours). Téte conidienne est radiée disposées en
plusieurs colonnes noires, les conidiophores sont trés long atteignant 1,5 a 3 mm, lisse,

hyalin.
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Figure 21 : Observation macroscopique et microscopique d’Aspergillus niger (Photos

prise par les auteurs, 2020).

- L’isolat B4 correspond au genre Alternaria sp : ce genre est caractérisé par des
colonies blanc-gris au départ, devient rapidement foncée (vert foncé a noire) au recto comme
au verso, la texture est duveteuse a laineuse. Hyphes septes, sont ramifiés et tardivement
certains filaments sont pigmentés en brun, les conidiophores sont cloisonnés, bruns, septés,
ramifiés, plus ou moins droits ou flexueux, les conidies sont brunes, pluricellulaires d’aspect
ovoide, avec une partie basale arrondie et une extrémiteé apicale allongée en bec plus ou moins
important.

» En absence de bec marqué c’est, la disposition en chaines des dictyospores qui

caractérise le genre Alternaria.

Figure 22 : Observation macroscopique et microscopique d’Alternaria sp (Photos

prise par les auteurs, 2020).

- L’isolat B5 correspond au genre Aspergillus sp : se présente sous forme de colonies
duveteuse a poudreuse.
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Figure 23 : Observation macroscopique et microscopique d’Aspergillus sp (Photos

prise par les auteurs, 2020).

- L’isolat B6 correspond genre d’Aspergillus sp : les colonies de ce genre est de couleur
blanc, I’aspect de tapie est poudreuse, le revers pas de pigment. Hyphe septés, les
conodiophore sont long, et non cloisonné, des phialides directement insérées sur la vésicule,

les conidies globulaires, vert pale, échinulées et la téte aspergillaire est unisériée, radiée.

Figure 24: Observation macroscopique et microscopique d’Aspergillus sp (Photos

prise par les auteurs, 2020).

- L’isolat B7 correspond a I’espece Fusarium solani : est caractérisée par des colonies
duveteuses ou cotonneuses, blanche a creme avec un verso pale. Les conidiophores sont des
mycéliums septés, les phialides sont courtes et solitaires (8 a 20 um de long sur 3 a5 pum de
large), les macroconidies sont abondantes, discrétement incurvées, avec une cellule basale
bien marquée ( elles contiennent 3 a 5 logettes (23 a 54 um de long sur 3 a 4,5 um de large) et
les micronides sont nombreuses, unicellulaires, d’aspect ellipsoidal ou cylindrique, droites

ou légerement courbées (5 a 12 um de long sur 2,3 a 3,5 um de large), disposées en
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Figure 25 : Observation macroscopique et microscopique de Fusarium solani

(Photos prise par les auteurs, 2020).

- L’isolat B8 correspond au Aspergillus fimigatus : est caractérisées par des coloniesblanc
puis vert, vert-gris puis vert foncé a gris-noiratre, le verso est incolore, jaune, vert ou brun-
rouge.

Du point de vue microscopique, les tétes conidiennes, strictement unisériées, en colonne
compacte sont d’abord bleu-vert puis virant au vert bronze. Les conidiophores sont courts
(300-500 um), lisses, s’élargissent insensiblement. Ces derniéres (20-30 um en diamétre),
vertes, sont fertiles dans leur moitié supérieure. Les phialides dressées, sont densément

groupees, de couleur verte. Les conidies sont globuleuses diameétre, et échinulées.

Figure 26 : Observation macroscopique et microscopique d’Aspergillus fimigatus

(Photos prise par les auteurs, 2020).

Page 31



Synthése bibliographique

VI1l. Méthodes de lutte contre les maladies de ’olivier

La gestion des maladies fait partie intégrante de la culture de l'olivier et constitue un élément
clé de la production d'une huile de qualité. Elle doit donc étre prise en compte dans toutes
les décisions prises tout au long de la culture, a commencer par la plantation elle-méme.
Ensuite, les principales mesures de lutte contre les maladies de [I'oléiculture sont
développées, en tenant compte du fait que les ennemis de l'olivier font partie de la
biodiversité de 1’agrosystémes oléicole et que les actions de la culture ne doivent pas viser a
éliminer totalement ses ennemis, mais & vivre avec eux, c'est-a-dire & maintenir une

population compatible avec une production durable et qualitative. (Trapero et al., 2011).
VII.1. Lutte culturale

Ces derniéres années, la multiplication de plants d’olivier est principalement assurée par la
technique de bouturage. Pour aboutir & des plants sains et vigoureux, il est fortement
recommandé d’utiliser des substrats indemnes d’organismes pathogénes, de s’assurer que le
sol n’ait pas été prealablement infesté par les agents pathogénes, et que les terres des
oliveraies n’aient pas supporté précédemment des cultures sensibles aux Fusarium méme, il
est fortement recommandé de respecter les densités de bouturage, d’enlever et d’incinérer les
boutures pourries ainsi que les branches infectées ou mortes taillées, ou encore de désinfecter
les outils de taille, et d’installer des systémes de drainage efficaces (Vossen et al., 2008). Des
chercheures Des chercheurs roumains (Costache et al., 1979) ont observé que les plants sont

plus susceptibles a I'attaque du Verticilluim dans les conditions suivantes :

v une température du sol inférieure ou égale a 25°C;

v une humidité relative de 40% plutdt que 80%;

v’ une courte photopériode; et une fertilisation azotée excessive.

Toutes mesures qui permettent d'éviter ces conditions vont aider a prévenir le
développement de la maladie: maintenir un sol chaud, assurer une période de lumiére assez

longue, éviter la fertilisation excessive.

VII.2. Lutte chimique

Les champignons présentent un pic de développement durant les périodes chaudes et
humides, entre mars et juin. Afin de limiter leur propagation, des traitements préventifs sont
fortement conseillés, dans des périodes précises dans I’année, si possible avant I’apparition

des symptémes de maladies. La bouillie bordelaise reste encore un traitement couramment
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appliqué. Cependant, des produits chimiques de synthése dont la dangerosité sur
I’environnement, les oléiculteurs et les consommateurs sont abondamment appliqués.
(Tombesi et al., 2007). La lutte chimique contre les agents phytopathogenes présente une
certaine limite a cause des dangers liés a la santé humaine et 1’apparition de la résistance
progressive des pathogénes (Hamlaoui et al., 2006).

VII.3. Solarisation

La solarisation du sol est l'une des méthodes physiques de contréle les plus efficaces pour
réduire a moyen et long termes la densité populationnelle de différents pathogénes comme
Fusarium, mais également Verticillium et Rhizoctonia. Cette méthode consiste en une
"pasteurisation” du sol. Elle consiste en une élévation de la température des couches
superficielles (jusqu’a 30-40 cm). Cette élévation thermique est assurée par 1’énergie
irradiante du soleil (Maroua, 2018).

VIIl.4. Lutte biologique

La lutte biologique, par I'utilisation d’agents bénéfiques ou auxiliaires de cultures), ou de
leurs produits, pour empécher ou réduire les pertes ou dommages causés par des organismes
nuisibles (parasites, ravageurs et mauvaises herbes) (Sforza et Sheppard, 2004). Un
engouement de plus en plus prononcé pour la lutte biologique s’est forgé avec la
connaissance des effets néfastes des pesticides chimiques sur les écosystemes et la santé
humaine. De plus, les lois environnementales sont de plus en plus contraignantes et visent a
réduire 1’utilisation des pesticides dans I'agriculture conventionnelle, d’ou I’intérét croissant
pour cette approche alternative qu’est la lutte biologique. La lutte biologique est lI'une des
composantes de la lutte intégrée contre les organismes nuisibles. Cependant, la lutte
biologique est aujourd’hui considérée plurielle car elle associe tous les moyens de lutte
disponibles, chimigue, biologique, mécanique, thermique, etc. Elle vise non pas a éradiquer
les ravageurs, mais a maintenir leur population en dessous d'un seuil de nuisibilité placant les

structures agricoles dans une situation économique supportable (Avis et al., 2008).

VI11.4.1. Méthodes de lutte biologique
Il existe plusieurs méthodes de lutte biologique :
VIL.4.1.1. Lutte biologique par utilisation de la résistance variétale
La résistance variétale est la capacité pour une variété de plante d'obtenir une bonne

productivité malgré la présence de bio agresseur. Deux mécanismes sous-tendent a ce
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Concept: l'antixénose, quand la plante par sa physiologie, sa morphologie ou sa phylogénie
repousse ou amoindrit les dommages causés par le ravageur, et I'antibiose quand la plante est
capable de produire une substance pouvant empécher le développement du bio agresseur
(Kouassi, 2001).

VI1.4.1.2. Lutte biologique par utilisation des microorganismes

Comme les bactéries, le champignon et les virus. Il s’agit d’utiliser surtout les
microorganismes tels que Pseudomonas sp. Et Bacillus sp. (Mercado,2004), Streptomyces
plicatus, Frankia sp. (Bonjar , 2005), Serratia plymuthica , Glomus mosseae, G. intraradices,
G. claroideum (Karajeh,1999) et Trichoderma virens (Hanson, 2000).
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Chapitre 111 : Agent de contrdle Bacillus sp

I. Genre Bacillus sp

I.1. Caractéristiques bactériologiques des espéces du genre Bacillus spp

Le groupe Bacillus englobe des batonnets qui forment des endospores en conditions
d’aérobiose. Les espéces appartenant a ce groupe présentent une forme droite ou légérement
incurvée, survenant en paire ou en chainettes, mais aussi en longs filaments, généralement a
bouts ronds. Toutefois les membres du groupe Bacillus cereus ont souvent été décrits comme
des batonnets a bouts carrés. Le diamétre cellulaire varie de 0,4 a 1,8 um et la longueur de 0,9
a 10,0 um. Gram positif ou Gram variable, mobiles au moyen de flagelles péritriches ou
immobiles. Certaines especes comme Bacillus anthracis, Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis et Bacillus megateirum produisent une capsule constituée d’acide poly-D
glutamique (Amziane, 2014). Cette capsule contribue a la virulence de Bacillus anthracis. La
flagellation n’est pas considérée comme un caracteére taxonomique particulierement utile pour
la définition du genre, mais la présence ou 1’absence de mobilité continue a étre indiquée dans
la plupart des descriptions d’especes. Ce caractére est d’une certaine valeur a I’identification.
A titre d’exemple, Bacillus anthracis et Bacillus mycoides sont immobiles, tandis que la
plupart des souches de Bacillus cereus sont mobiles. Les flagelles de Bacillus thuringiensis
peuvent se lier a des cellules d’insectes et jouer un réle important dans la virulence de ce
dernier (Zhang et al., 2012). Aérobies ou anaérobies facultatives, ’accepteur final d’électron
est I'oxygene, remplacable par d’autres produits pour certaines espéces. La catalase est
produite par la plupart des espéces alors que I’oxydase est variable. Chimio-organotrophes,
phototrophes ou auxotrophes, elles nécessitent plusieurs facteurs de croissance. La plupart des
especes ont un potentiel peu ou pas pathogene et sont rarement associées a des pathologies
humaines ou animales a 1’exception de Bacillus anthracis, I’agent du charbon bactérien.
D’autres especes peuvent causer des intoxications alimentaires et des infections opportunistes
telles que Bacillus cereus. Les souches de Bacillus thuringiensis sont pathogénes uniquement

a ’encontre des invertébrés.
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Figure 27 : Photographie de 1’observation microscopique de Bacillus subtilis (Bridier
et al., 2010).

1.2. Habitat

Les bacillus spp mésophiles sont des germes ubiquitaires de I’environnement car leurs spores
leur conférent une grande résistance. On en trouve dans le sol qui constituent le principale
réservoir (Yilmaz et al, 2006), Dans I’eau de mer et sur les plantes, insectes, animaux, et de
I’air (Pignatelli et al., 2009), On en trouve également dans les aliments (cacao, sucre, épices,
lait) et méme dans les produits stérilisés alimentaires ou médicamenteux a cause de la

thermorésistante des spores.

Figure 28 : Photographie d’une colonie de Bacillus subtilis sur gélose (Google, 2016).

Les bactéries du genre Bacillus font partie de la famille des Bacillaceae (Delerras, 2007).

e Regne : Bacteria
e Phylum : Firmicutes
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Classe : Bacilli
Famille : Bacillaceae
Ordre : Bacillales
Genre : Bacillus

Espéces Bacillus spp.

1.3. Classification

La classification la plus utilisée se fonde sur la forme de la spore et distingue trois groupes
(Maughan et Van der Auwera, 2011).

Bacillus a spore ovale non déformante
Bacillus a spore ovale déformante

Bacillus a spore ronde déformante

Il existe un grand nombre d'especes avec des propriétés physiologiques et des habitats tres

variés. Certaines especes sont trouvées dans l'eau douce, d'autres dans I'eau de mer. Il existe

des especes thermophiles, acidophiles, psychrophiles, alcalinophiles.

Bacillus cereus bactérie ubiquitaire présente dans le sol et nombreux autres
environnements, certaines souches sont pathogenes.

Bacillus licheniformis

Bacillus megaterium tres fréquente dans le sol.

Bacillus subtilis, ubiquitaire, bactérie du sol, utilisée en biotechnologie, est un exemple
d’adaptation. Elle forme des spores capables de survivre dans des conditions extrémes,
révélant une adaptation tres ancienne.

Bacillus thuringiensis pathogene des insectes, ses vertus entomotoxiques ont été a
l'origine d'un intérét agricole, sylvicole et commercial dés les années 1930, mais beaucoup
plus marqué a la fin du 20eme siécle, notamment avec le développement du génie

génétique et le brevetage du vivant.

Les premiéres applications de Bacillus thuringiensis dans I'environnement datent de 1933. 1l a

été utilisé des les années 1950 dans les foréts, les champs et les vignobles. Jusqu'au milieu des

années 1970, sa principale application était la lutte contre les lépidoptéres déflorateurs dans

les foréts et certains papillons parasites des grandes cultures, de mais notamment. En 1976, la
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découverte des sérotypes israelensis (Bti) et tenebrionis a permis l'ouverture de nouveaux
marcheés, grace a une action larvicide sur les moustiques, les simulies et les coléopteres.
Plusieurs espéces du genre Bacillus sont efficaces dans le bio contréle de divers champignons
phytopathogenes (Williams et Asher, 1996 ; Landa et al., 1997 ; Commare et al., 2002 ;
Swain et Ray, 2006).

Les espéces de Bacillus productrices d’antibiotiques sont B. subtilis, B. polymyxa, B. brevis,
B. licheniformis, B. circulans, B. cereus. Les antibiotiques polypeptidiques produits par
Bacillus les plus utilisés dans les traitements médicaux sont la bacitracine, la gramycidine S,
les polymyxines, la tyrotricidine (Morikawa et al., 1992 ; Perez et al., 1993 ; Drablos et al.,
1999). Ils ont un large spectre d’action et sont utilisés comme agents antifongiques (Milner et
al., 1995).

La plupart de ces Bacillus ont été capables d’inhiber la croissance de Fusarium oxysporum
efficacement in vitro. D’autres pathogénes parmi le F. oxysporum dont F.o. ciciris, F.o.
phasioli et F.0. melonis sont inhibés par des isolats de Bacillus spp. de la rhizosphere du pois
chiche (Landa et al., 1997).

1. Bacillus sp comme un agent de biocontréle

Avec le désir accru de respect de lI'environnement et de durabilité, la lutte biologique contre
les agents pathogénes fait également I'objet d'une attention. Le bio-contréle est défini comme
I'utilisation de produits naturels et d'organismes vivants pour supprimer les populations
d'agents pathogénes. L'utilisation d'agents de lutte biologique, soit comme alternative a
d'autres formes de lutte contre les maladies des plantes, soit comme supplément, a attiré
I'attention du monde entier pour étre incluse dans une stratégie de gestion intégrée des agents
pathogenes dans divers systemes alimentaires. Cependant, pour éviter une sélection
irrationnelle des antagonistes des agents phytopathogénes a adopter comme produits
commerciaux, les modes des activités des antagonistes et Les effets doivent étre bien
compris. Les antagonistes bactériens sont couramment utilisés, et beaucoup d'entre eux
appartiennent au genre Bacillus (Boscher, 2012).

Les bactéries appartenant au genre Bacillus produisent de nombreuses molécules antibiotiques
et antifongiques dont certaines sont synthétisées par voie ribosomale (subtiline, subtilosine A,
TasA, sublancine) alors que d’autres telles que la bacylisine, la chlorotetaine, la mycobaciline,
les rhizocticines, la bacillaene, la difficidine, ainsi que les lipopeptides appartenant aux

familles des surfactines, iturines et fengycines sont produites par synthése peptidique non
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ribosomale (Mnif, 2015). La rhizobactérie B. subtilis appartient a 1’embranchement des
firmicutes, a la famille des Bacillaceae et au genre Bacillus (Chtioui, 2011), est I’'une des
bactéries Gram+ les plus étudiées (Sonenshein et al., 2002). Bacillus subtilis dédie environs
5% de son génome a la synthése d’antibiotiques et produit plus d’une vingtaine de composés
antimicrobiens aux structures différentes (Ongena et Jacques, 2008). La biosynthése de
molécules lipopeptidiques est I'un des mécanismes d’action majeurs de B. subtilis lui
permettant la colonisation du milieu. Cette bactérie est actuellement utilisée comme agent de
biocontrdle et les lipopeptides qu’elle produit font partie des plus connus (Jacques et al.,
2014).

I11. Biofongicides

Les biofongicides constituent, en plus des éliciteurs, une source alternative de contréle des
maladies des plantes. Il s’agit de formulations organiques qui peuvent dériver de plantes,
animaux, microorganismes ou minéraux. Les biofongicides issus d’organismes vivants
(champignons et bactéries) peuvent contrler I’activité des champignons et bactéries
pathogénes et agissent selon quatre différents modes d’action: (i) en produisant des
antibiotiques ou des toxines, (ii) en parasitant les champignons pathogénes ou (iii) en
rivalisant avec eux (compétition sur les nutriments) et (iv) pour certains d’entre eux en
induisant les resistances localisees ou systémiques chez les plantes (Heydari et Pessarakli,
2010). Les extraits de certaines plantes (huiles essentielles, sirops, etc.), ou certains minéraux
(cuivre, silice, etc.) peuvent également constituer des biofongicides intéressants. Les
biofongicides microbiens montrent plusieurs avantages en comparaison avec les produits
phytosanitaires de synthése. lls ont une action spécifique vis-a-vis des ravageurs, ils ne sont
pas toxiques et se dégradent plus rapidement dans I’environnement (Thakore, 2006). Cette
catégorie de biopesticides, en particulier les PGPRs (dont le genre Bacillus fait partie), ont des
modes d’action variés et peuvent par conséquent supprimer la résistance chez le pathogéne.
Ils protégent la plante par plusieurs mécanismes directs et indirects, a savoir: la compétition,
I’antagonisme direct et la stimulation du systéme immunitaire de la plante. lls peuvent
également promouvoir la croissance des plantes (biofertilisation et phytostimulation) et/ou
stimuler les interactions entre les plantes et d’autres microorganismes bénéfiques (Antoun et
Prevost, 2006). La biofertilisation se manifeste dans la solubilisation des nutriments
insolubles dans le sol, par exemple, beaucoup de microbes bénéfiques du sol produisent des

enzymes (phytase et phosphatases non spécifiques) et des acides organiques, pour solubiliser
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les formes insolubles du phosphate organique et inorganique, respectivement. En revanche, la
phytostimulation est la promotion directe de croissance des plantes a travers la modulation de
la balance hormonale. Les phytohormones incluent les cytokines, les giberilines et les auxins
(Francis et al., 2010; Lugtenberg et Kamilova, 2009).

IV. Molécules de lipopiptides de Bacillussp

Les lipopeptides du genre Bacillus sont synthétisés par des complexes multienzymatiques via
une voie non ribosomiaux. En fonction de leur structure et propriétés biologiques ils sont
subdivisés en trois familles, les surfactines, les iturines, les fengycines (Bonmatin et al.,
2003).

IV.1. Structure des lipopeptides

Les lipopeptides issus de Bacillus sp, ont été isolés durant les années 1949 et 1986; ils rassemblent
plus de 30 peptides différents lies a des chaines variées d’acides gras. La synthese non
ribosomale conduit & une hétérogenéité importante, non seulement au niveau du type et de la
séquence en acides aminés (AA), mais aussi au niveau de la nature du cycle peptidique et la
nature, longueur et ramification de la chaine d’acides gras (Mnif, 2015 ; Ongena et Jacques,
2008). Les lipopeptides du genre Bacillus sont classés selon leur séquence en acides aminés en
3 familles distinctes : les surfactines, les iturines et les fengycines (ouplipastatines). Cependant,
suite a la découverte des kurstakines en 2000, il a été suggéré qu’elles soient également ajoutées

en tant que famille de lipopeptides (Jacques, 2011).

IV.2. Principaux familles des lipopeptides

IV.2.1. Surfactines

La surfactine tire son nom de son efficacité prouvée en tant que biosurfactant. Les AA L-Glu
et L-Asp renforcent son caractére amphiphile (Coutte, 2009). Elle est capable de réduire la
tension de surface de ’eau de 72 a 27 mN.m-1 a une concentration aussi faible que 0,01% et
s’organise en micelles a une concentration supérieure a la CMC (concentration micellaire
critiqgue) de 10 mg/L. De potentielles activités antibactériennes, antivirales, anti tumorales,
anticoagulantes, hémolytiques, inhibitrices d’enzymes ainsi qu’inductrices du mécanisme de
résistance des plantes ont été démontrées pour la surfactine. Cependant, aucune activité
antifongique directe ne lui a été attribuée, bien que des effets synergiques existeraient

(Chtioui, 2011). Le mode d’action principal de la surfactine serait la perturbation des
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membranes ; elle semble également étre un élément clé a la création de biofilms stables et

pourrait inhiber les biofilms formés par d’autres bactéries (Romero et al., 2007).

1V.2.2. Fengycines

Les fengycines sont des décapeptides partiellement cycliques reliés a une chaine d’acides gras
B-hydroxylée de 14 a 18 carbones (Chtioui, 2011). Les fengycines ont une activité
hémolytique moins importante que les iturines et surfactines mais gardent une forte toxicité
fongique, particulierement envers les champignons filamenteux. Leur mode d’action est
moins bien connu que ceux des autres familles de lipopeptides. On sait cependant qu’ils
interagissent avec les couches lipidiques et peuvent altérer la structure des membranes
cellulaires (Ongena et Jacques, 2008). La revue de (Ongena et Jacques, 2008) a récapitulé
les propriétés des lipopeptides mises en relation avec I’activité de biocontrole des bactéries du

genre Bacillus. Ces propriétés sont de trois natures :

= Favoriser la croissance invasive de la bactérie, donc potentiellement sa capacité a
coloniser les feuilles et les racines, améliorant ainsi sa compétitivité (essentiellement la
surfactine).

= Inhiber la croissance et/ou la germination des spores d’un grand nombre de champignons
pathogenes (essentiellement fengycine et iturine).

= Stimuler les défenses naturelles des plantes (notamment surfactine et fengycine).

IV.2.3. Iturines
Leur nom est associé a Ituri ; une région du Congo dont le sol a été 1’échantillon ou a été

découverte cette famille pour la premiere fois (Abdellaziz, 2018).

IV.2.3.1. Structure des iturines

Les iturines sont composées d’un hepta-peptide cyclique 1ié a un f-aminoacide gras (Walia et
Cameotra, 2015).

La chaine de I’acide gras varie de 13 a 17 atomes de carbone en taille et peut étre sous forme
n, iso ou anteiso, menant a plusieurs isomeres pour chague membre de cette famille
(Delcambe et al., 1977 ; Peypoux et al., 1984). La masse moléculaire de ces composés varie
de 1021 a 1099 Da (Guez, 2007).

Le cycle est formé par une liaison amide entre le groupement a-COO du septiéme acide

amineé et le groupement B-NH2 de ’acide gras f-aminé qui est lié a son tour par son
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groupement a-COO au N-terminal du premier acide aminé. (Pathak et Keharia, 2012).

Les membres de la famille se caractérisent par une séquence chirale invariable d’a-
aminoacides (LDDLLDL) avec un résidu tyrosine en position 2 et un résidu asparagine en
position 3 (Guez, 2007).

Ils présentent par contre une hétérogénéité au niveau des acides aminés présents dans les
positions 1, 4, 5, 6 et 7 de la partie peptidique. Sur la base de la variation de ces acides
aminés, les iturines ont été classées comme I’iturine A, I’iturine C, I’iturine D, I’iturine E, la
bacillomycine D, la bacillomycine F, la bacillomycine L, la bacillomycine Lc, la
mycosubtiline, la mojavencine, la mixirine et le subtulene A (He et al., 2017; Pathak et
Keharia, 2012 ; Ma et al.,, 2012 ; Thasana et al., 2010). La figure 29 comporte la
composition de la plupart des représentants de cette famille.

[Famino acid — L-Asx — D-Tyr— D-Asni— L-X| — L-X2 — D-X3 — L-X4}
| |

Iturin A : Asx=Asn, X1=Gln, X2=Pro, X3=Asn, X4=Ser

[turin D : Ask=Asn, X1=Gln or Glu, X2=Pro, X3=Asn or Asp, Xd=Ser
Bacillomycin L : Asx=Asp, X1=Ser, X2=Gln, X3=Ser, X4=Thr
Bacillomycin D : Ask=Asn, X1=Pro, X2=Glu, X3=Ser, Xd=Thr
Bacillomycin F : Asx=Asn, X1=Gln, X2=Pro, X3=Asn, Xd=Thr
Mycosubtilin : Asx=Asn, X1=Cln, X2=Pro, X3=Ser, X4=Asn,

Figure 29 : Structure des antibiotiques ituriniques (Besson et Michel, 1989).

IV.2.3.2. Biosynthese des iturines

Contrairement aux autres lipopeptides, les iturines sont synthétisées par un complexe hybride
PKS-NRPS. L’opéron iturine, mycosubtiline et bacyllomycine sont d’une taille de 37,8-40 kb
et consiste en quatre ORFs qui sont respectivement, ItuA, ItuB, ItuC, et ItuD, genes fenF,
mycA, mycB, et mycC et bamD, bamA, bamB et bamC. Chacun de ces ORFs code pour la
synthétase correspondante (Meena et Kanwar, 2015 ; Ongena et Jacques, 2008 ; Moyne et
al., 2004 ; Jacques, 2011).

Les trois derniers genes codent pour les NRPS responsables de l'incorporation du premier
résidu pour ituA (mycA ou bamA), les quatre résidus suivants pour ituB (mycB ou bamB) et les
deux derniers résidus pour ituC (mycC ou bamC). FenF (ituD) code pour une malonyl-CoA

transacylase (domaine MCT) et la mycA contient également des genes apparentés aux
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polycétides synthases. Ces génes sont responsables des dernieres étapes de la biosynthése de
la chaine d'acides gras (derniére élongation et f-amination) avant son transfert au premier
acide aminé de la fraction peptidique. La mycA est composée d’un acyl-CoA ligase (AL-
domaine), acyle protéine carrier (domaine ACP), B-kétoacyl-synthétase (domaine KS), et
d’une amino-transférase (domaine AMT) (Ongena et Jacques, 2008). La figure 26 montre
I’organisation de ces trois opérons. La différence entre les structures de l'iturine A et de la
mycosubtiline (dans laquelle les derniers acides aminés sont inversés) peut s'expliquer par un
changement de domaine intragénique au niveau des synthétases mycC et ituC (Ongena et
Jacques, 2008).

Mycosubitilin

Asn Tyr
[ ituD ) ituA
Iturin

Asn Tyr
I bmyD} bmyA

Bacillomycin

Figure 30 : Schéma des operons impliqués dans la synthése des 3 antibiotiques

ituriniques : mycosubtiline, iturine A et bacillomycine (Jacques, 2011).

Dans les milieux artificiels les iturines ne sont synthétisées qu’au tout début de la phase
stationnaire (Ongena et Jacques, 2008).Une production beaucoup plus élevée d'iturines a été
observée lors de I'incubation en présence de Pythium et de Fusarium contrairement a Botrytis,
pour laquelle aucune augmentation de synthese iturinique n'a pu étre constatée. Ces
observations suggérent fortement que certains signaux chimiques émis (sans contact) par ces
agents phytopathogénes pourraient étre détectés par B. amyloliquefaciens qui a son tour

module une production accrue d'iturines et de fengycines (Cawoy et al., 2014).

1V.2.4. Mycosubtiline

Il existe une grande ressemblance de composition entre la mycosubtiline et I’iturine. En effet,
les 2 antibiotiques renferment les mémes a-amino acides et des -amino acides homologues et
ont été isolés a partir de deux souches de B. subtilis. La mycosubtiline se distingue par contre

de I'iturine A uniquement par I’inversion des deux derniers acides aminés de la partie
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peptidique c'est-a-dire qu’elle contient la sérine et 1’asparagine au niveau de la 6™ et 7™

positions respectivement (Bonmatin et al., 2003).

IV.2.4.1. Relation structure-activité

Aprés avoir déterminé les particularités structurales des antibiotiques ituriniques
(conservation d’une alternance LDDLLDL pour les acides aminés, présence de la sequence
acide gras b-aminé — L-Asn —-D-Tyr — D-Asn dans tous les lipopeptides ituriniques) ainsi que
leurs spécificités biologiques (spectre antifongique étendu et tres forte activité), il s’est avéré
intéressant de déterminer la relation structure-activité de ces antibiotiques afin d’identifier les
groupements nécessaires et de comprendre leur mode d’action. La chaine hydrocarbonée
semble jouer un réle important au moment de I’insertion du lipopeptide iturinique au sein de
la membrane plasmique des cellules cibles. Les lipopeptides ituriniques dépourvus de cette
chaine restent inactifs (Bland et al.,, 1991). La nature et la longueur des chaines
hydrocarbonées des acides gras b-aminés jouent également un rdle dans les activités
biologiques des antibiotiques ituriniques. Plus la chaine acyle est longue, plus le lipopeptide
est actif. La ramification de type iso augmente aussi I’activité par rapport a la forme n pour le
méme nombre d’atomes de carbone (Bland et al., 1991 ; Maget-Dana et al., 1994). Le
blocage de la fonction alcool des résidus séryles par acétylation ou méthylation diminue
’activité biologique par rapport a 1’état natif. Cependant, ’effet n’est pas aussi drastique
que dans le cas de la méthylation ou I’acétylation de la fonction —OH phénolique du résidu
tyrosyle (Besson et al., 1979). L’hydroxyle phénoligue du résidu tyrosyle est
indispensable pour D’activité biologique. En effet, le blocage de cette fonction par une
méthylation ou une acétylation diminue trés fortement ’activité biologique des lipopeptides
ituriniques testés (mycosubtiline, iturine A, bacillomycine Lc) (Besson et al., 1979).

D’autre part, afin de comprendre la nature des interactions impliquant la fonction OH
phénolique, les structures résolues par RMN et modélisées de la bacillomycine Lc native ou
méthylée sur la tyrosine ont été comparées. Ces modeéles montrent que la formation d’une
liaison hydrogéne impliquant la fonction —OH phénolique de la forme native est possible,

alors qu’elle ne I’est pas dans le cas de la bacillomycine Lc méthylée (Volpon et al., 1999).

IV.2.4.2. Microdomaines membranaires et antibiotiques ituriniques
Une autre étude réalisé par (Mehmt Nail Nasir, 2011) par a prouvé ’interaction spécifique

entre le cholestérol et la mycosubtiline interagit avec les membranes plasmiques des cellules
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sensibles. Cependant, les mécanismes moléculaires de ses activités biologiques n'ont pas été
completement élucidés. Notre objectif était donc d'analyser les interactions de la
mycosubtiline avec les membranes biologiques en utilisant des membranes biomimétiques
telles que les monocouches et multicouches de Langmuir. Des changements structurels de la
mycosubtiline, impliquant son squelette peptidique et la chaine latérale de son résidu tyrosyle,
ont été observés lorsque le lipopeptide interagissait avec des multicouches contenants du
cholestérol. Les interactions de la mycosubtiline avec les monocouches constituées de lipides
purs et de phosholipide / cholestérol ou phospholipide / sphingomyéline / cholestérol ont
également été examinées. Un comportement original de la mycosubtiline envers les
monocouches contenant du cholestérol a été trouvé. Cependant, ce comportement original a
été perdu lorsque la mycosubtiline interagissait avec des monocouches de cholestérylacétate
pur. Cela suggére l'implication du groupe alcool de cholestérol dans les interactions
mycosubtiline — cholestérol au sein des membranes.

De plus, la mycosubtiline a induit des changements dans l'organisation et la morphologie des
monocouches contenant du cholestérol, ce qui correspond a une monocouche dans un état
plus ordonné (Nasir et al., 2011). La monocouche lipidique en absence de la mycosubtiline
présente une organisation homogéne tandis qu’en présence de la mycosubtiline, une
organisation hétérogéne est observée avec I’apparition des domaines au sein de la
monocouche mixte. Cette apparition peut étre liée a la coexistence de domaines formés soit
par les différents lipides entre eux apres action de la mycosubtiline, soit par un melange de la
mycosubtiline et des lipides, soit par des molécules de mycosubtiline seules entre elles (Nasir
et al., 2011).

De plus, le modéle membranaire constitué de DPPC/ sphingomyeline/cholestérol utilisé lors
de ces études peut étre considéré comme un modele membranaire mimant la composition de
certains microdomaines membranaires. Comme la mycosubtiline semble montrer une
préférence pour les stérols qui se trouvent incorporés dans des systémes composes de
phosphatidylcholine a chaine acyle saturée, de sphingomyéline et de cholestérol, une
hypothése serait qu’elle agit au niveau des radeaux lipidiques se trouvant au sein des
membranes plasmiques des cellules sensibles. Il existe deux arguments majeurs en faveur de
cette hypothése : I’existence de tels radeaux au sein des membranes plasmiques des
érythrocytes (Koumanov et al., 2005) et le fait que les lipopeptides ituriniques sont actif s sur
les érythrocytes. De plus, dans le cas de I’iturine A, qui ne differe de la mycosubtiline que par

I’inversion de deux acides aminés, il a été démontré que ce lipopeptide lyse les globules
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rouges en libérant dans le milieu des vesicules riches en stérol, sphingomyéline et
phosphatidylcholine (Thimon et al., 1994). Ces deux arguments suggérent donc que I’action

antibiotique ituriniques peut avoir lieu au niveau des radeaux lipidique.

V. Roles des lipopeptides liés au biocontrdle
Les lipopeptides interviennent dans plusieurs mécanismes de biocontrdle développés par les

bactéries du genre Bacillus (Asma, 2014). Ces mécanismes sont évoqués ci-dessous :
+ Colonisation des racines des plantes

Les plantes créent un environnement nutritionnel et physicochimique spécifique pour le
développement des microorganismes dans la rhizosphere (Bais et al., 2006). La colonisation
des racines par les Bacillus est un processus complexe dans lequel les lipopeptides peuvent
intervenir a différents niveaux. L’attachement et I’agrégation des micro-colonies sous forme
de biofilme est a la base du phénomene de colonisation (Ramey et al., 2004). Dans ce
contexte, les études ont montré le role des surfactines et non pas des fengycines ou des

iturines dans la formation des pellicules dans I’interface eau-air (Peypoux et al., 1999;
Kinsinger et al., 2003).

Bais et ses collaborateurs ont mis en évidence le role des surfactines dans la formation d’un
biofilme stable, de la souche B. subtilis 6051 sur les racines d’Arabidopsis (Bais et al., 2006).
La suppression de D’expression des surfactines dans cette souche diminue le taux de
colonisation et le biocontréle de la maladie causée par Pseudomonas syringae (Ahimou et al.,
2000) .

L'activité spécifique des surfactines dans I'adhésion cellulaire et / ou la formation de biofilm
pourrait s'expliquer par sa topologie 3D, qui renforce son caractere amphiphile par rapport
aux autres familles de LPS (Bonmatin et al., 2003; Peypoux, 1999). Les colonies
bactériennes se déplacent sur la racine pour atteindre la niche la plus riche en nutriments. Ceci
s’effectue par le phénoméne de «swarmingy. Il s’agit d’un mouvement guidé par les flagelles,
il permet aux bactéries de se déplacer sou forme de biofilm tout au long de la surface des
racines. Ce mouvement dépend principalement de la production des biosurfactants
(Raaijmakers et al., 2006; Daniels et al., 2004). Il a été récemment démontré que les
surfactines et les mycosubtilines fonctionnent comme des agents mouillants, en réduisant la

tension de surface (Leclere et al., 2006).
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+ Antagonisme

Les activités antimicrobiennes des trois familles de lipopeptides ont été largement mises en
évidence in vitro. En revanche, peu d’études associent le biocontrdle a la production in planta
des lipopeptides. Leiturine A produite par le B. subtilis RB14 augmente le taux de germination
des plantes de tomates et les protégeait contre le pathogéne racinaire Rhizoctonia solani
(Asaka et Shoda, 1996). La surproduction de la mycosubtiline par le B. subtilis ATCC 6633a
aussi conduit & une réduction de I’infection des tomates par Pythium aphanidermatum
(Leclere et al., 2005). La contribution des iturines et des fengycines dans le contrdle de la
phyllosphére du melon infecté par Podosphaera fusca a été mise en évidence par la
récupération de ces LPs des feuilles traitées et en utilisant la technique «LP deficient
transformant» (Romero et al., 2007).

(Preecha et al., 2010) ont démontré que la reduction de la sévérité de la maladie des plantes
de soja causé par les Xanthomonas axonopodis pv. Glycines (KU-K-46012) est due aux
surfactines produites par le B. amyloliquefaciens (KPS46).Le Bacillus subtilis GALl qui
produit qui produit de quantités importantes de lipopeptides et plusieurs homologues de
fengycines protege les fruits de pomme contre Botrytis cinerea. Le role des fengycines a eté
démontré par traitement des fruits par des extraits enrichis et par récupération de ce

lipopeptide, des zones d’inhibitions sur les fruits traites (Toure et al., 2004).

+ Induction du systeme de défense des plantes

L’implication des LPs dans le phénoméne d’ISR a été démontrée sur divers pathosystémes
grace a l’utilisation de LPs purifiés ou via 'utilisation de mutants possédant des motifs
antigéniques modifiés. Les surfactines pures et les fengycines a moindre mesure fournissent le
méme effet d’induction de I’'immunité des plantes de soja que celui établit par les cellules de
la souche B. amyloliquefaciens (S499). Dans une approche complémentaire, la surexpression
des genes de fengycines et de surfactines par le B. subtilis 168 est associ¢ a 1’induction d’ ISR
dans des plantes de tomates et de soja (Ongena et al., 2007). Le traitement des suspensions
de cellules de tabac avec la surfactine seule, induit aussi des réactions immunitaires comme la
phosphorylation, 1’alcalinisation extracellulaire Ca2+ dépendante et le burst oxydatif, sans

provoguer la mort des cellules (Jourdan et al., 2009).
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Figure 31 : Rdle des trios familles de lipopeptides dans (A): colonisation des racines
et formation de biofilms; (B) Antibiose directe par inhibition de croissances des
phytopathogenes; (C) Induction du systeme immunitaire de la plante (ISR)
(Ongena et al., 2007).
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Les champignons sont eux seuls responsables de 70% des pathologies végétales. En effet, sur
les 100.000 especes fongiques décrites dans la littérature, 8000, sont des pathogénes des
plantes. Les maladies qu’elles provoquent sont qualifi¢es de cryptogamiques (David et
Diane, 1993). A l'instar des autre pays, les maladies dues aux champignons rencontrés en
Algérie. D'aprés la ( F.A O 1999 ), les maladies phythopathogénes réduisent de 12 a 14 % La
production agricole mondiale et pour faire face a ces dégats , plusieurs moyens de lutte sont

employés.

L’¢étude corrélative entre les aspects entre microscopique et macroscopique réalisée sur les
champignons isolés a partir des différents organes de 1’olivier de Naama, a montré qu’il existe
une diversité fongique considérable, représentés par des especes qui font partie des genres ;
Aspergillus sp (Aspergillus flavus, Aspergillus nier et Aspergillus fimigatus, Fusarium sp
(Fusarium solani), Alternaria sp et Exomphale sp.

Parmi ces moyens , figurent la lutte biologique par I’emploi d’antagonistes bactériens et
fongiques efficaces effectivement , ces microorganismes contrdlent généralement leurs agents
pathogenes cibles par déférents mécanismes , y compris 1’antibiose , mycoparasitismes |,
compétition pour les nutriments , production des enzymes lytique ainsi que des métabolites
secondaires , l'induction de la résistance des plantes Ainsi, les effets inhibiteurs des
microorganismes Vis-a-vis les phytopathogénes sont du plus en plus explorées. Parmi ces

antagonistes bactériens, les souches de Bacillus sp sont les plus étudiees.

C’est dans ce cadre qu’on a réalisé cette synthése en analysant la littérature d’un ensemble
de publication de recherches effectuées a 1’échelle nationale et au Maroc ciblant 1’étude de
I’effet des antagonistes bactériens sur les champignons pathogene toute en visant a mettre
le point sur la valorisation de genre Bacillus isolé a partir des biotopes Algériens et

marocains.

Vu sa localisation géographique I’ Algérie et le Maroc sont tres riche en niches écologique a
savoir les écosystemes marins et cotiers, montagneux, septiques, ainsi les écosystémes
humides et sahariens. L’ensemble de ces biotopes caractérisés par une vaste biodiversité et,

par conséquent, constituent un réservoir de la faune, la flore et des microorganismes.

Prenant le premier exemple réalisé par Bouzerouata Asma en 2017 qui a appliqué une lute
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biologique in vitro par Bacilus sp mésophile isolé de Adrar contre des champignons isolés de
plantes infectées (Olivier, tomate, pomme de terre, oignons, ail, Betterave, I’aubergine,

carotte) qui ont éte identifiés par la suite en tant que Alternaria sp, Aspergillus sp, Fusarium
sp et penicillium).

La souche Bacillus spp mésophile a été confrontée avec trois souches fongiques pathogenes
(Aspergillus, Penicillium et Fusarium) sur milieu PDA.

Figure 32:Croissance de Fusarium sp. en absence (a droite) et en présence (a gauche)

de Bacillus spp mésophile (Bouzerouata, 2017).

Figure 33 : Croissance de Penicillium sp. en absence (a droite) et en présence (a

gauche) de Bacillus spp mésophile (Bouzerouata, 2017).
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Figure 34: Croissance d’Aspergillus sp. en absence (a droite) et en présence (a

gauche) de Bacillus spp .mésophile (Bouzerouata, 2017).

Les figures (32), (33) et (34) illustrent la capacité de la souche Bacillus spp mésophile a
inhiber la croissance mycélienne des trois souches de moisissures pathogénes. Cette inhibition
se traduit par la réduction du diameétre des colonies d’Aspergillus, Penicillium et Fusarium,

par rapport au témoin.

Nous remarquons que le meilleur taux d’inhibition était celui de Bacillus spp mésophile sur
Penicillium sp. (70%) suivi d’Aspergillus sp. (60%). Alors que le pourcentage d’inhibition de
Fusarium sp par la souche antagoniste était de 33%.

Une autre étude effectuée par Ameziane Touazi Meriem en 2014 durant laquelle 222
souches de Bacillus halotolérantes et halophiles ont été isolées a partir du sol rhizosphériques
et des sediments de sebkha des zones semi arides et arides ( Naama , Bécher , Biskra ,
Timimoune , Ain salah , Goléa , kerzaze , Tagourte , Timoudi , Tamentit , Taghit , Ougroute
) qui ont été identifier en tant que B. licheniformis, B. subtilis, B.mojavensis et B. Pumilis
, puis elles ont été criblées pour leur activité antagoniste vis a vis quatre champignons
phythopathogénes, qui sont Monilia spp, Thielaviopsis spp, Colletotrichum spp, et Fusarium
spp, et Aspergillus niger avec des pourcentages déférents. L’activité antagoniste in vitro a été

étudie selon la méthode de confrontation par contacte directe.

13 souches de Bacillus sp ont été sélectionnées pour la recherche de synthétases de

lipopeptides. La sélection a été faite sur la base de leurs aptitudes antagonistes.

L’importance de 1’activité antifongique est estimée par mesure du rapport d’inhibition; plus- I e
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rapport calculé « R » est inférieur a « 1 » et proche de « 0 » plus I’activité antifongique est

considérée comme étant importante.

Tableau 2 : Résultats de I’activité antifongique des souches sélectionnées (Ameziane,

2014).
souches Activité antifongique

Mon Thi Col Fus Asp
Bacillus licheniformis 025 048 05 0,52 0,53
Bacillus subtilis 025 044 04 0,47 0,37
Bacillus licheniformis 022 05 054 04 0,28
Bacillus thurgiensis 03 06 05 - 0,35
Bacillus mojaensis 0,25 0,5 - - 0,34
Bacillus licheniformis 0,68 - 0,31 - 0,66

Bacillus amyloliquefaciens 0,77 0,52 - 0,63 -
Bacillus cereus 045 0,29 035 0,48 0,29
Bacillus safensis 0,28 0,45 0,37 - 0,25
Bacillus licheniformis 0,75 056 - 0,43 0,39
Bacillus pumilis 0,37 0,32 0,24 040 0,18
OGH3 Bacillus mojavensis 0,45 050 050 054 0,38
Bacillus subtilis 048 0,29 052 054 0,20

=
@

Figure 35: Résultats de ’activité antifongique vis-a-Vvis

d’Aspergilus niger (Ameziane, 2014).
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Figure 36 : Résultats de ’activité antifongique vis-a-vis de

Fusarium spp (Ameziane, 2014). .

Figure 37 : Résultats de 1’activité antifongique vis-a-vis de

Thielaviopsis spp (Ameziane, 2014). .

Figure 38 : Résultats de 1’activité antifongique vis-a-vis de

Monilia spp (Ameziane, 2014).

Toutefois, dans ce travail, des souches (Bacillus licheniformis, cereus, pumilis, mojavensis)

qui ont montré un important antagonisme a l’encontre des mycétes testés n’ont présenté
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aucune bande caractéristique de la synthétase de la mycosubtiline apres I’analyse par PCR.

Une relation étroite a été démontrée entre le potentiel de I’activité antifongique et la

production des deux lipopeptides en méme temps, qui sont lasurfactine et de la fengicine.

En plus, ils ont constaté que parmi les 13 souches a haut pouvoir enzymatique sélectionnées
; 5 souches (bacillus licheniformis, amyloliquefacience , pumilis et subtilis ) révélent une

activité antifongiques considérables .

Ces souches feront ’objet d’une étude plus approfondie en plus de la phylogénie par ARNr
16S. lls ont orienté le regard vers les deux souches Bacillus subtilis et Bacillus pumilis qui
présentent une activité lipasique en parallele avec la synthese de la surfactine. Ces deux
caractéristiques pourraient étre dans le méme sens d’une production de biosurfactants. Cet axe

est envisagé ultérieurement comme perspectives avec ces deux souches.

A cet égard I’étude réalisé par Ait kaki en 2013 a prouvé les capacités phytosanitaires de
Bacillus sp in vitro et in situ des bactéries du genre Bacillus, isolées de  divers
environnements de I’Est Algérien a savoir ; I’eau du lac salé d’ Ain M’lila et de la rhizosphere
d’une plante située a sa proximité; de I’eau de la source thermal d’Oued El Athmanya et du
sol situé a sa proximité; et enfin de la rhizosphere de la plante Calendula officinalis, cultivée
en serre dans la région de Setif, qui ont été identifiéss comme B. amyloliquefacien, B.
atrophaeus, B. atrophaeus, B. mojavens B. subtilissubsp. Spizezeni B. velezensis, pour
lesquelles il a indiqué [I’existence des substances responsable d’activité contre des
champignons phytopathogéne (Alternaria alternata, Aspergillus niger, Botrytis cinerea,

Cladosporium cucumerinium et Fusarium oxysporum.

L’activité antagoniste dans ce travail a été testé in vitro selon la méthode de confrontation

par contacte directe, ainsi que in situ dans des conditions de pot.

Les trois souches B. amyloliquefaciens (9SRTS), B subtilis sub sp. spizezenii (23SRTS) et B.
atrophaeus (6SEL) sont utilisées dans le traitement des graines et/ou du sol. En effet,
plusieurs lots sont préparés, a savoir: ST-GT (sol traité- graines traitées); ST-GNT (sol traité
graines non traitées); SNT-GT (sol non traité- graines traitées); SNT-GNT (sol non traité
graines non traitées= Contrdle). Deux variétés de pois chiches sont utilisées, en 1’occurrence,

CV. Flipe 13 90 et Mega grain tradind CO. (P): Kabuli. Il est a noter que dans le cas de la
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deuxiéme variété, seulement le lot (ST-GNT) est testé, en utilisant le B. amyloliquefaciens
(9SRTYS) et le B. subtiliss ub sp. spizezenii (23SRTS). Les graines sont lavées trois fois avec

de I’eau distillée stérile et séchées sur du papier filtre stérile. Les graines sont, ensuite,

7
traitées avec 10 ml de suspensions bactériennes a 10 spores/mL et semées dans le sol

naturellement infecté avec le pathogene Sclerotonia sclerotiorum. Le traitement du sol est
réalisé en pulvérisant les mémes suspensions bactriennes dans les puits formés a la surface.
Dans chaque pot de 30 cm de diametre, six graines sont semées et les traitements effectués
sont répété trois fois. Les données concernant 1’importance de la maladie et la taille des
plantes sont mesurées apres 30 jours de semis. Cette expérience est effectuée selon la
méthode de Karimi et al. (2012). 11 faut noter que les résultats de cette étude est intéressants.

Le test de I’activité antifongique appliqué sur les bactéries obtenues a révéle que 28 % des
isolats ont été sélectionnés pour leur capacité a inhiber la croissance de certaines moisissures
phytopathogenes les souches Botrytis cinerea, Fusarium oxysporium et Fusarium sp, ont fait
I’objet de ’ensemble des tests répétés au long de ce travail et les resultats de taux d’inhibition
de la croissance des moisissures phytopathogenes de F. oxysporium et B. cinerea sous I’effet

des isolats testés.

Figure 39 : Inhibition in vitro de la croissance des moisissures phytopathogenes: Botrytis
cinerea (a), Fusarium oxysporum (b) et Fusarium sp (c). Les isolats antagonistes, ici, sont
Rh2.F, 6SEL, SEL et la souche commerciale Bacillus amyloliquefaciens (FZB42) (Ait,

2013).
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Tableau 3: Taux d’inhibition de la croissance de moisissures phytopathogenes F.

oxyxporum et F. cinerea sous 1’effet des isolats testés (Ait, 2013).

Isolats Taux d’hinibition de la croissance fongique(%b)
B.cinerea F.oxysporum
B. amyloliquefaciens 74,2+1,4 72,5%+2,5
B. amyloliquefaciens 83,31 4 84,2+1,4
B. amyloliquefaciens 74,2+1,4 70,8+2,9
B. amyloliquefaciens 7525 65,8+1,4
B. amyloliquefaciens 752,57 1,7£1,4
B. atrophaeus 69,2+1,4 66,7+1,4
B. mojavensis 2,8+3,8 65,8+2,9
B. amyloliquefaciens 65+2 83+2
B. subtilissubsp. Spizeni 48+2 39+2
B. velezensis 61+2 60+2

Dans les conditions de pots 4.10.1.1-Variete: CV. Flipe 13 90:

En genéral, le traitement du sol, naturellement infecté par Sclerotonia sclerotiorum (données
fournies par la station INRA Algérie) et/ou des graines de pois chiches, avec les suspensions

de souches ; B. amyloliquefaciens (9SRTS), B. subtilis subsp. spizezenii (23SRTS) et B.

;
atrophaeus (6SEL), a concentration de 10 spores/ml, a permis la promotion et la protection

des plantes utilisées dans I’expérience (La meilleure protection des plantes de pois chiches
(variété : CV. Flipe 13 90) est observé dans le lot «sol traité-graines non traitées: ST-GNT».
En effet, le pourcentage de feuilles décolorées par plante dans ce lots traités par les souches
(9SRTS) et (23SRTS), est significativement plus bas (P<0.01) par rapport au lot témoin (9%
et 8%, respectivement, versus 63% ). En revanche, la bonne croissance des plantes, est
observée dans le lot «sol non graines traitées: SNT-GT» ou la taille des plantes atteint 16 et
15cm versus 10cm dans le lot témoin (tableau 13). Enfin, aucune difference significative n’est
observé dans le taux de germination des graines de pois chiches, entre les lots traits et le lot

témoin.

Variété: Mega grain tradind CO. (P): Kabuli :

Du fait que, la meilleure protection de plantes de pois chiche variété: CV. Flipe 13 90 est
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observe dans le lot «sol traite-graines non traitées : ST-GNT », le test in situ sur le pois chiche
(variété : Mega grain tradind CO. (P) : Kabuli) est effectué par le traitement du sol,
naturellement infecté par S. sclerotiorum, avec des suspensions (10”spores/ml) de souches B.
amyloliquefaciens (9SRTS), B. subtilis subsp. spizezenii (23SRTS) et B. atrophaeus (6SEL).
Les resultats obtenus montrent qu’aprés un mois de semis, seulement, le traitement avec les
souches bactériennes testées, ici, ont une influence positive sur la promotion et la protection
des plantes de pois chiche, dans des conditions de pots et en plein champs. En effet, la souche
B. amyloliquefaciens (9SRTS) appliquée dans le lot ST-GNT (sol traité-graines non traitées)
assure un meilleur effet sur ’augmentation la taille des plantes et la diminution de la gravité
de la maladie causée par Sclerotonia sclerotiorum, dans le cas de la variété CV. Flipe
1390.Ces parameétres versus le témoin, estimés apres un moi de semis, étaient (13 cm vs 10
cm) et (9% vs 63%). Par ailleurs, la souche (9SRTS) diminue significativement la gravité de
la maladie de la variété : Mega grain tradind CO. (P) : Kabuli (41% vs. 74% : témoin), et
augmente le poids des racines (0,31g vs 0,06g). Ces resultants corroborant ceux trouvés par
Karimi et al (2012), ou plusieurs souches de B. subtilis (B1, B6, B28, B40, B99 et B108),
avait un effet positif sur la taille des plantes de poischiche, le poids des racines et leur
protection contre Fusarium oxysporum f. sp. ciceri, estimé apres un mois de semis et
I’isolaB28 présentait les meilleurs effets. Par ailleurs, I’inoculation du sol infecté avec du
Fusarium oxysporum f. sp. ciceri, avec cet isolat, avait un effet supérieur, par rapport au lot de
grains traitées et semis dans le méme type de sol. En effet, le pourcentage de réduction de la
maladie était 44% et 39%, respectivement dans ces deux lots (Karimi et al., 2012). En
revanche, (Moradi et al., 2012) ont montré I’absence de différence significative entre I’effet
d’inoculation du sol et celui du traitement des graines sur le développement des plantes de
pois chiche (variété Pirooz et variété Hashem).

Les analyses de spectrométrie de masse couplée & 'HPLC (LC-MS.MS), avec une méthode
de fragmentation, type CID (collision-induced dissociation), appliqué sur ’extrait des
fengycines produites par B. amyloliquefaciens (ET) ont permis de déceler que la majorité des
homologues de fengycines produits par cette souche sont a chaine d’acide gras insaturé, en
plus des nouveaux homologues de fengycines A et B, ayant des chaines d’acides gras a 20 et a
18 atomes de carbone, respectivement, chose qui est rare chez les membres du groupe B.
subtilis. Par ailleurs, deux nouvelles variantes de fengycines ont été décrites pour la premiere

fois dans ce travail.
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La deuxiéme partie de la synthése analyse bri¢vement ’ensemble des recherches réalisé au

Maroc.

La premiere etude réalisée par El Hasani et al en 2007 qui ont isolé Bacillus
amyloliquefacience a partir des rhizosphéres de la pomme de terre (2 Marrakeche) et ils ont
testé I’effet antagoniste par la méthode co-culture cbte a cote sur des plaques PDA de
pathogéne et d’autre antagonistes. Les suspensions de chaque Bacillus sp étaient striées au
centre de chaque plaque de culture. Aprés 0-48 h d'incubation, deux disques de 5 mm de
culture de F. osysporum f. sp. Albedinis de 7 jours placés a 2,5 cm I'un de l'autre de chaque
c6té de Bacillus sp striés. Les plaques ont ensuite été incubées a 25 + 2 ° C. Le pourcentage
de l'inhibition a été évalué en mesurant le rayon de la colonie de F. osysporumf. sp.
Albedinis du cété Bacilllus sp. Le rayon de la colonie d'un témoin cultivé en absence de
Bacillus sp a également été noté. Les mesures ont eté prises aprés 2 a 6 jours .Des
échantillons d'incubation et de mycélium de F. osysporum f. sp. Albedinis ont été collectés a
partir de la région d'interface avec d'autres Bacillus sp testes, est observé sous microscope
optique. Dix jours aprés l'incubation, des disques de 5 mm ont été récoltes a la périphérie des
colonies de F. osysporum f. sp. Albedinis sur le cété de Bacillus sp testés et mis en
suspension dans un volume approprié d'eau distillée stérile. La sporulation de F. osysporum

f. sp. Albedinis était déterminé au microscope a l'aide d'un hémacytometre et les résultats ont
été exprimés en nombre de conidies par cm2 de colonie.

Ils ont observé une inhibition de 23 % de croissance mycelienne du F. osysporum f. sp.
Albedinis, Bacillus amyloliquefacience réduit significativement la sporulation a (4,57x10°)
conidies/cm?du F. osysporum par rapport au control négatif (55,11x10°) aprés 10jours
d’incubation au milieu PDA.

Dans la méme étude ont isolé Bacillus pumilus a partir de Rhizosphér de pomme de terre
¢galement et ils ont testé I’effet par la méme méthode motionné au-dessus contre les mémes
champignons , in vitro B. pumilus réduit la sporulation a (7,48x10°) conidies/cm?de F.
oxysporum et Fusarium sp par rapport au control négatif I = (55,11x105) aprés 10 jours

d’incubation au milieu PDA.

Une autre étude réalisé par Ait Barka et al en 2007 qui ont isolé Basillus subtilis pour tester

I’effet antagoniste contre F. osysporum f. sp.albedinis la méthode de co-culture coté a coté.

In vitro, B. subtilis réduit significativement la sporulation a (2,38x105) conidies/cm? de F.
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osysporum f.sp.albedinis par rapport au control négatif (55,11x105) aprés 10 jours

d’incubation au milieu PDA.

Les maladies causées par les phytopathogénes ont des répercussions graves sur I’économie
mondiale. A D’instar des autres pays, les pesticides chimiques polluant I’environnement
restent la principale mesure pour traiter les cultures infectées au Algérie. Afin de pallier ce
probléme, des microorganismes peuvent étre utilisés comme des agents de lutte biologique
potentiels pour combattre les phytopathogies. Ainsi, plusieurs études Algériennes et
marocaines ont mis I’accent sur leur activité antimicrobienne. Effectivement, a travers notre
synthese bibliographique, nous avons pu recenser plusieurs Bacilllus sp isolés a partir des

biotopes Algérien et marocains et capables d’inhiber la croissance des phytopathogenes.

Il faut signaler que presque tous les Bacillus sp isolé a partir des zones extrémophiles ont

présenté I’effet le plus important contre les champignons phytopathogéne.

A cet égard, d’autres enquétes sont nécessaires pour purifier les métabolites bioactifs
responsables d’effets antimicrobiens de ces microorganismes et d’évaluer leur impact sur un
large éventail de phytopathogénes sur le terrain, couplées a d’autres investigations ciblant
I’évaluation des colts et la sécurité d’application des microorganismes trouvés pour la

protection des cultures en tant que bio-pesticides.
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Conclusion

Les biotopes algérienne offrent un vaste champ d’investigation pour 1’isolement de nouvelles
souches de Bacillus sp , en ’occurrence, de nouvelles molécules ayant une application en
lutte biologique.

Le but principal de notre travail de recherche était de réaliser une étude comparative entre le
pouvoir antagoniste de différentes especes du genre Bacillus sp contre les champignons
phytopathogenes, selon un ensemble de recherches qui ont déja été menées a 1’échelle
nationale et au Maroc a fin d’évaluer la valorisation des potentialités de ce genre de bacilles
dans la lutte biologique.

Les recherches actuelles constituent donc un véritable pont de passage entre 1’utilisation de
molécules chimiques ayant un impact sur la santé humaine et/ou animale a court ou a long
terme, vers 1’utilisation de biomolécules naturelles ou molécules « vertes ». De ce fait, il
serait intelligent que cet arsenal biologique de molécules naturelles trouve son application
réelle dans les différents domaines de la vie.

L’analyse de résultats de la littérature de I’ensemble de ses travaux dans le cadre de la lutte
biologique a montré que les souches de Bacillus sp sont des bio-pesticides potentiellement
intéressantes pour lutte contre les champignons phytopathogenes notamment les Bacillus
extrémophiles et halotolérantes qui ont révélés la meilleure activité antifongique.

Les résultats de I’activité antifongique de ces travaux nous ouvrent des voies de recherche

intéressantes telles que:

v En savoir plus sur les nouvelles espéces du genre Bacillus sp pas encore décrites.

v Recherche d’autres potentialités de Bacillus vis-a-vis d’autres microorganismes non
seulement les champignons.

v' L’étude de la potentialité des nouvelles molécules antifongique produites par ’espéce
du genre Bacillus contre les champignons phytopathogenes dans le cadre de la lutte
biologique.

La lutte biologique est née d'un certain échec de la lutte chimique, et a prouvé qu'elle

forme une alternative fiable de la lutte chimique a raison de ses avantages concernant les

enjeux économiques ainsi que I'équilibre biologique et environnemental.
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Annexes

Annexe A : Composition du milieu de culture utilisé

% Milieu PDA (Potatoes Dextrose Agar) :

POMIME A8 TEITE ...ttt ettt 200g
GIUCOSE ...ttt bbbttt e st b e et e bttt n ettt 20g
o Fo T - PP PRPRR PRI 159
BAU GISEIIEE ...t 1000ml

= Mode d’emploie

Aprés bien laver la pomme de terre, découper et peser 2509 de cette derniére puis mélanger
avec 500ml d’eau distillée. Faire bouillir a 100C° pendant 45min a 1h. Au mémes temps
dissoudre 15g d’agar-agar dans 500ml d’eau distillée. Ensuite filtrer la pomme de terre a
I’aide d’un papier filtrante. Le filtrat venant de pomme de terre est melangé avec 20g de
glucose. Ajuster le volume du mélange au moyen de I’cau distillée jusqu’a 1000ml si

nécessaire. Auto-claver le mélange a la température de 121C° pendant 15min.
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