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RESUME/ABSTRACT

Résumé

L’exploration des échantillons en provenance de divers environnements de I’Est Algérien (du
lac salé de Ain M’lila et de la rhizosphére d’une plante adjacente ; de I’eau de la source
thermale d’Oued El-Athmanya et du sol environnant; de la rhizosphére de la plante
Calendula officinalis, cultivée en serre a Setif) a abouti a I’obtention de 39 isolats de Bacillus
et de Paenibacillus, dont 28 % sont sélectionnés pour leur capacité a inhiber la croissance de
certaines moisissures phytopathogénes comme : Alternaria alternata, Aspergillus niger,
Botrytis cinerea, Cladosporium cucumerinium, Fusarium oxysporium et Fusarium sp. Le
d’exemple, sur F. oxysporiumet B. cinerea, a permis d’obtenir des valeurs variant entre 39%
et 84% suivant I’isolat. L’identification moléculaire des isolats sélectionnés par I’analyse
d’ADN-16S et du géne « gyrase-A » a montré que les isolats de Ain M’lila appartiennent a
Bacillus amyloliquefaciens, ceux isolés d’Oued ElI Athmanya sont : B. amyloliquefaciens, B.
atrophaeus et B. mojavensis, enfin, les bactéries isolées de la rhizosphére de C. officinalis,
sont : Paenibacillus polymyxa, B. velezensis, B. amyloliquefaciens et B. subtilis subsp.
spizezenii. Les souches de Bacillus sélectionnées développent, dans les conditions de culture
en fioles, des taux de sporulation importants variant entre 8.10° et 27.10° spores/ml., alors
gue, le taux de sporulation chez P. polymyxa est insignifiant. Seuls les isolats de B.
amyloliguefaciens sont capables de produire de la protéase. Cependant, I’activité cellulasique
est observée chez toutes les especes de Bacillus étudiées exceptant e B. atrophaeus qui a été
le seul a produire de la chitinase. Toutes les espéces étudiées ont les mémes capacités a
produire les trois familles de lipopeptides (iturines, fengycines et surfactine), les siderophores
et I’indole 3 acide acétique (IAA). Toutefois, le P. polymyxa (18SRTS) produit, dans les
conditions expérimentales, une meilleure concentration d’lAA (54ug/ml). Par ailleurs, il est a
mettre en exergue que, les B. amyloliquefaciens isolés du lac salé et de la source thermale
produisent de nouvelles variantes de fengycines. En effet, il a été mis en évidence que le B.
amyloliquefaciens (ET), produit de nouveaux homologues de fengycines A et B, ayant
des chaines d’acides gras a 20 et a 18 atomes de carbone, respectivement, et deux
nouvelles variantes de fengycines (fengycine X et Y) a cycles peptidiques dont la
structure differe de celle des fengycines conventionnelles. L’activité antifongique de
certains isolats (B. amyloliquefaciens (ET), B. atrophaeus (6SEL), B. mojavensis (9SEL), B.
amyloliquefaciens (9SRTS) et B. subtilis subsp. spizezenii (23SRTS)) sur milieux gélosés a
base d’exsudats racinaires de tomate, de courgette e d’haricot, obtenus a différentes
températures a éé observee, visavis d’Alternaria alternata et de F. oxysporium. En
complément, les souches B. atrophaeus (6SEL), B. amyloliquefaciens (9SRTS) et B. subtilis
sub sp spizezenii (23SRTS), ont fait 1’objet d’une production industrielle avec un taux de
survie, apres lyophilisation, tres appréciable et leurs test in situ en serre et en champs sur le
pois chiche arévélé une capacité intéressante de biofertilisation, de phytostimulation et de
biocontréle, ce qui justifie largement I’objectif assigné a cette recherche.

Mots clés: Bacillus, Paenibacillus, lipopeptides, fengycines, phytostimulation, biocontrole,
siderophores, |AA.



RESUME/ABSTRACT

Abstract

The exploration of samples obtained from diverse environments of Eastern Algeria (a salt lake
of Ain M’lila and the rhizosphere of an adjacent plant; the water of athermal source of Oued
El-Athmanya and the environing soil and the rhizosphere of Calendula officinalis, cultivated
in a greenhouse in Setif) allowed the obtaining of 39 isolates of Bacillus and Paenibacillus
genera. 28 % of these isolates are screened for their capacity to inhibit the growth of some
phytopathogenic fungi as. Alternaria alternata, Aspergillus niger, Botrytis cinerea,
Cladosporium cucumerinium, Fusarium oxysporium and Fusarium sp. The inhibition rate
developed by the screened isolates against F. oxysporium and B. cinerea varies between 39%
and 84% according to the isolate. The molecular identification of the screened bacteria by
16SDNA and gyrase-A gene analysis showes that strains isolated from Ain M’lila are
identified as B. amyloliquefaciens, those isolated from Oued ElI Athmanya belongs to B.
amyloliquefaciens, B. atrophaeus and B. mojavensis, and finally, bacteria isolated from C.
officinalis rhizosphere are B. velezensis, Paenibacillus polymyxa, B. amyloliquefaciens and B.
subtilis subsp. spizezenii. The screened strains develope, in flasks conditions, important
sporulation yields varying between 8 x10° and 27x10°® spores/ml, while, the sporulation yield
of P. polymyxa is insignificant. Only B. amyloliquefaciens strains are able to produce
protease. However, the cellulase activity is observed in all Bacillus species studied here,
except the B. atrophaeus which is the sole strain able to produce chitinase. All Bacillus
species have the same capacity to produce the three lipopeptides families (iturin, fengycin and
surfactin), siderophores and the indole 3 acetic acid (IAA). In contrast, P. polymyxa
(18SRTS) produces in the same experimental conditions the best IAA concentration reaching
54ug/ml. Moreover, it isto highlight that B. amyloliquefaciens strainsisolated from a salt
lake and a thermal source produce new fengycin variants. In fact, it has been
demonstrated that B. amyloliquefaciens (ET), produces new homologues of fengycin A
and B, having fatty acid chain with 20 and 18 carbon atoms, respectively, and two new
fengycin variants (fengycin X and Y) with peptide cycle whose the structure differs from
that of conventional fengycins. The antifungal activity of some strains (B. amyloliquefaciens
(ET), B. atrophaeus (6SEL), B. mojavensis (9SEL), B. amyloliquefaciens (9SRTS) and B.
subtilis subsp. spizezenii (23SRTS)) on solid medium based on root exudates of tomato,
zucchini and bean, obtained at different temperatures is observed, against A. alternata and F.
oxysporium. In addition, B. atrophaeus (6SEL), B. amyloliquefaciens (9SRTS) and B. subtilis
subsp. spizezenii (23SRTS) produced at the industrial scale, showe an appreciable alive cells
concentration after lyophilization. Furthermore, the in Situ test of these strains under
greenhouse and field conditions, on chickpea, reveale their interesting phytostimulation and
biocontrol capacities, which largely justify the objective assigned by this research.

Keywords. Bacillus, Paenibacillus, lipopeptides, fengycin, phytostimulation, biocontrol,
siderophores, |AA.
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INTRODUCTION GENERALE

I ntroduction générale

L’arrét de I’activité humaine liée a la vie nomade, ou I’homme vivait de la chasse, de la
cueillette et de la péche, et I’apparition des premiers foyers d’agricultures, coincidaient avec
la naissance du néolithique, il y a 10 000 ans. A cette époque, laterre ne comptait qu’environ
5 millions d’éres humains (Mazoyer, 2011). Au cours des millénaires et avec |’expansion
continue de la population mondiale, I’agriculture a connu une forte intensification dans le
monde industrialisé, un peu avant la seconde guerre mondiale, puis, dix avingt ans plus tard,
dans les pays en développement, donnant ainsi naissance a « La révolution verte ». Cette
révolution agricole s’est caractérisée par I’adoption des méthodes permettant d'économiser la
main-d’oauvre et par I’usage des organismes notamment génétiquement modifiés (OGM) et
des produits chimiques de fertilisation (fertilisants) et de protection des plantes contre les
ravageurs des cultures agricoles (pesticides) (Griffon, 2006). L utilisation intensive de ces
produits chimiques a provoqué de graves conséquences sur I’environnement et la santé de
I’homme (Carson et Rachel, 1962).

Le contrdle d’usage des produits phytosanitaires chimiques reste toujours limité dans tous les
pays du monde, ce probleme est plus accentué dans les pays sous développés (Goldenman et
PozoVera, 2008). Le monde donc face a cette situation, a adopté des politiques agraires
alternatives, parmi lesguelles, on note I’agriculture intégrée et I’agriculture biologique. La
gestion intégrée (IPM, integrated pest management) des cultures implique I’adoption des
techniques respectueuses de I’environnement qui vise a minimiser I’usage des produits
chimiques. En revanche, la production biologique exclut [’utilisation des produits
phytosanitaires chimiques. Dans ce type d’agriculture, on utilise des produits phytosanitaires
naturels dits : Biopesticides (COLEACP, 2011).

Il existe deux types de biopesticides sur le marché, en I’occurrence: les pesticides
biochimiques qui sont des substances d’origine naturelle et/ou des molécules synthétiques qui
leur ressemblent (Thakor, 2006) et les pesticides microbiens qui contiennent les
microorganismes bénéfiques, tels que les bactéries, les champignons, les levures, les virus ou
les protozoaires, comme matiére active (BIA, 2013).

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

scientifique et le plus exploité en agriculture. En effet, le US Food and Drug Administration
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(USFDA) a confirmé que toutes les espéces du groupe Bacillus subtilis sont non pathogénes a
I’homme. 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 développe plusieurs mécanismes de biocontréle, de
biofertilisation et de phytostimulation comme la plupart des PGPRs (plant growth promoting
rhizobacteria), pour augmenter le rendement des cultures agricoles.

L’objectif de cette thése est de caractériser les souches de bactéries du genre Bacillus, isolées
de divers environnements de I’Est d’Algérie, a savoir : I’eau du lac salé d” Ain M’lila et la
rhizosphere d’une plante située & sa proximité ; I’eau de source thermale d’Oued El Athmanya
et le sol situé a sa proximité ; et enfin de la rhizosphere de la plante Calendula officinalis,
cultivée en serre dans la région de Setif (Est Algérien), dans le but de les utiliser comme
agents de biocontréle (biopesticides), en agriculture. Pour cela, une synthése des principales
informations relatives a I’agriculture biologique et aux biopesticides en général et aux
biopesticides a base de Bacillus en particulier, a été effectuée (revue bibliographique). La
premiére partie de I’étude expérimentale repose sur I’isolement et la purification des bactéries
du genre Bacillus par la technique du choc thermique, puis le screening des isolats possédant
une activité antifongique vis a vis certaines moisissures phytopathogénes. La deuxieme partie
repose sur I’identification moléculaire des souches sélectionnées et la caractérisation de leur
capacité a produire des enzymes hydrolytiques (cellulase, protéase et chitinase), des
lipopeptides y compris I’identification de nouvelles variantes de fengycines détectées, de la
phytohormone indol-3 acide acétique (IAA) et des siderophores. La troisieme partie est
consacrée a la production de certaines souches de Bacillus, a I’échelle industrielle dans un
bioréacteur de 500 L, a I’unité de production « Artechno-Liége » en Belgique. Enfin, les
biopesticides a base de Bacillus produits, ont été testés pour leurs effets de biocontrdle et de
phytostimulation sur production de deux variétés de pois chiche en serre et en plein champ.
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2- Revue bibliographique
2.1-Apercu sur I’agriculture dansle monde: Bref historique

Il'y a 10 000 ans, une révolution éclata a I’échelle planétaire donnant naissance au
néolithique (nouvel &ge de la pierre) marquant ainsi une grande étape de notre histoire. Cette
révolution s’accompagna par une modification du mode de vie passant de nomade vivant de la
chasse, de la cueillette et de la péche a I’apparition des premiéres structures agricoles
(figurel). Laterre ne comptait alors qu’environ 5 millions d’éres humains. Cette révolution
néolithique coincidait également avec I’apparition des grandes foréts de feuillus et de
coniféres. L’homme engage la domestication des animaux et la culture des plantes. Les
premiéres cultures de plantes et les premiers élevages d’animaux apparaissent au Proche-
Orient, en Chine du Nord, au Mexique, au Pérou et en Papouasie-Nouvelle-Guinée. Cing
mille ans plus tard, la population mondiale avait été multipliée par dix. Sur les 50 millions
terriens, nonante pour cent étaient des agriculteurs vivant désormais des fruits de la culture et
de I’élevage, dont la pratique s’était généralisée.

Au cours des millénaires, les paysans se sont engagés a sélectionner et a cultiver des espéces
végétales présentant un rendement plus élevé et une meilleure résistance a la sécheresse et aux
maladies; ils ont construit des terrasses sur les versants des collines afin de conserver les sols
et des canaux pour assurer la distribution de I'eau a travers leurs champs; ils ont remplacé la
houe manuelle par la charrue tirée par des boaufs et se sont mis a utiliser le fumier animal
comme engrais et le soufre contre les ravageurs (Mazoyer, 2011).

Un peu avant la seconde guerre mondiale et avec I’expansion continue de la population
mondiale, I’agriculture a connu une forte intensification, d’abord dans le monde industrialisé
puis, dix a vingt ans plus tard, dans les pays en développement donnant ainsi naissance a «la
révolution verte». Cette expression a été utilisée aux Etats-Unis pour désigner I’évolution de
I’agriculture et des systemes de production dans la zone tropicale et en particulier, en Inde et
au Pendjab. Depuis, le secteur agricole sest mécanisé et standardisé (Cartillier, 1977), il a
adopté des méthodes permettant d'économiser la main-d’oauvre et sest mis a utiliser des
plantes et notamment des organismes génétiquement modifiés (OGM) qui nécessitent
I’utilisation de grandes quantités de produits chimiques pour nourrir et protéger les cultures
contre les ravageurs des plantes. Ce progrés agricole a permis de réaliser des gains

impressionnants de productivité. De ce fait, la production agricole et alimentaire a été
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multipliée par 2,6, enregistrant en cinquante ans une progression qu’elle ne I’avait fait en dix
mille ans (Griffon, 2006).

Figurel Mode de vie del’é&re humain au néolithique.

Source : Anonyme 1

Selon un rapport mondial de I’Organisation des Nations Unies pour |'Alimentation et
I'Agriculture (FAO) sur I’alimentation, paru en 2006, I’agriculture mondiale peut nourrir 12
milliards d’étres humains. Paradoxalement, alors que nous ne sommes que 6,2 milliards de
terriens, 900 millions de personnes sont sous-alimentées. La révolution agricole a conduit a
I’apparition d’un nouveau visage agricole qui s’est caractérisé, comme rapporté par Georges
(1959), par une diversification de la nature des cultures, la quantité de moyens de production
utilisés a I'hectare, les rendements, la densité de main-d’ceuvre employée par hectare, les
tailles d'exploitation et par les revenus par exploitation et par travailleur. De ce fait, la
révolution agraire a contribué a I’accentuation des disparités sociales et économiques et
régionales, a la déperdition du savoir traditionnel agricole, et dans certains pays a une
accélération de I'exode rural. En effet, elle a surtout profité aux agriculteurs qui possédaient
de grandes exploitations et un acces au crédit. La grande majorité des paysans était incapable
de répondre aux lourdes exigences, en investissements de cette agriculture moderne et
d’acheter les intrants chimiques colteux, qui ont conduit au développement du crédit rural,

4
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facteur de fragilisation financiére pour ces petits agriculteurs. Ainsi, en Inde, plus de 25000
agriculteurs se sont donné la mort en treize ans. En outre, selon une étude publiée en 2002
dans la revue scientifique « The Lancet », le suicide des agriculteurs en régions rurales des
pays du Sud a atteint un inadmissible taux de mortalité de 58 décés pour 100 000 habitants,
alors que ce méme taux est 4 fois moindre dans les pays développés.

Malgré les belles promesses de la révolution verte, le colt de production augmente
rapidement et fortement. En Inde, latonne du blé est, ainsi, passée de 30 dollars en 1984-1985
a 80 dollars en 1997-1998 et & 170 a 180 dollars en 2010 (Sylvie, 2010). Au Rwanda, le prix
annuel moyen des denrées alimentaires de base sur les marchés locaux a augmenté de 24%
entre 2006 et 2008 et de 27% et 34% pour le haricot et le mais, respectivement, entre 2006 et
2009, alors que le taux d'inflation moyen sur cette période était de 9,8% (Milz, 2010).

En plus de cet aspect socio-économique négatif, de nombreux effets néfastes sont incombés a
la révolution agraire. Parmi lesquelles on peut citer; la dégradation des terres, la salinisation
des zones irriguées, I'extraction excessive imposée aux nappes aquiféres souterraines, le
renforcement des résistances des ravageurs, I’accumulation des résidus toxiques dans
I’environnement et dans la chaine alimentaire, le déboisement, les émissions de gaz a effet de
serre et I'érosion de la biodiversité (Bruinsma, 2009 ; Tilman et al., 2002).

2.2- Dangers de I’emploi intensif des pesticides a usage agricole

2.2.1- Dangersliés ala santé humaine

La Révolution verte nous a enseigné que I'emploi intensif de pesticides et d'engrais est nocif
pour les écosystemes et par conséquent pour la santé de I’animal et de I’lhomme. Plus de 150
études réalisées dans 61 pays et régions du monde ont abouti a la constatation de présence des
résidus de pesticides dans les tissus adipeux, le cerveau, le sang, le lait maternel, le foie, le
placenta, le sperme et le sang du cordon ombilical (Rachel, 1962). L’épidémiologie a ainsi
montré gque les personnes exposées aux pesticides encourent plus de risque, de développer de
nombreuses pathologies telles que: le cancer (Pluygers et al., 1994), les problémes
neurologiques (Jamal, 1997), les malformations congénitales (Bell et al., 2001), les problémes
d’infertilité (Greenlee et al., 2003), ou encore le systéme immunitaire affaibli (Thomas et al.,
1988). Jeyaratnam. (1990) a notifié que deux millions de cas de personnes ont été
hospitalisées pour cause de tentatives de suicide avec des pesticides et a conclu que les

intoxications par les pesticides peuvent constituer, dans certains pays en développement, un
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grave probléeme de santé publique comme le sont les maladies contagieuses. Selon un rapport
de la Banque mondiale (WB, 2008), 355.000 personnes dans le monde meurent chague année
d’empoisonnement involontaire d0 & des pesticides.

2.2.2- Effet des pesticides sur la biodiversité

1 211 especes d’oiseaux (12 % du total) sont considérées comme étant menacées dans le
monde, et 86 % de celles-ci sont menacées par la destruction ou la dégradation de leur habitat.
Pour 187 espéces d’oiseaux menacées dans le monde, la premiére source de pression est la
pollution chimique, comprenant les engrais, les pesticides et les métaux lourds pénétrant les
eaux de surface et I’environnement terrestre (Berny et al., 1997).

Les herbicides peuvent provoquer des changements de végétation et d’habitat qui menacent
les mammiféres. En France, des renards ont été empoisonnés par des résidus de bromadiolone
contenu dans le tissu corporel de leurs proies (Berny et al., 1997). Au moins 25-35% des
petits mammiféres prédateurs (putois, hermines et belettes) échantillonnés ont été exposés aux
rodenticides, et ce chiffre est peut-é&re sous-estimé (Shore et al., 1999). Au Royaume- Uni,
suite au contréle de la population de rats aux rodenticides, les populations locales de mulots
sylvestres, campagnols roussétres et campagnols agrestes ont décliné de maniére significative
(Brakes et Smith, 2005).

Le nombre de vers de terre était 1,3 a 3,2 fois supérieur dans les parcelles biologiques
comparées aux parcelles conventionnelles (Mader et al., 2002). Les insecticides a large
spectre comme les carbamates, les organophosphorés et les pyréthroides peuvent provoquer le
déclin de population d’insectes bénéfiques tels que les abeilles, les araignées et les
coléoptéres. Beaucoup de ces especes jouent un role important dans le réseau alimentaire ou
comme ennemis naturels des insectes nuisibles. Plusieurs hypothéses relient la surmortalité
des abeilles connue en Europe, depuis le début des années 2000, a l'emploi de
néonicotinoides. La Commission européenne a d’ailleurs proposé aux Etats membres de
suspendre pendant deux ans I'utilisation de trois pesticides de la famille des néonicotinoides
sur les semences, en granulés et en pulvérisation, pour les plantations qui attirent les abeilles
(colza, tournesol, mais et coton). D’apres la FAO 71% des especes cultivées qui fournissent
90% des aliments mondiaux, sont polinisées par des abeilles (Arbach, 2012).
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Plusieurs éudes ont montré que I’utilisation intensive des pesticides affecte la fertilité du sol.
La longueur des racines de plantes colonisées par les mycorhizes était ainsi 40% plus élevé
dans les systémes biologiques que dans les exploitations conventionnelles (Mader et al.,
2002). Boldt et Jacobsen. (2006) ont montré aussi que les herbicides sulfonylurées
metsulfuron et dans une moindre mesure le chlorsulfuron sont a I’origine d’une réduction de
la croissance des bactéries du sol Pseudomonas. Par ailleurs, en Afrique du Sud, I’activité des
organismes du sol était plus importante dans les sols des vignobles biologiques que dans ceux
des sites traités conventionnellement (Reinecke et al., 2008). Le captane (un fongicide) et
I’herbicide (glyphosate) ont également causé un changement parmi les espéces des
communautés bactériennes du sol (Widenfalk et al., 2008). Certains insecticides
organophosphorés (le dimethoate par exemple) peuvent réduire I’activité et la biomasse des
micro-organismes de sol (Eisenhauer et al., 2009).

2.3- Gestion des problemes liés aux pesticides

2.3.1- Conventions et codes du droit international a I’environnement

Lesinitiatives de lutte contre les problémes liés aux pesticides et autres produits chimiques ne
datent pas d’hier. Ainsi, elles ont précédé I’émergence du mouvement environnementaliste du
début des années 1970. Les pesticides ont occupé une place centrale dans ces premiéres
initiatives, suite a la mise en évidence des risques qu’ils provoquent sur I’environnement, y
compris les impacts transfrontiéres nécessitant une action internationale (Rachel, 1962). Les
années 1970 et 1980 ont vu I’adoption d’un certain nombre de conventions et d’initiatives
concernant les produits chimiques en général et les pesticides en particulier, tant au niveau
international que régional. Certains de ces accords internationaux sont contraignants pour les
pays signataires, d’autres sont par nature volontaires et destinés a fournir des orientations aux
gouvernements, aux industriels, a la société civile et aux autres parties prenantes clés. Parmi
ces codes et conventions internationaux, on peut citer : Le Code de conduite international
pour la distribution et | utilisation des pesticides, élaboré par la FAO et adopté en 1985. 11

demeure apres sa révision le plus important en matiére de gestion des pesticides (FAO, 2002);
La Conférence des Nations Unies sur | ’environnement et |e développement de 1992, a Rio de

Janeiro. Le Sommet de Rio vise principalement a travers ses objectifs a assurer un
développement durable y compris le développement agricole durable, par la mise en cauvre du
programme appelé « Agenda 21 » présenté dans le chapitrel4 (UNEP, 2013) ; La Convention
de Rotterdam, adoptée en 1998 et mise en vigueur en 2004 (Anonyme 2); La Convention de
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Sockholm sur les polluants organiques persistants (POP) a été agréée en 2001 et mise en
vigueur en 2004 (Anonyme 3); et le Sommet mondial sur le développement durable de 2002

qui a donné naissance a I’approche stratégique de la gestion internationale des produits
chimiques (SAICM) du PNUE, adoptée a Dubal en 2006. La SAICM est un mécanisme
volontaire général, toujours en cours d’élaboration (FAO, 2013).

2.3.2- Légidationsrégissant les pesticides

2.3.2.1- L union Européenne

Dans le cadre d'un programme de travail ambitieux démarré en 1992, la Commission
Européenne a lancé au niveau communautaire une vaste opération de révision de toutes les
substances actives entrant dans la composition des produits phytopharmaceutiques. Depuis fin
2003, les questions d'évaluation des risgues sont traitées par la nouvelle Autorité Européenne
de Sécurité des Aliments (EFSA), qui émet des avis et des conseils scientifiques afin de
fournir des bases solides aux politiques et a la législation Européennes et aider la commission
Européenne, le parlement Européen et les états membres de I’union Européenne (UE) a
arréter des décisions efficaces et opportunes en matiére de gestion des risques. La législation
Européenne sur les pesticides a été réformée en profondeur a travers le « pagquet pesticides »
adopté le 21 octobre 2009, ce réglement est entré en vigueur le 14 juin 2011. Ce paguet
législatif contient le réglement (CE) n°1107/2009, relatif & la mise sur le marché et

I’évaluation des produits phytopharmaceutiques; la directive 2009/128/CE instaurant un cadre
communautaire d’action pour parvenir a une utilisation des pesticides compatible avec le
développement durable; la directive 2009/127/CE concernant les machines destinées a
I’application des pesticides; et le réglement (CE) n°©1185/2009 relatif aux statistiques.

D’autres lois ont é&é mises en place, elles concernent I’emballage et I’étiquetage des

préparations dangereuses y compris les pesticides (EC, N° 1272/2008); I’usage de pesticides

dans I’agriculture biologique (EC/889/2008) et les pesticides dans les aliments végétaux,
animaux et I’eau (EC.2000/60, EC.2008/105 et EC.98/83, respectivement). L’UE exige que
les aliments vendus sur le marché ne doivent pas contenir des doses de résidus de pesticides

qui dépassent les LMR (limites maximales de résidus), listé dans la régulation (EC) 396/2005

et déerminées par I’EFSA. Toutes les LMRs Européennes peuvent facilement étre
recherchées dans la base de données des LMRs (Arbach, 2012).
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2.3.2.1- L ’Algérie

L’Algérie, partie prenante, des le début du processus de négociation des Conférences
Internationales des Nations Unies sur I’Environnement et le Développement Durable,
contribue a la promotion d’un développement durable respectueux de I’environnement
mondial. L’engagement du gouvernement Algérien pour une gestion rationnelle des
ressources naturelles est évident, via le renforcement du cadre législatif et institutionnel et aux
nombreux programmes lancés en matiere d’éducation environnementale. L’encadrement des
risques liés a I’exposition et a I’ utilisation des substances chimiques en agriculture, repose sur
I’enregistrement et le contrle par les services du gouvernement, conformément aux

dispositifs législatifs et réglementaires en place, notamment: la loi n°85-05 du 16/02/85,

modifiée et complétée, relative a la protection et ala promotion de la santé; [a loi n°87-17 du
1er/08/87 relative a la protection phytosanitaire; la loi n°08-16 du 3 aolt 2008 portant

orientation agricole; 1a loi n°09-03 du 25/02/09 relative a la protection du consommateur et a
la répression des fraudes; et le décret exécutif n° 95-405 du 02 décembre 1995, relatif au

controle des produits phytosanitaires a usage agricole, modifié et complété par le décret
exécutif N°99-156 du 20 juillet 1999. Un comité scientifique évalue les risques de toxicité des

pesticides pour I’homme et I’environnement et une réévaluation des produits homologués est
possible ce qui peut mener soit a la suspension soit a I'annulation de I'homologation. Les
autorités nationales du pays, en collaboration avec la FAO, ont mis en place des champs
écoles de formation et de diffusion de I’information, en vue d’encourager une gestion
rationnelle des produits phytopharmaceutiques dans le domaine de la lutte contre les
ravageurs et maladies des cultures. L’Algérie s’est fixée comme priorité de développer et de
généraliser les pratiques agricoles productives durables, de facon a assurer une utilisation
rationnelle des produits phytopharmaceutiques. L’Algérie développe des solutions naturelles
moins polluantes et des méthodes alternatives basée essentiellement sur la lutte biologique.
Pour illustration, le Centre de Recherche Scientifique et Technique sur les Régions Arides a
lancé en 2006 une station expérimentale dédiée aux bio-ressources au sud de I’Algérie ou les
chercheurs s'attellent a I’élaboration de référentiels en matiere de lutte biologique et de

biofertilisation pour la durabilité des agro-systémes (Anonyme 4, 2011).
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2.4- De la lutte chimique a la production intégrée

Bien que presgue tous les gouvernements aient adopté des politiques pour lutter contre les
problémes causés par les pesticides, le contréle de leur usage reste limité. Ce probleme est
encore plus accentué dans les pays en développement ou les ressources pour faire appliquer la
réglementation sont limitées, voire inexistantes, et ou les conditions d’utilisation sont
inappropriées ou contre-indiquées (Goldenman et PozoVera, 2008). En plus, malgré toutes les
menaces que les pesticides présentent pour I’environnement et la santé de I’homme, les pays
en développement et les pays fortement industrialisés continuent a utiliser de grandes
quantités de ces produits dangereux (Jack Weinberg, 2009). Ainsi, la valeur globale du
marché mondial des pesticides était d’approximativement 38 billion USD environ, en 2010
(figure 2). En plus, 25 000 pesticides a usage agricole dont 700 substances actives étaient
estimés sur le marché mondial en 2012 (Arbach, 2012).

Pesticide sales by reglon (2010 In USS million
North
Asia _—— America B Fungicides -
9.994 7.945 9.910

Pesticide sales by product category (2010) in USS million
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Pesticide sales by product category (2010) in US$ million

Figure 2 Le marché des produits phytosanitaires par région du monde e par catégorie des
produits, en million US$. Source: Arbach, 2012.

Les modeles de développement non durables nécessitent un usage intensif des pesticides qui
nuisent al’environnement, menacent les écosystémes et la biodiversité, indispensables a notre
securité alimentaire future. En effet, des appels en faveur de la modification profonde de nos
systéemes agricoles et alimentaires se font de plus en plus fréquents et insistants. L 'agriculture
durable (ou soutenable, en traduction de I'anglais sustainable) est I'application a I'agriculture
des principes du développement durable ou soutenable tels que reconnus par la communauté
internationale a Rio de Janeiro en juin 1992. |1 sagit d'un systéme de production agricole qui
vise a assurer une production pérenne de nourriture, de bois et de fibres en respectant les
limites écologiques, économiques et sociales qui assurent la maintenance dans le temps de
cette production. L’agriculture durable, elle, en se basant sur une gestion économe et

10
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autonome des exploitations agricoles, garantit une efficacité économique et des revenus
décents aux agriculteurs. Elle permet une baisse des charges, une diminution des co(ts pour la
collectivité tout en valorisant le travail. Elle est plus autonome par rapport aux aides publiques
et plus en cohérence avec les ressources locales et les enjeux territoriaux. Elle se fonde sur
une équité sociale qui permet de valoriser le travail et les emplois avec un partage équitable
des richesses et des droits a produire. Multifonctionnelle, elle participe a la vie et au
dynamisme des territoires ruraux, et crée des ponts entre le monde rural et les villes
(Anonyme 5).

Les concepts et les stratégies développées dans le cadre de I’agriculture durable ont évolué
vers le concept intégré de gestion des ressources naturelles (lutte intégrée ou Integrated Crop
Management — ICM). La lutte intégrée est une démarche de planification et de gestion qui
implique différentes méthodes de réduction des populations d'organismes nuisibles a des
niveaux acceptables. La bonne gestion intégrée des cultures, implique |’adoption des
techniques respectueuses de I’environnement, telles: obtention des semences ou du matériel
de plantation (boutures, plants) de qualité; choix des sols fertiles et des lieux adaptés a la
plantation; adoption des écartements et des dispositifs adéquats de plantation; plantation des
cultures pour faire coincider leur période de croissance avec une faible incidence des
ravageurs et des maladies; pratique de la rotatiion des cultures;, adoption des pratiques
adéquates de gestion hydrique; désherbage régulier; inspection réguliére des champs;
favorisation de |'accroissement des populations d'ennemis naturels (auxiliaires); adoption de
bonnes pratiques de récolte; adoption des dispositifs de stockage propres et de qualité et
réduction au minimum de I'application de pesticides chimiques (COLEACP, 2011). Cette
diminution d’usage des produits phytosanitaires de synthése est réalisée par I’introduction
dans les stratégies de lutte antiparasitaire des produits naturels dits: biopesticides. La notion
de I’agriculture biologique basée principalement sur I’utilisation de ces biopesticides sera

discutée plus loin.
2.5 - Maladies des plantes
2.5.1- Définition

Une maladie de plantes peut ére définie par une succession de réponses invisibles et/ou
visibles a un microorganisme phytopathogéne ou a la modification d’un facteur
environnemental (température, pH, humidité et disponibilité d’oxygene), qui provoquent des
bouleversements de forme, de fonction ou de I’intégrité de la plante. I existe de ce fait, deux

11
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types de maladies des plantes, a savoir: des maladies non infectieuses (abiotiques); et des
maladies infectieuses (biotiques) causées par des champignons, des bactéries, des plantes
supérieures parasites, des virus et viroides, des nématodes et des protozoaires (Sarah et al.,
2008). Oerke et ses collaborateurs. (1995) ont évalué de 1988 a 1990, les pertes jugées
importantes de huit récoltes agricoles causées par des pathogenes de plantes, des insectes et
des plantes adventices. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 1. Par ailleurs,
Strange et Scott. (2005) estiment qu’au moins 10% de la production globale mondiale de la

nourriture est perdue a cause des maladies des plantes.

Tableau 1 Productions réelles et pertes estimatives de huit récoltes de 1988 a 1990, par parasite et par
continent (billion de dollar $ US) Source : Oerke et al., 1995.

Causes de pertes
Région Production Microbes Insectes | Adventices | Total
réelle pathogénes

Afrique 13,3 41 4.4 4.3 12,8

Amériquedu 50,5 71 7,5 8,4 22,9
nord

Amérique Latine 30,7 7,1 7,6 7,0 21,7

Asie 162, 9 43,8 57,6 43,8 145,2

Europe 42,6 5,8 6,1 4,9 16,8

2.5.2- Pathologies fongiques des plantes

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 pathogenes de
plantes. Les maladies qu’elles provoquent sont qualifiées de cryptogamiques (David et Diane,
1993). En phytopathologie, la désignation des maladies se base sur une terminologie
disparate. A I’origine, l'usage du symptéme le plus caractéristique a été adopté (le blanc, la
rouille, le charbon, etc) pour la nomination de ces pathologies, suivi aprés par I'usage du
suffixe ose accolé au nom du genre du champignon, (cercosporiose, alternariose,
stemphyliose, etc.). Enfin, de maniére aussi discutable, sest installée la formule assimilant
directement la maladie a son agent pathogene (ex. le Phoma, le Corynespora, etc.) (Declert,
1990). Les principales maladies fongiques listées par Bayer. (2001) sont résumees dans le
tableau 2.

12
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Tableau 2 Maladies fongiques touchant les principal es cultures dans le monde (Source: Bayer, 2001).

Céréal oidium, roullles, rhynchosporiose, septorioses (sepioria) et maladie des
taches brunes, caries &t charbons

Riz pyriculariose (pyricularia), rhiizoctone (rhizoctonia) et autres maladies folialres
fontes des semis, roullles, pourritures des feullles et des fruits, pourriture

Cultures légumiéres grize, oidium et mildiou, maladies du feuillage et des fruits (ex. : alternarioss,
cercosporiose, etc.)

Pomme de terre mildiou, rhizoctone, gale argentés

Vigne oidium et mildiou, pourriture grise

Fruits a pépins tavelures, oidium, moniliose

Fruits a noyau moniliose

Mangue cefcosporiose

Arachides rhizoctonia, sclerotinia, cercosporiose, rouille

Bananier cercosporiose (maladie de Sigatoka touchant le systéme foliaire du bananier)

Colza sclérotiniose, phoma lingam

Caféier rouille du cafer

2.5.3- Principaux symptomes de maladies fongiques

2.5.3.1- Dépérissement

Le dépérissement d’une plante est synonyme de I’ affaiblissement et de disparition progressive
de la plante (figure 3-a). En effet, la croissance de la plante ralentit avant de sarréter, les
fevilles et les apex des rameaux se décolorent et se flétrissent (Declert, 1990).

2.5.3.2- Flétrissement

Le flétrissement d’une plante correspond a son dessechement et ou son vieillissement. |1 s’agit
de la diminution de la turgescence des tissus, entrainant une fanaison plus ou moins
prononcée du feuillage (figure 3-b) et des jeunes rameaux. Ce symptdme peut survenir suite a
un manque deau disponible dans le sol et/ou une évaporation exagérée. Les causes
parasitaires du manque d’eau se situent a trois niveaux, en |’occurrence: I’altération des
racines (défaut dabsorption); I’action des toxines parasitaires (dérégulation de la
transpiration); et la trachéobactériose et/ou trachéomycose (défaut de circulation interne par
altération du systeme conducteur de la plante) (Declert, 1990).
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B ke . LY | 2
Figur e 3 Principaux symptdmes de pathol ogies fongiques des plantes

(@): Dépérissement de I’aubergine Ndrouia (fusariose); (b):
Flérissement de I'aubergine (Sclerotiurn rolfsii). Source: Declert, 1990.

2.5.3.3- Nécrose, macération et pourriture

Ces trois termes sont souvent mal définis dans la littérature et par conséquent, utilisés
confusément. La nécrose est I'état dégradé irréversible d'une cellule aprés une agression
physico-chimique ou biologique (figured-a). La macération est le résultat de dégradation des
lamelles moyennes par action enzymatique des agents pathogénes, le plus souvent celle de la
pectine-méthylestérase. Les tissus macérés prennent une texture de péte molle, le plus
souvent, I'épiderme ou I'épicarpe recouvrant le tissu altéré, sont décolorés en teinte sombre
grise brune ou noire. Les tiges et les fruits macérés sont déprimés et les feuilles trouées
(figured-b). Enfin, la pourriture est I'état d'un organe aprés macération de ses tissus, elle
intervient sur des organes variés tels que feuilles, rameaux et tiges, collets, racines et fruits
(figured-c) (Declert, 1990).

Figure 4 Principaux symptémes de pathol ogies fongiques (a) Nécrose totale de
la feuille de melon (mildiou du melon); (b) Macération des feuilles de courge
(Rhizoctonia solani); (c) Pourriture des racines de l'aubergine (Pythium
aphanidermatum). Source: Declert, 1990
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2.5.3.4- Taches
La tache est une aire plus ou moins bien définie sur une feuille, un fruit ou une tige, ou la
coloration est modifiée en raison de I'altération des tissus. On parle de taches nécrosées quand
les cellules attaquées par les agents pathogenes sont mortes comme les taches de mildiou. Les
noms attribués aux taches varient selon leur dimension, leur coloration et leur forme (figureb)
(Declert, 1990).

Figure 5 Tache ocellée (cercosporiose de la laitue) (a); Rouille des feuilles du
haricot (Uromyces appendiculatus) (b). Nécrose totale de la feuille de melon. (c).
Source: Declert, 1990.

2.6- Interactions plantes- pathogenes

Les plantes sont confrontées a une panoplie de microorganismes pathogéenes. Néanmoins, les
plantes mettent en place des barriéres protectrices contre les bioagresseurs (cuticule, paroi
pectocellulosique, etc.). Ces barriéres mécaniques leur attribuent une résistance particuliére,
face aux agents pathogenes (Yu et al., 2011). Parfois, ceux-ci réussissent a les franchir,
déclenchant ainsi des mécanismes de défense chez la plante. Les agents pathogénes peuvent
étre biotrophes, nécrotrophes ou hemibiotrophes. Les premiers agents cités parasitent les
cellules vivantes alors que les nécrotrophes se développent en tuant les tissus sur lesquelsils
proliferent. Enfin, les hemibiotrophes commencent principalement leur cycle comme des
biotrophes, puis passent a un stade déterminé de leur cycle a une phase nécrotrophe. Quand
les mécanismes de défenses sont insuffisants pour lutter contre I’agent pathogéne, la plante est
dite sensible et I’interaction plante pathogéne est compatible. En revanche, la reconnaissance
précoce de I’agent agresseur par la plante qui permet la mise en place, par la plante, d’une
réaction de défense efficace engendrant une incompatibilité des deux antagonistes (Ramiro,
2009).
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Les interactions entre la plante et |"agent pathogéne impliquent I"échange d"informations. Le
pathogéne reconnait certains facteurs portés par I’héte (Christensen, 2003) et modifie son
métabolisme pour exercer son pouvoir pathogene et induire la maladie (Alfano et Collmer,
2004; Chang et al., 2004). Comme indigué ultérieurement, les plantes possedent un systéme
immunitaire leur permettant une réaction active aux agents pathogénes, par une grande
diversité de réponses. La reconnaissance des composants étrangers par les plantes est
coordonnée par des récepteurs spécialisés, qui déclenchent les réponses de défense de I’hbte
apres la détection de I’agent pathogene.

Deux types de réactions peuvent intervenir. En premier lieu, larésistance basale (ou non héte)
qui est déclenchée par des récepteurs généraux présents dans la membrane végétale et qui sont
capables de reconnaitre des signaux moléculaires communs aux microbes ou aux agents
pathogénes (MAMPs ou PAMPs , pour microbial- or pathogen-associated molecular
patterns), comme par exemple, les fragments de parois cellulaires, la chitine ou des motifs
peptidiques du flagelle des bactéries (Ausubel, 2005; Chisholm et al., 2006; Nurnberger et
Kemmerling, 2006). Ce type de résistance réduit la sévérité des symptdmes, mais ne suffit pas
pour arréter le développement de I’agent pathogéne et de la maladie (ADAM, 2008).

La coévolution entre les agents pathogénes et les plantes mene au renforcement des
mécanismes d’action des deux partenaires. D’un coté, les agents agresseurs commencent a
secréter des protéines effectrices de virulence qui sont délivrées dans les cellules hétes (Jones
et Dangl, 2006 ; Catanzariti et al., 2007). D’un autre coté, les plantes développent des moyens
pour reconnaitre les proténes effectrices et agissent par le biais d’un mécanisme de défense
robuste et rapide. C’est le deuxiéme type de résistance, connu sous plusieurs noms, tels que
résistance spécifique, résistance hdte ou immunité déclenchée par des effecteurs (ETI pour,
effector-triggered immunity). Cette résistance est basée sur le concept géne pour géne (Flor,
1971). Le systéme de résistance serait ainsi déterminé chez la plante par la présence d’un géne
de résistance (gene R) qui directement ou indirectement, participerait a la reconnaissance du
produit d'un gene d’avirulence (gene avr) du parasite (Flor, 1971; Vanderplank, 1984).

Cette forme de défense est caractérisée par deux types de réponses défensives inductibles qui
se succedent aprés l'infection initiale. La premiére, localisée et nommée, réponse
hypersensible ou HR. Alors que la seconde est la résistance systémique acquise ou SAR
(Adem, 2008). Des événements cellulaires clefs de la HR ont ainsi été identifiés, parmi
lesquels la production de formes réactives de I’oxygéne (ROS), la modification des flux
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ioniques et I’activation de cascades de signalisation via des MAP kinases (figure 6), pour
aboutir ala fin, a la mort cellulaire et a l'activation de géenes de défense (Heath, 1998; 2000).
Plusieurs mécanismes de défense ont é&é mis en évidence, par ailleurs, tel le renforcement de
laparoi cellulaire (Umaet al., 2011); la synthése des phytoalexines antimicrobiens (Jwaet al.,

la synthese des protéines PR (pathogenesis related proteins) ayant une activité

2006);
hydrolytique, comme les 1,3-glucanases (PR-2); les chitinases (PR3, 4, 8 & 11); les

endoprotéases (PR7); les défensine (PR-12); les thionines (PR-13) et certaines protéines de
transfert de lipides (PR-14), ayant a la fois des propriétés antimicrobiennes et antifongiques
(Selset al., 2008). Récemment, le rle des phytohormones dans le réseau de signalisation des
réactions de défense des plantes a éé mis en évidence (figure 6). Plusieurs familles
d’hormones ont été éudiées, tel I’acide salicylique, I’acide jasmonique, I’éthyléne, I’acide
abscissique, I’auxine, I’acide gibberilique, la cytokinine, les brassinosteroides et les hormones

peptidiques (Bari et Jones, 2009).
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Figure 6 Schéma général des différents mécanismes de défense chez la plante, de la
perception des diciteurs du pathogéne a |’ activation des facteurs de transcription des génes

de résistance de la plante. Source: Delaggi, 2009.
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La résistance systémique acquise (SAR pour systemic acquired resistance) se manifeste par la
mobilisation des mécanismes de défense a la plante entiere. Plus de 60% d'acide salicylique
mesuré dans les zones non infectées de la plante provenait du transport d'acide salicylique
initialement synthétisé au niveau des zones infectées (Shulaev et al., 1997). Park et al. (2007)
ont confirmé que le methyl salicylate (MeSA), un compose volatil induit la résistance
systémique acquise par voie aérienne ou encore apres transport par le phloéme. Contrairement
a la SAR déclenchée par des agents pathogenes, la résistance systémique induite (induced
systemic resistance, ISR) est simulée par certaines rhizobactéries non-pathogenes (plant
growth promoting rhizobacteria, PGPR) (Van Loon et al., 1998). L’ ISR n’est pas associee a
I’accumulation du SA ni a I’activation de protéines PR (Pieterse et al., 2001). En revanche,
cette résistance controlée semble étre dépendante de I’acide jasmonique et de I’éhyléne
(Beckers et Conrath, 2007).

2.7- Biopesticides et alimentation bio...

2.7.1- Lesbiopesticides

2.7.1.1-D€finition et classification

Comme montré ci dessus, I’agriculture durable et la lutte intégrée ont é&é adoptées comme
dternatives a la révolution verte qui a provoqué des dégats environnementaux et
socioéconomiques énormes. Contrairement a I’agriculture intégrée, I’agriculture biologique
exclut I’utilisation des produits phytosanitaire chimiques et possede un cahier de charges
officiel. Dans ce type d’agriculture on utilise des produits phytosanitaires naturels dits
«Biopesticides» (COLEACP, 2011). Les biopesticides sont classés selon I’Agence de
réglementation de lutte antiparasitaire du Quebec (ARLA), Biopesticides Industry Alliance
(BPIA) et Environmental Protection Agency des Etats-Unis (EPA), en plusieurs catégories, a
savoir:

- Agents antiparasitaires microbiens. Ils regroupent des microorganismes naturels ou
génétiguement modifiés, qui comprennent des bactéries, algues, champignons,
protozoaires, virus, mycoplasmes ou rickettsies ainsi que des organismes apparentés;

- Economes. Ce sont des substances porteuses de message et produites par une plante
ou par un animal ou, encore, des analogues synthétiques de cette substance, qui
provoguent une réponse comportementale chez des individus appartenant a la méme

espece ou a d'autres especes. Les phéromones en sont des exemples.
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- Autres pesticides non classiques. Cette catégorie inclut des aliments, des agents de
préservation ou des additifs, des extraits végétaux et des huiles, etc.

- Régulateurs de croissance des insectes (IGRs): C’est I’ensemble de composés qui
empéchent les insectes d’atteindre le stade reproductif. |1s agissent soit par déréglage
de I’activité hormonale des insectes ou de la synthése de la chitine, principal
constituant de leur exosguelette.

- Acides organiques. Il s’agit principalement des peracides, qui résultent de la
combinaison du peroxyde d’hydrogene et des acides organiques. Ces composés sont
largement utilisés dans la dépollution des eaux d’irrigation.

- Minéraux/autres. Ce sont des minéraux qui agissent comme des barrieres qui
empéchent les insectes d’atteindre les tissus des végétaux, comme le surrownd WP
dont le principe actif est I’argile de Kaoline ou des inducteurs d’abrasion ou
d’éouffement chez les insectes (huiles minérales, diatomaceous earth DE, etc.)

Au Canada, I’homologation et I’'usage de biopesticides sont réglementés par les directives
applicables de ’ARLA «DIR2001-02», «PRO2002-02» et «DIR2012-01» (ARLA, 2011). Il
est a signaler que les pays de I’UE interdisent I’utilisation des OGM et leurs dérivés dans
I’agriculture biologique et ont déterminé les différentes catégories de biopesticides et leur
mise sur le marché dans la directive 2001/36/CE de la commission Européenne du 16mai
2001 portant modification de la directive 91/414/CEE du Conseil (Anonyme 6).

2.7.1.2- Marché des biopesticides

En 2000, le marché des biopesticides était a I’état embryonnaire, la proportion des
biopesticides vendus versus les pesticides chimiques n’atteignait que 0.25% (van Lenteren,
2000). Apres cinq ans, le marché des biopesticides représentait 2.5% du marché global des
pesticides qui était équivalent d’environ 26.7 milliard USD (Thakore, 2006). En 2006, Arysta
life science (ALS) a estimé gque le marché des biopesticides était de 541 millions $ alors qu’en
2008 il aatteint 750 million USD (3% du marché global des pesticides), selon Global Industry
Analysts (GIA). Le marché mondial des biopesticides est évalué a 1.3 milliards $ en 2011 et
devrait atteindre 3.2 milliards USD d'ici 2017. L’Amérique du Nord a dominé le marché
mondial des biopesticides, représentant environ 40% de la demande de biopesticide mondial

en 2011. L'Europe devrait ére le marché a forte puissance dans un avenir proche en raison de
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la réglementation stricte pour les pesticides et la demande croissante de produits biologiques

(Anonyme 7).

2.7.1.3- Les biopegticides & base de Bacillus

Les biopesticides, a base de bactéries représentent la majorité des biopesticides microbiens
(Shoresh et al., 2010). Le genre Bacillus est le genre bactérien le plus étudié dans la recherche
scientifique et le plus utilisé en agriculture. En effet, le US Food and Drug Administration
(USFDA) a confirmé que toutes les espéces qu’englobe le groupe Bacillus subtils sont non
pathogéne & 1I’homme. En plus, le genre Bacillus possede la possibilité de se sporuler dans des
conditions défavorables ce qui facilite sa production industrielle et sa formulation en un
produit stable (Harwood et Wipat, 1996; Lolloo et al., 2010). Le tableau 3 résume I’ensemble
des souches de Bacillus commercialisées dans le monde comme biofertilisants et agents de

biocontréle (Cawoy, 2012).
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Tableau 3 Biopesticides bactériens appartenant au genre Bacillus homologués et utilisés comme
agents de biocontrdle. Source: Cawoy et al., 2012.

Product I:lnpﬂc:e nfE a:l'll.i.‘rnnl Driseases [ target pathogens Crop Company Regis h“':md
- commercialized
Bacillus s
5
B. subtilis / | Colletotrichum glocosporioides and Ocean ;
= Ak
E.:' antibicsis Cercospora spot fuyotads Agriculture e z
-1,
O e i o e
:E amtibiosis pv.oesicatoria and Clavibacter i hahg;dl_tda.., Chile
é neicfiganensis subsp. mictgancsis =
Eoot rot (Rhizoctonia oryzar), sust
(Puccnig spp., Liromypoes betae,
Puiccrrmn sorglt), rice blast
{Pyricularia oryzac), powdery
muildevw (Peroriospors sihshiirmcd,
B. pumilus / Erysiphe graminis, Erysigfte betae,
Erysiphe polygoni), leaf spot
antibiosis, - 3
a e | Cercospora, Cercospora beticola
o .y Enityloin, Diveschilern, Exserolulum Cereals, 0il | AgraChuest Inc.,
= growth : i U5A
= ) trciciin, Helniinthosporintis,  fplants, sugar beet USA
f i Bipolaris muaydis, Coclilfobolus
Fr::' 5 heterostrophies, Cochiiobolus,
i Ceratpbasidinm, Rawrularia),
bacterial spot { Xantfhomonas spp.),
Asian soybean rust (Fiukopsora
paciyriizi), brown spot (Septoria
glycines), white mold (Scleroling
sclerobiorummn)
k! B. subtil - Lab. Biocontrole| Brazil (not sold,
) sy Foliar bligth Sy, Besy, Farroupilha, jonly for use in thy
i) antibiosis cotton
= Brazil company )
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Bicagent/ ; ) Registered and
Product i aciom Diseases / target pathogens Crop Company - ercialise
Root rots (Aspergillus,
Golovinontyces cichoracearidn,
Fusariiom oxysporunt, Fusarium
nivale, Magnaporte poac,
B. subtilis/ Phytophthora, Pythinm, Rhizoctonia
& tibiosis, i . AT
& it s sola rqx. SFIE_rosp.om graminicola, Cottin Bas
= competition, Sclerctinia minor), leaf spot bt (it Prosdsta
= growth (Alternania, Botryks cinerea, Sl . a USA
= 5 - B o 3 pearut, corn, and| Ltd., USA
g promotion, Colletotrichum orbicular, e
o resistance Colletotrichum, Didymella bryoniae, e
induction Erwinia carctovora, Erwinia
tracheiphila, Plasmodiophora
brassicac, Podosphaera xanthi,
Pseudomonas syringae, Xanthomonas
campestris)
~ — SES i F =]
] ""t;[; B. licheniformis Antracnose (Colletotrichinmm oM oy s e i
3= 5 a fibicais d B d dollar t sports turf, ASS, Denmark. USA
O 23 |/ antibiosis an graminicola) an ar spo 1 it = Mo
8 =) enzymes (Sclerotinia homeocarpa) R S e R e e
23] = and arboretums |Biclogicals, USA
3 Copm i | Ko
z B. subtilis Gray mold (B. cinerea) e Chemical Japan
el &Y - Industry Japan
others ?
Root rot and wilts (Alfernaria, B.
cinerea, Curvularia radicola, Curoularia
nequalis, Corymnebackeritnn
= miichiganense, E. caretovora, Fusarium
= avenacen, Fusaritrn culimorum,
E E .m‘_:,rspo::rm f. ,.;;E ;m_:‘r;rmfi?rn.r.u,]f. .
= oxysporum f. sp. i, F. oxysporum f. _ =
%) Bienbitilie: | aereras Enrymmoron Eon. stk Seweralicrops: | LERGmbH, Germany
. sp-& L sp-8 op P N Iy
§ F.oxysporum £. sp. hyoepersici, F. STAnY
P oxysporum £. sp. narcissi,
~ Gacurnannontyces graminis, Gerlachia
= miveale, Phona chrysantfien, Phomopsis
scleroticides, Pyrenochaeta lycopersici,
P.ultirnum, E. solani, 5. sclerotiorian,
Stromutinia freesia, Verailium spp.)
s,
— = Becker
= o 5 D.j. T- TEEEJ"'?’O
; E Root rot and seed treatments bea:r:al 2l USA ot
e B. subtilis (Fusarium, Rhizoctonia solani, i e f USA, Canada
£ "Ec Aspergillus, Pythium and Alternaria) plants and other Premier
o 2 tr o crops Horticultuure Inc.
junt ‘D: Canada
(5]
E. subtitis/
antibiosis,
@
- competition, ; ;
o E* Soilborne diseases (Rhizoctonia and Gustafson Inc.,
e growth - Cotton USA
& , Fusarium) USA
L promotion,
resistance
induction
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Product mfc;:?::%ealfl-‘ifon Diseases [ target pathogens Crop Company ﬁg’lmjm
Powdery mildew{Oidiopsis taurica,
Erisiphe spp., Erysiphe

cichoracearum, Uncinnla necator, | Tomato, potato,
o Sphacrotheca spp., Sphaerotheca grape, USA, Mexico,
J_E B. pumilus macularis, Podosphaera leucotricn), strawberry, | AgraQuestInc, Peru,
B early bligth (Alternaria solani), late cucurbits, USA Switzerland,
& blight (Phytophthora infestans), | peppers, apple, Germany

downy mildew (Peronosporaspa, pear

Pseudoperonospora spp., Bremia

Iacticac)

Damping-off, root rot, and wilt
2 (Botrytis, Rhizoctonia, ELEP
g Bacillus sp. Colletotrichum, Sclerotinia, Several crops  |BiotechnologiesIt Italy
) Macrophomina, Phomopsis and aly

Pythiwm)

o Bayer
% B. pumilus | Rootrot (R. solani and Fusarium) Soybean CropScience, USA
= USA
=

2.7.1.4- Avantages et inconvénients des biopesticides microbiens

Les biopesticides microbiens montrent plusieurs avantages en comparaison avec les produits
phytosanitaires de synthése. |ls ont une action spécifique vis-aVis 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 pathogene.
Ils protegent la plante par plusieurs mécanismes directs et indirects, a savoir: la compétition,
I’antagonisme direct et la stimulation du systéme immunitaire de la plante. Ils 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
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).

Dans la partie «marché des biopesticides» on a décrit la lente évolution du marché des
produits respectueux de I’environnement. Ceci peut ére attribuée aux quelques inconvénients
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que possedent les biopesticides. En effet, il est important de se rappeler que la plupart des
biopesticides sont composés d’organismes vivants et leur efficacité est déterminée par les
conditions biotiques et abiotiques du champ (Cawoy, 2012). En plus, leur production, basée
principalement sur le processus de fermentation dans des bioréacteurs industriels est trés
complexe et comporte beaucoup de problémes dont le plus sévere et celui de la
contamination. Par ailleurs, la formulation des biopesticides microbiens en un produit stable
et leur stockage affecte le taux de viabilité des cellules qui les constituent. En fin, le processus
d’homologation des biopesticides est complexe, cher et dure longtemps. Ceci est observé
beaucoup plus en Europe et au Canada, contrairement aux Etats Unis. Ces pays exigent ainsi
en plus des tests toxicologiques, une démonstration approfondie du potentiel pesticide du
produit et ce, sur plusieurs saisons et pour toutes les régions géographiques particulieres
(Rochefort, 2006).

2.7.1.5- Utilisation efficace des biopesticides

Les biopesticides ne sont généralement pas congus comme « remede miracle » et devraient
toujours étre utilisés parallélement avec d'autres stratégies de lutte contre les ennemis de
cultures. Ainsi, les biopesticides jouent un réle important et sont largement utilisés dans le
cadre de I’agriculture intégrée (IPM: integrated pest management). Pour illustration, la
gestion de la production des fleurs de «lys» au Brésil est montrée ci-dessous. La culture des
fleurs de «lys» est menacée par plusieurs genres de champignons phytopathogénes. Parmi
lesquels, les genres, Botrytis, Phytophthora, Fusarium, Sclerotinia, Penicillium,
Rhizoctonia et Pythium. En 2000, pour résoudre ce probléeme, 30 produits phytosanitaires
chimiques ont éé utilisés pour 10.00 USD/m’. L’augmentation des doses de ces produits
chimique au cours des années est indispensable au bon contréle de cette culture. Face a
cette situation, un autre programme de production a été proposé dans le but de minimiser
I’usage des pegticides chimiques. En fait, I’utilisation de ces derniers a éé graduellement
remplacée par des méthodes de contrle biocompatibles. Dans un premier temps les
pesticides les plus dangereux ont été éliminés progressivement, pendant deux ans. Ensuite,
des procédures de fertilisation ont été mises en place, pour adapter le sol aux besoins des
agents microbiens de biocontrol. Le traitement biologique était principalement basé sur
I’utilisation des suspensions de Trichoderma, Metarhizum, Clonostachys, Beauveria et
Bacillus, appliquées chaque semaine pour lutter contre Botrytis et autres pathogenes.
Quand c’est nécessaire, I’huile de neem, la propolis, le phosphite et autres biopesticides
biochimiques sont utilisés. Un programme d’assainissement est maintenu dans la serre par
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élimination des parties de plantes malades. Les piéges a phéromones et le contrble
d’humidité sont aussi utilisés. Actuellement, aucun pesticide chimique n’est utilisé,
exception faite pour I’insecticide «imidaclopride». Les colts de contrble sont estimés a
3.00 USD/m?. Le succés de ce programme n’était pas seulement gréce a la substitution des
pesticides chimiques par des biopesticides, mais également par considération de différentes
pratiques culturelles (Wit et al., 2009).

Une application efficace d’'un biopesticide nécessite d’autres facteurs qu’ils doivent étre
respectés et qu’on trouve dans I’ étiquette du produit. Ceci inclut, le pH et température de la
solution microbienne préparée, les conditions de stockage, le temps d’application et le
nombre de répétitions, la durée de conservation et la compatibilité avec d’autres produits
(Filotas, 2010).

2.7.2- Bref apercu sur I’alimentation biologique

Fin 2010, 9.3 millions d’hectares (y compris les surfaces en conversion) ont éé cultivés par
219 555 exploitations selon le mode de production biologique dans les 27 Etats Membres de
I’Union Européenne et I’agriculture biologique représentait 5.1% de la superficie agricole
utilisée (SAU) en Europe. En outre, les 2/3 des surfaces bios de I’UE se situaient en Espagne,

Italie, Allemagne, France, Royaume Uni et Autriche. Cette surface bio a en moyenne,
augmenté de 6.1% en 2011 et de 10.8% en 2012 (IFOAM, 2012; Anonyme 8).

La plus grande partie des surfaces agricoles biologiques mondiales se trouvent en Océanie
(30%) suivie de I’Europe (25%) et de I’ Amérique latine (23%) (Abdellaoui, 2012). A I'échelle
mondiale, environ 37.2 millions d'hectares de terres agricoles sont certifiées selon les normes
de I'agriculture biologique, et il y a environ 1,8 million de producteurs d'aliments biologiques
certifiés (AAC, 2013).

Le marché mondial des produits biologiques, qui était auparavant un marché a créneaux a
petite échelle, a atteint une valeur de presque 63 milliards USD en 2011 (Anonyme 9).
L’ouverture des marchés occidentaux a fourni des débouchés aux agriculteurs du Sud, pour
lesquels la transition en culture biologique représente une opportunité de développement qui
leur permet d’atteindre une meilleure rentabilité (CTB, 2009). La surface des terrains
agricoles bio en Afrique et en Amérique latine, aainsi atteint 9.5 millions d’hectares, cultivés
dans 815 mille exploitations agricoles (figure7-a) et gérés par environ 61.8% de I’ensemble
des agriculteurs bio du monde (figure 7-b).
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[ Pays avec plus de 100 000 hectares en bio
B Nombre d'exploitations bio (en milliers)
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Figure 7 (a) Larépartition et la surface des terrains agricoles bio (en millions d’hectares)
et le nombre d’exploitations bio (en milliers) dans le monde. Source: IFOAM, 2012; (b)
Répartition des agriculteurs bio dans e monde. Source: Anonyme 6

En Algérie, la superficie totale des terres agricoles bio a atteint 1118.2 hectares répartis dans
59 exploitations. Ces dernieres se localisent dans les régions de Mascara, Relizane, Mila et
Biskra. Les aliments bio produits sont commercialisés par plusieurs sociétés a savoir: ONCV
(vin), SAEX (olive de table et huile d’olive), Ass producteur bio et Sarl Bionour (dattes
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Deglet Nour) et Sarl Biodatt (dattes et fruits). Plusieurs organismes certificateurs controlent la
qualité des produits bio Algériens, tels qu’Ecocert (tunisie), Ecocert (Roumanie), Ecocert et
qualité (France) (figure 8).

Mombe d'exploitations bio

superficie agricole bio (hectares)

-
i ! /

' “ i Relizane
2 HicJ'f.l:

Mascara

Figure 8 La superficie des terrains agricoles bios et le nombre d’explaitations bios dans les
différentes régions d’Algérie. Source: Abdellaoui, 2012.

En Europe, la mention «biologique» ne peut s’appliquer a un aliment que si 95% au moins de
ses ingrédients proviennent de I’agriculture biologique. Les pays de I’'UE se sont entendus
pour rédiger une réglementation commune pour ce type de production alimentaire. Les
principaux textes communautaires sont :

- Le Reglement (CE) N° 834/2007 du Conseil du 28 juin 2007 relatif a la production
biologique et al’étiquetage des produits biologiques abrogeant |e Réglement (CEE) N°
2092/91;

- Le Reglement (CE) N°889/2008 de la Commission du 5 septembre 2008 détaillant les
regles de production, d’étiquetage et de contrble, avec son premier amendement sur

les regles de productions pour la levure biologique;
- Le Réglement (CE) N° 1235/2008 du 8 décembre 2008, qui regle en détalil
I’importation de produits biologiques en provenance de paystiers (CE, 2012).

Le facteur de confiance entre producteurs e consommateurs se manifeste dans le
développement des labels bio et leurs systémes de certification. Les labels bios confirment la
conformité des produits aux différents cahiers de charges. Ces cahiers des charges sont des
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documents évolutifs, susceptibles d’étre actualisés et améliorés en permanence en fonction de
I’évolution des capacités technologiques et de la réglementation générale (CTB, 2009). On
distingue trois principaux types de « labels »: les labels officiels, les labels privés collectifs et
les marques privees individuelles. Les labels officiels, sont ceux intégrés et reconnus par la
|égislation d’un pays ou d’un groupe de pays. Le label de I’UE mis en vigueur depuis juillet
2010 et le label AB (Agriculture Biologique) en fait des exemples. Les labels privés collectifs
sont établis par des ONG, des associations de défense du bio ou des associations
professionnelles, comme en Belgique pour le label Biogarantie. Les marques privées
individuelles sont congues par un fabricant ou un distributeur. La plupart des grandes
distributions disposent de leur marque, comme « Bio-Time » pour Colruyt ou « Bio » chez
Delhaize ou encore « Bio, Le bien-étre de la nature » chez Carrefour (figure 9).

2 AR

AGRICULTURE
BIOLOGIQUE

iz
9

Label UE Label

Label
France i
Belgique
M.Q
=S QN.\.;[ REE
Delhaize
Lable
Belgique

Figure 9 Les différents labels bio européens: Officiels (labe UE, AB
France) ; privés collectifs (biogarentie et nature & progrés- Belgique) et
privées individuelles (bio-delhaize et biotime colruyt). Source: CTB,
2009).
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2.8- Leslipopeptides. Structure, classification et rdles dans le phénomene
du biocontrdle

2.8.1-Structure des lipopeptides

Les lipopeptides (LPs) se composent d’un cycle peptidique lié a une chaine d’acide gras. |l
existe trois grandes familles de LPs. surfactines, iturines et fengycines dont la structure
générale est un cycle peptidique de 7 L- et D-acides a-aminés (iturines et surfactine) ou 10 L-
et D-acides a-aminés. (fengycine et plipastatine) (Ongena et Jacques, 2008). Les lipopeptides
sont synthétisés par des peptides non ribosomaux synthétases (NRPSs) par le processus de
«thiotemplate». En revanche, les polyketides synthétase (PKS) et les acides gras synthétases
interviennent aussi dans la synthése de la famille des iturines par le processus de «PKS/NRPS
template» (Duitman et al., 1999; Tsuge et al., 2001; Hansen et al., 2007).

La famille des surfactines englobe les variantes héptapeptidiques d’esperine, lichenysine,
pumilacidine et de surfactine. Le cycle héptapeptidique est directement lié a une longue
chaine hydrocarbonée (C12-C16), par une liaison ester.

L’iturine A et C, bacillomycine D, F et L, et la mycosubtiline sont les six principales variantes
de la famille des iturines. Dans le cas des iturines, I”’héptapeptide est lié a |’acide gras (C14—

C17) par une liaison amide.

La troisieme famille comprend les fengycine A et B, ou plipastatine, si le Tyrg est de
configuration D. C’est un acyldécapeptide cycliqgue formant une structure lactonique
congtituée d’une chaine d’acide gras 3-hydroxylée ayant 14 a 19 atomes de carbone liée a
I’acide a-aminé (L-Glu). Contrairement aux surfactines ou la liaison ester est formée entre
I’acide a-aminé C-terminal et le groupement hydroxyl de I’acide gras, la connexion de I’acide
a-aminé C-terminal de la fengycine se fait avec le résidu Tyrs de la séquence d’acides aminés
(figure 10).
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Figure 10 Structure de différentes variétés des trois familles de lipopeptides (a) iturines, (b)
fengycines (C14-C18) e (c) surfactines (C12-C16).

Yu Li et al. (2012) et Pathak et al. (2012) ont décrit de nouvelles classes de fengycines, a
savoir fengycine A-C19, fengycine C:C15 — C18, fengycine D: C15 —C18 et fengycine S
C15-C18 (figure 11-a) et fengycine A2, B2 et C (figure 11-b), respectivement.
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Figure 11 Structure de nouvelles variétés de fengycines (a):
décrites par Yu Li et al., 2012 et (b): décrites par Pathak et al.,
2012.

2.8.2- ROles des lipopeptides liés au biocontrole

Les lipopeptides interviennent dans plusieurs mécanismes de biocontrdle développés par les
bactéries du genre Bacillus (figure 12). Ces mécanismes sont évoqués ci dessous:

2.8.2.1- 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 microcolonies 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
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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 réle des surfactines dans la formation d’un
biofilme stable, de la souche B. subtilis 6051 sur les racines d’Arabidopsis (Bais et al., 2004).
La suppression de I’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 |'adhésion cellulaire et / ou la formation de
biofilm pourrait sexpliquer par sa topologie 3D, qui renforce son caractére amphiphile par
rapport aux autres familles de LPS (Bonmatin et al., 2003; Peypoux, 1999). Les colonies
bactériennes se déplacent sur laracine pour atteindre la niche la plus riche en nutriments. Ceci
s’effectue par le phénomeéne de «swarmingy. |l 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 éé récemment démontré que les
surfactines et les mycosubtilines fonctionnent comme des agents mouillants, en réduisant la
tension de surface (Leclere et al., 2006).

2.8.2.2- Antagonisme

Les activités antimicrobiennes des trois familles de lipopeptides ont éé largement mises en
évidence in vitro. En revanche, peu d’études associent le biocontrdle a la production in planta
des lipopeptides. L iturine 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 6633 a
auss conduit & une réduction de I’infection des plantules de tomate par Pythium
aphanidermatum (Leclére et al., 2005). La contribution des iturines et des fengycines dans le
contréle 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 réduction 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
(KP$46).Le Bacillus subtilis GA1 qui produit de quantités importantes de lipopeptides et
plusieurs homologues de fengycines protége les fruits de pomme contre Botrytis cinerea. Le
réle des fengycines a été démontré par traitement des fruits par des extraits enrichis et par
récupération de ce lipopeptide, des zones d’inhibitions sur les fruits traités (Touré et al.,
2004).
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2.8.2.3- Induction du systéme de défense des plantes

L’implication des LPs dans le phénomene d’ISR a éé démontrée sur divers pathosystémes
gréce a I'utilisation de LPs purifiés ou via I’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 génes de fengycines et de surfactines par le B. subtilis 168 est associé a I’induction d’ISR
dans des plantes de tomates et de soja (Ongenaet al., 2007). Le traitement des suspensions de
cellules de tabac avec la surfactine seule, induit aussi des réactions immunitaires comme la
phosphorylation, I’alcalinisation extracellulaire Ca®* dépendante et le burst oxydative, sans
provoquer la mort des cellules (Jourdan et al., 2009).

Surfacting Hurins Fengycins

) J } | ! J |
Biofilmipelllcle  Spreading Antl-bacterial Antl-fungal Signal for plant cells

Soi ocaialon

¥
: E
Pathogan

} Resigtance
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Rhizosphere competence Direct inhibition of phytopathogens Host plant immunization

Figure 12 Rdle des trios familles de lipopeptides dans (A): colonisation des racines et
formation de biofilms, (B) Antibiose directe par inhibition de croissances des
phytopathogénes; (C) Induction du systéme immunitaire de la plante (ISR). Source:
Ongena et al., 2007.
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MATERIEL ET METHODES

3- Matérid et méthodes

Les bactéries du genre Bacillus sont largement utilisées comme biopesticides, pour
augmenter le rendement des cultures agricoles. La caractérisation phénotypique et
génotypique de ce genre bactérien est largement étudié, sur des bactéries isolées a partir de la
rhizosphére des plantes cultivées dans des champs agricoles (Beneduzi et al., 2008; Pamela et
al., 2010; Aris et al., 2011). En revanche, le but principal du présent travail est d’étudier les
capacités de phytostimulation et de biocontréle, in vitro et in situ, des bactéries du genre
Bacillus, isolées de divers environnements de I’Est Algérien, en I’occurrence, le lac salé; la
source thermale et la rhizosphere d’une plante médicinale cultivée en serre.

3.1- Echantillonnage
Les échantillons explorés dans cette éude, sont prélevés stérilement, a partir de trois sites
situés a I’Est Algérien, a savoir :
L’eau du lac salé d’ Ain M’lila et larhizosphére d’une plante située a sa proximité;
L’eau de la source thermale d’Oued El Athmanya et le sol situé a sa proximité;
La rhizosphere de la plante médicinale Calendula officinalis, cultivée en serre dans la
région de Sétif.

3.2- Analyses physicochimiques des echantillons préeveés

Les analyses physicochimiques des échantillons du sol et d’eau prélevés dans cette éude, sont
élaborées par le Laboratoire de Chimie des Sols, Agence Nationale des Ressources
Hydrauliques, Antenne Régionale Est, Constantine (ANRH, Zone industrielle Palma,
Congtantine). Les analyses effectuées concernent les paramétres suivant: le pH, la
conductivité électrique, le taux de la matiére organique et la concentration de certains sels
minéraux a savoir: le calcium, le magnésium, le sodium, le potassium, les sulfates et les

chlorures.

3.3- Isolement des bactéries du genre Bacillus

Un gramme de chaque échantillon d’eau et du sol préleve, est dilué dans 9 mL d’eau
physiologique stérile. Ensuite, la solution obtenue subit un traitement thermique a 80°C
pendant 12 minutes. Ce traitement & la chaleur sert a éiminer toutes les formes végétatives et
a récupérer la flore sporulée. 100pL de chague dilution traitée sont inoculés a la surface du

milieu gélosé Luria-Bertani (LB: annexe 1.1). Les boites sont, ensuite, incubées a 30°C
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pendant 24h et toute la flore bactérienne sporulée, aérobie anaérobies facultative, est obtenue
(Seldin et al., 1983). Celle-ci, correspond aux différentes bactéries formatrices d’endospores
(endospore forming bacteria), y compris le genre Bacillus. Les souches bactériennes isolées

sont, ultérieurement, conservées sur des billes & -80°C pour usage subséquent.

3.4- Sélection de souches antifongiques

La capacité des bactéries isolées a inhiber le développement de certaines moisissures
phytopathogénes est testée, sur milieu Potato Dextrose Agar (PDA: annexe 1.2), en boites de
Pétri. Les moisissures test sont: Alternaria alternata, Aspergillus niger, Botrytis cinerea,
Cladosporium cucumerinium et Fusarium oxysporum. 5uL de suspension de chaque isolat
(10"cellules/mL) est déposés sur la gélose et un morceau de PDA contenant la moisissure
préalablement développée, coupé par un perforateur stérile et déposé a 3.5 cm de distance par
rapport a l’isolat testé. Des boites inoculées seulement avec des moisissures ont servi comme
témoin. Les boites inoculées sont incubées a température ambiante pendant 2 a 7 jours, selon
la moisissure testée. L’antagonisme développé est estimé par le calcul du pourcentage
d’inhibition de la croissance des moisissures par rapport aux boites témoin, selon la formule:
(C-CIC) x100 ou C:: la croissance de la moisissure en absence de I’isolat bactérien; C: la
croissance de la moisissure en présence de I’isolat bactérien (Toure et al., 2004). Les
moyennes + déviations standards des taux d’inhibition sont calculés a partir de trois
répétitions pour chaque moisissure et isolat bactérien testé.

3.5- Identification des souches de Bacillus sélectionnées

L’ appartenance des bactéries isolées par traitement thermique au genre Bacillus est confirmée
par des tests préliminaires, en |I’occurrence: I’aspect microscopique, la coloration de Gram, le
test oxydase, le test catalase (Madigan et Martinko, 2007) et la coloration de spore au vert de
Malachite (Prescott et al., 2007). L’identification moléculaire des bactéries isolées est réalisée
par des analyses d’ADN-16S et du gene de la gyrase A (gyr-A: topoisomérase type | 1).

3.5.1- Extraction deI’ADN

L’ADN génomique est extrait a partir des cultures liquides des isolats de Bacillus, par le kit
«Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega)», selon le protocole suivant: un millilitre
de chaque culture bactérienne est d’abord centrifugé a 13.000-16.000 x g pendant 2 minutes et
le surnageant obtenu est éliminé. Ensuite, le culot cellulaire récupéré est suspendu dans
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480uL d’acide éthylene diamine tétra-acétique (EDTA 50mM). Apres, 120ul de I’enzyme
Iytique (lysozyme) sont rajoutés et le mélange obtenu est incubé & 37°C pendant 30 a 60
minutes. De plus, 600uL de «nuclei lysis solution» sont rajoutés et mélangés par pipetage et
la préparation est incubée a 80°C pendant 5Sminutes, puis refroidi a température ambiante. Les
protéines sont éliminées par précipitation en rajoutant 200 UL de «protein precipitation
solution», le mélange obtenu est incubé dans la glace pendant 5 minutes puis centrifugé a
13.000-16.000 x g pendant 2 minutes et le surnageant obtenu est récupéré. Par ailleurs, la
précipitation et la réhydratation de I’ADN sont effectuées par transférer ce surnageant dans
des tubes propres contenant 600uL d’isopropanol et les mélanger par inversion jusqu’a
I’apparition des filaments d’ADN. Le mélange obtenu est centrifugé a 13.000-16.000 x g
pendant 2 minutes et le surnageant est éiminé. Ensuite, 600 uL d’éthanol 70% sont rajoutés
et la préparation est centrifugée a 13.000-16.000 x g pendant 2 minutes et le surnageant est
éliminé. Apres, I’éhanol est aspiré et le culot est seché (tube ouvert). Enfin, I’ADN extrait est
réhydraté dans 100 uL de «DNA rehydratation solution», pendant une heure, a 65°C ou a 4°C
pendant toute la nuit.

3.5.2- Amplification des gens étudiés par PCR

L amplification des genes étudiés est réalisée par utilisation des amorces 165P0 (GAA GAG
TTT GAT CCT GGC TCAG) et 165P6 (CTA CGG CTA CCT TGTTAC GA) pour amplifier
I’ADN-16S (Venturaet al., 2001), et gyr-A.f (CAG TCA GGA AAT GCG TACGTC CTT) &
gyr-A.r (CAA GGT AAT GCT CCA GGC ATT GCT), pour amplifier lagyrase A (Roberts et
al., 1994). Le mélange réactionnel de PCR utilisé pour amplifier les deux genes étudiés
contenait: 10X taq buffer (2.5ul), 25M-MgCl2 (1.5upl), 10M-DNTP (0.4ul), amorce-f
(2.25pl), amorce-r (1.25ul), taq polymérase (0.25u1) et I’eau (42.85ul). Le programme PCR,
utilisé pour I’amplification de I’ADN-16S est le suivant: 94°C pendant10 min, puis 32 cycles
de «94°C pendantl min, 53°C pendantl min, 72°C pendant 2 min» et enfin 72°C pendant10
min. Par ailleurs, le programme d’amplification de la gyrase A est le suivant : 94°C pendant
4min, puis 36 cycles de « 94°Cpendantl min, 55°C pendantl min, 72°C pendant 2min », et
enfin 72°C pendant10 min.

3.5.3- Purification de I’ ADN
Les produits de PCR sont purifiés par le kit «GFX PCR DNA and Gel Band Purificationy,

suivant les instructions mentionnés. D’abord, 500 ul de «capture buffer type 2» sont rajoutés a
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100 ul d’ADN extrait et mixer soigneusement. Ensuite, ce mélange est mis dans la petite
colonne du Kit, puis toute la préparation dans les grands épendorfs du kit, centrifugée a 16.000
X g pendant 30s et le surnageant obtenu est éliminé. 500 pl de «wash buffer type 1» sont
rajoutés a la colonne, centrifugés a 16.000 x g pendant 30s et le liquide obtenu est jeté. Enfin,
50 ul de «elution buffer» sont rajoutés a la colonne, centrifugés a 16.000 x g pendant 30s et le
surnageant contenant I’ADN purifié est récupéré dans des petits épendorfs.

3.5.4- Séquencage des genes amplifiés et traitement des séquences

Le bon déroulement de I’extraction d’ADN et de I’amplification des deux génes étudiés est
vérifié par électrophoréese sur gel d’agarose (1%). Le séquencage des genes étudiés est réalisé
en utilisant les mémes amorces décrites ci-dessus. Les séquences obtenues sont corrigées par
le programme Bioedit (version 7.0.8.0). Les séquences corrigées sont déposées dans la banque
de donnée «Genbank» et les numéros d’accession fournis, sont résumés dans le tableau 5
(partie résultats). L’identité de chague souche bactérienne est déterminée par comparaison des
séquences de genes étudiés aux séquences précédemment publiées dans Genbank, en utilisant
le programme BlastN.

3.6- Détermination du taux de sporulation

Pour la détermination du taux de sporulation, les isolats de Bacillus sont cultivés dans des
fioles de 250 ml, contenant 50 ml du milieu optimum (milieu opt: annexe 1.3), comme décrit
par Jacques et al. (1999). Les fioles sont incubées a 30°C, sous agitation de 180 rpm, pendant
72h. La suspension bactérienne obtenue est traitée par un choc thermique a 80°C pendant 12
minutes, puis refroidi immeédiatement dans de I’eau froide. Ce traitement thermique sert atuer
toutes les formes végétatives et récupérer la flore sporulée. Des dilutions de la suspension
bactérienne traitée sont réalistées dans de I’eau peptonée stérile (annexe 1.4) et leur
concentration est estimée par la cellule de Burker. 100 ul des trois dilutions appropriées sont
inoculés dans des boites, contenant du milieu (LB) gélosé et incubées a 30°C pendant 24h.
Les boites sur lesquelles sont comptées 20 a 200 colonies sont prises en considération pour le
calcul de la concentration de spores par millilitre de «milieu opt». Cette expérience est
réalisée en trois répétitions.
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3.7- Détection de I’activité enzymatique

Les activités enzymatiques sont évaluées qualitativement sur des milieux solides (annexel.5,
1.6 et 1.7), contenant le substrat & dégrader, en I’occurrence: la chitine colloidale, le lait
lyophilisé et le carboxymethyl-cellulose (CMC), pour déecter la présence ou I’absence de la
chitinase, la protéase et la cellulase, respectivement. La présence de I’ activité enzymatique est
apparue sous forme de halos claire autour des colonies bactériennes des souches de Bacillus
testées (Ariffin et al., 2006).

3.8- Analyse des lipopeptides (LPs) par spectrométrie de masse couplée a
IP’HPLC

La production des lipopetides (LPs) est réalisée par ensemencement des souches de Bacillus
dans des fioles de 250 ml, contenant 50 ml de milieu opt (annexel.3). Les fioles sont incubées
a 30°C sous agitation de 180 rpm pendant 72h. Les cultures sont, ensuite, centrifugées a
15.000 x g pendant 20 min. Les lipopeptides (LPs) sont extraits sur la colonne C18 «solid-
phase extraction cartridges- 900 mg, Alltech» et récoltés dans de I’acétonitrile (100%). Les
extraits obtenus sont analysés par chromatographie liquide (HPLC) couplée au spectrométre
de masse (MS): «HPLC Waters Alliance 2695/diode array detector, coupled with Waters
SQD mass analyzer» (Nihorimbere et al. 2012). Le gradient d’élution utilisé dans ce travail
permet la détection des trois familles de LPs. L’eau acidifiée par de I’acide formique 0.1% et
I’acétonitrile (ACN) acidifié avec ce méme acide (0.1%) sont utilisés comme phase mobile.
Le débit d’élution est maintenu & 0.5 mL.min™ et la température de la colonne & 40°C, avec
un gradient de 35min, selon le programme suivant: (43%-80%), vol/vol ACN pendant 18
min; 100 %, vol/vol ACN pendant 9 min et 43 %, vol/vol ACN pendant 8 min. En premier
temps, les composés sont déterminés sur base des temps de rétention des standards purifiés.
Ensuite, I’identité de chague homologue de LPs est confirmée sur base de la masse dans le
«Single Quadrupole Mass Detection (SQD)», par des conditions d’electrospray ionisation,
comme source de température (130°C); température de désolvation (250°C); flux de nitrogene
(500 I/h) et voltage de cone (70 V). Le mode d’ion positif est utilisé pour I’analyse des trois

familles parce qu’un signale élevé est obtenu par rapport au mode d’ion négatif.

38



MATERIEL ET METHODES

3.9- Identification de nouvelles molécules de fengycines

Le surnageant de culture du B. amyloliquefaciens (ET) est obtenu dans le milieu «opt»
(annexel, 1.3), comme décrit ci-dessus dans la section 3.8. Ensuite, le pH a été gusté a 2 par
addition d’une solution HCI (6N), jusqu’a I’apparition d’un précipité blanc. Le mélange
obtenu est centrifugé a 11.000xg pendant 10 min et le précipité est collecté, puis suspendu
dans de I’acétonitrile (ACN 80%) pour obtenir les extraits de fengycines.

Les analyses de spectrométrie de masse couplée a I’HPLC (LC-MS), sont effectuées en
utilisant le systeme HPLC «nanoHPLC Dionex Ultimate 3000», couplé a un «Amazon speed
ETD mass spectrometer (Bruker Daltonics)». La colonne «Pepmap Acclaim 300 : C18, avec
des particules de 3um de diamétre, des pores de 300A° et des dimensions de 75 pm x 15 cm»
est utilisée dans les analyses chromatographiques, a un débit d’injection de 0.3 pl/min. 20 pl
d’extrait de fengycines sont injectés et la chromatographie est réalisée, en utilisant de I’acide
formique (A: 0.1% v/v) et I’ACN (B: 20% et 80%), comme phase mobile, avec le gradient
suivant: 00-05 min: 37.5% B; 05-27 min : 37.5-97.5% B (élution); 27-35 min: 97.5% B
(élution); 35-44 min : 97.5-100% B (lavage); 44-45 min: 100-62.5% B (lavage); 45-55 min:
62.5-100% B (lavage); 55-65 min: 100-37.5% B (retour au conditions initiales); 65-85 min:
37.5% B. Une analyse compléte MS est enregistrée dans le mode appelé «résolution
améliorée», détectant les m/z qui varient entre 200 et 1.600. Les spectres MS.MS sont
obtenus, en utilisant le mode dit «Xtreme scan» avec une méthode de fragmentation, type CID
(collision induced dissociation, rampe de 0,6-0,8 v; temps de fragmentation équivalent de 40
ms). Les données sont traitées par le logiciel 4.0 (Data Analysis Bruker).

Le séguencage du cycle peptidique des fengycines est effectué aprés son ouverture par
traitement a la base KOH. En fait, 50 uL d’extrait de fengycine sont concentrés par
évaporation en un volume final de 10 uL et 10 pL de KOH (2 M) sont rajoutés. La
préparation est incubée a 37°C sous agitation pendant une heure. Cette réaction est arrétée par
ajout de 2 pL de I’acide formique (pH 3.5). Les échantillons obtenus sont dilués 100 fois et
1 pL est injecté dans le spectrometre de masse. Les mémes parametres de LC-MS sont utilisés
pour I’analyse des formes ouvertes de fengycines.

3.10- Détection de la phytohor mone, acide indole 3 acétique (IAA)

Les isolats sont cultivés dans le milieu TGE (annexe 1.8), supplémenté de 5 mM de L-
tryptophane, avec une agitation del60 rpm, a 30°C pendant 4 jours. Les surnageants de
culture sont obtenus par centrifugation des cultures bactériennes a 13.000xg pendant 5 min.
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La détection colorimétrique de I’'lAA est effectuée en utilisant le réactif de Salkowski
(RS):0.01 M FeCl3 dans 36% H,SO, (Glickmann et Dessau, 1995). 300ul du RS sont rajoutés
a100pl de surnageant mis dans des cuvettes de spectrophotométre. Ces cuvettes sont incubées
dans I’obscurité, a température ambiante pendant 15 min. L’intensité de la coloration obtenue
est mesurée par absorbance a 535 nm dans le spectrometre. Le milieu TGE-Trp sans bactérie
mélangé avec le RS est utilise comme témoin. La concentration de I’TAA/ml dans chague
culture est déterminée par comparaison a la courbe d’éalonnage (Aris et al., 2011; Pamela et

al., 2010). Cetest et réalisé dans deux expériences indépendantes.

3.11- Test de production des sidérophores

Les précultures des souches bactériennes sont obtenues apres 24h d’incubation a 30°C et 140
rpm, dans du milieu LB (annexe 1.1). Ces précultures sont lavées trois fois avec une solution
saline (NaCl 0.9%) et des suspensions bactériennes & 10’ cellulessml sont préparées. 5ul de
chaque suspension bactérienne et 5ul d’NaCl 0.9% pour les boites témoin sont déposés a la
surface du milieu Chrome Azurol S (CAS: annexe 1.9) Agar. Les boites de CAS sont
incubées 1a 3 jours a température ambiante. La production des siderophores est indiquée par
I’apparition d’un halo jaune-orange autour des colonies. Ce test est réalisé en trois répétitions
(Husen, 2003).

3.12- Test d’antagonisme sur milieu gélosé a base d’exsudats racinaires
Comme les interactions les plus complexes et les plus importantes entre les plantes et les
microorganismes se situent dans les racines et la rhizosphere, la capacité des souches de
Bacillus a inhiber la croissance de certaines moisissures phytopathogenes sur milieu solide a
base d’exsudats de racines est étudiée. Les exsudats racinaires (ER) de tomate, de courgette et
d’haricot, sont obtenus par inoculation de 20 plantules de chaque légume dans 100 ml de
solution de Hoagland's (annexe 1.10). Toutes les cultures sont incubées dans des serres a
humidité (70%), 16h de lumiére et a différentes températures, comme mentionné ci-dessous.
Aprés 15 jours, les ER sont récupérés dans un volume final de 100ml, filtrés puis conservés a
-20°C.

L’effet antifongique des B. amyloliquefaciens (ET), B. atrophaeus (6SEL) et B. mojavensis
(9SEL) et testé visavis Alternaria alternata, sur des exsudats de tomate (S. lycopersicum cv.
Tondo rosso), de courgette (C. pepo cv. Xara) et d’haricot (P. vulgaris cv. Borlotto), obtenus
a 25°C. Par ailleurs, I’inhibition d’Alternaria sp et F. oxysporium par les souches B.
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amyloliquefaciens (9SRTS), B. subtilis subsp spizezenii (23SRTS) et B. velezensis (26SRTS),
est testée sur des exsudats de tomates (S. lycopersicum cv. Tondo rosso) obtenus a différentes
températures (15°C, 20°C, 25°C, 28°C et 35°C). Le test d’antagonisme effectué dans cette
expérience est réalisé comme décrit ci-dessus.

3.13- Production industrielle des spores de Bacillus

Les souches B.amyloliquefaciens (9SRTS); B. atrophaeus (6SEL) et B. subtilis subsp.
spizezenii (23SRTS), sont produites a I’échelle industrielle dans un bioréacteur de 500 L
(société Artechno, Liege-Belgium). Le milieu optimum (annexe 1.3), décrit par Jacques et al.
(1999), est utilisé pour la production de spores de Bacillus. La fermentation est réalisée dans
les conditions suivantes: T°=30°C, pH=7, vitesse d’agitation=140rpm et |’oxygéne dissous
(DO2=100%). La fermentation est arrétée aprés 96h, durée de culture nécessaire pour que les
souches bactériennes atteignent le taux de sporulation maximal.

3.14-Effet in situ des souches de Bacillus

3.14.1- Dans des conditions de pots

Les trois souches B.amyloliquefaciens (9SRTS), B subtilis subsp. spizezenii (23SRTYS) 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= Controle). Deux variétés de pois chiches sont utilisées, en I’occurrence,
CV. Flipe 13 90 et Mega grain tradind CO. (P): Kabuli. Il est & noter que dans le cas de la
deuxiéme variété, seulement le lot (ST-GNT) est testé, en utilisant le B.amyloliquefaciens
(9SRTYS) et le B. subtilis subsp. spizezenii (23SRTS).

Les graines sont lavées trois fois avec de I’eau ditillée stérile et séchées sur du papier filtre
stérile. Les graines sont, ensuite, traitées avec 10 ml de suspensions bactériennes a 10’
spores/mL et semées dans du sol naturellement infecté avec le pathogene Sclerotonia
sclerotium. Le traitement du sol est réalisé en pulvérisant les mémes suspensions bactriennes
dans les puits formés a la surface. Dans chague pot de 30 cm de diamétre, six graines sont
semées et les traitements effectués sont répété trois fois.

Les données concernant I’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),
avec quelques modifications.
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3.14.2- Etude au champ

Les tests en plein champ sont réalisés dans le terrain expéimental de Chaab-Elrssas, a
Congtantine (Algérie), dans la période de Juillet-Octobre 2013. Le champ est divisé en
parcelles dont la surface est de 0.8 m? avec un espace de 0.60m entre elles. Le compost
naturel est rgjouté dans chague parcelle et des puis sont formés (65 puis/parcelle) pour semer
les graines de pois chiche. 1 ml de suspension bactérienne (10" spores/mL) est pulvérisé dans
chague puis avant le semis des graines (cv. Mega grain tradind CO. (P): Kabuli), qui n’ont
pas été traitées. Dans cette expérience, les souches B.amyloliquefaciens (9SRTS), B. subtilis
subsp. spizezenii (23SRTS) et B. atrophaeus (6SEL) sont testées, en plus de la souche type B.
amyloliquefaciens (S499), fournie par le Centre Wallon de Biologie Industrielle (CWBI).
Toutes les pratiques agricoles sont appliquées (Abdel-Monaim, 2011).

3.14.3- Analyses statistiques

Le logiciel SAS (SAS Institute 2000) est utilisé pour toutes les analyses statistiques. L’effet
du traitement du sol ou des graines avec les souches de Bacillus testées est évalué par le
modéle générale linéaire (GLM). Les moyennes moindres carrées (LSM) et les erreurs
standards sont calculées, selon la procédure de Duncan.

42



Résultats




RESULTATS

4- Résultats

Ce travail porte sur la caractérisation des isolats du genre Bacillus isolés des environnements
variés de I’Est d’Algérie, dans le but de les utiliser comme agents de biocontrdle et de
phytostimulation en agriculture. Les échantillons utilisés pour cet objectif ont été prélevés de
I’eau du lac salé d” Ain M’lila et de larhizosphere d’une plante située a sa proximité; de I’eau
de la source thermale 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 (Est

Algérien).

4.1- Analyses physicochimiques des echantillons explor és
4.1.1- Echantillonsde I’eau

L’eau de la source thermale d’Oued EI Athmanya a un pH neutre (6. 97), cependant celui de
I’eau du lac salé est |égérement alcalin (7.75). Par ailleurs, I’eau du lac salé a une conductivité
électriques plus élevée que celle de I’eau de la source thermale (17.970 mS/cm vs. 2.400
mS/cm). Enfin, la contenance de I’eau du lac salé en sels minéraux (calcium, magnésium,
sodium, potassium, sulfates et chlorures), est plus importante que celle de I’eau de la source
thermale (tableaul).

Tableaul Analyses physicochimiques des échantillons de I’ eau explorés dans cette &ude

Paramétres Sour ce thermale Lac salédeAin
physicochimiques des d’Oued El M’lila
€aux Athmanya

PH 6. 97 7.75
conductivité mS/cm 2.400 17.970
Minéralisation  mg/L

globale

calcium mg/L 210.40 889.14
Magnésium mg/L 44.19 291. 96
Sodium mg/L 235.00 4500.00
potassium mg/L 9.00 31.00
carbonates mg/L 0.00 0.00
sulfates mg/L 560.00 3100.00
chlorures mg/L 270.00 4400.00

4.1.2- Echantillons du sol

La composition des échantillons du sol en matiére organique (MO) varie en fonction du site
d’échantillonnage. En effet, le sol prélevé de la rhizosphére d’une plante situé a proximité du
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lac salé contient 0.912% de MO, celui prélevé a proximité de la source thermale contient
1.462 % de MO et le sol prélevé de la rhizosphére de C. officinalis contient 3.354% de MO.
Par ailleurs, le pH de tous les sols analysés était 1égerement alcalin. Enfin, la conductivité
électrique des échantillons du sol du lac salé et de la source thermale est plus élevée par
rapport a celle du sol prélevé de larhizosphere de la plante C. officinalis, les valeurs obtenues
sont, en I’occurrence, 8.93 mS/cm et 9.60 mS/cm, respectivement, vs. 0.67 mS/cm (tableau
2).

Tableau 2 Analyses physicochimiques des échantillons du sol explorés dans cette é&ude

Echantillons Sol dela Sol situé a Sol
rhizosphéred’une proximité dela rhizosphérique
plante située a sourcethermale | deC. officinalis
proximité du lac
salé
Matiéres Organiques
Matieres % 0.912 1.462 3.3
organiques
Solution du sol

pH 8.17 7.92 7.73
CE mS/cm 8. 93 9.60 0.67

4. 2- Recherche et isolement des bactéries du genre Bacillus a activité

antifongique

La recherche des isolats par I’exploration des échantillons a abouti a I’obtention de 39 isolats
de Bacillus repartis sur les différents sites investis. Neuf souches ont été isolées du site d’Ain
M’lila, quatre du site d’Oued EI Athmanya et vingt six de la rhizosphere de Calendula
officinalis (tableau3).

Le test de I’activité antifongique appliqué sur les bactéries obtenues a révélé que 28 % des
isolats ont été sélectionnés pour leur capacité a inhiber la croissance de certaines moisissures
phytopathogénes en I’occurrence : Alternaria alternata, Aspergillus niger, Botrytis cinerea,
Cladosporium cucumerinium , Fusarium oxysporium et Fusarium sp. Etant un modele de
souches fongiques phytopathogenes les souches Botrytis cinerea, Fusarium oxysporium et
Fusarium sp.ont fait I’objet de I’ensemble des tests répétés au long de ce travail et les résultats
obtenus sont révélés par letableau 3 et la figurel.
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Tableau 3 Isolement et sélection des bactéries a activité antifongique, a partir des environnements
divers de I’Est d’Algérie (lac salé d” Ain M’lila, source thermale d’Oued EI Athmanya et la
rhizosphere de la plante Calendula officinalis).

Sites d’échantillonnage Nombretotal Codes desisolats a
des bacilles activité
isolés antifongique
Rhizosphére d’une plante située a 8 Rh2. A>- Rh2. F (2
proximité du lac salé (Ain M’lila, isolats)
Algérie)
Eau du lac salé 1 ET (1isolat)
(Ain M’lila, Algérie)
Sol situé & 1m de la source thermale 3 SEL / 6SEL/9SEL
(Oued El Athmanya, Algérie) (3 isolats)
Eau dela sourcethermale 1 Sl (1lisolat)
(Oued El Athmanya, Algérie)
Rhizosphére de la plante calendula 26 9SRTS/ 18SRTS/
officinalis (serre-Setif, Algérie) 23SRTS/ 26SRTS (4
isolats)

Figure 1 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 commercial e Bacillus amyloliquefaciens (FZB42).

Les résultats de la figure 1 révelent, en effet, que certains isolats sont plus actifs sur les
souches test en comparaison avec d’autres dans les conditions du test.

4.3- Taux d’inhibition de la croissance fongique développé par lesisolats de

Bacillus

Pour rappel le test de calcule de taux d’inhibition de la croissance fongique par les isolats
sélectionnés a été réalisé sur deux moisissures uniquement en I’occurrence F. oxysporium et
B. cinerea, éant donné que F. oxysporium et Fusarium sp. etaient trés proches dans leurs
réponses aux isolats. Les résultats de ce test ont permis de constater que les valeurs varient
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entre 39% et 84% suivant I’isolat. En effet, le meilleur effet inhibiteur a été développé par

I’isolat Rh2. F et ce, sur les deux moisissures testées et par I’isolat 9SRTS sur F. oxysporium.

Lesisolats 6SEL, 9SEL, 18SRTS, 23SRTS et 26SRTS développent un effet antagoniste moins
important sur les deux souchestest, variant entre 39% et 69% (tableau 4).

Tableau 4 Taux d’inhibition de la croissance des moisissures phytopathogénes F. oxysporium et B.

cinerea sous I’ effet des isolats testés

I solats Taux d’inhibition de la croissance fongique (%)
F. oxysporium B. cinerea
Rh2. A’ 725+25 74,2+1,4
Rh2. F 842+14 83,3+1,4
ET 70,8 £2,9 74,2+1,4
SEL 65,8+1,4 75,0+2,5
Sl 71,7+14 75,0+£2,5
6SEL 66,7+ 14 69,2 +1,4
9SEL 65,8+2,9 60,8 +£3,8
9SRTS 83+£2 65+ 2
18SRTS 66+ 3 66 + 4
23SRTS 39+£2 48+ 2
26SRTS 60+2 61+2

" Test d’antagonisme sur PDA. Les données sont exprimées comme des pourcentages de réduction
d’expansion du mycélium en présence e en absence des bactéries a activité antifongique (é&ude

comparative).

4.4- ldentification desisolats bactériens a activité antifongique

Les tests d’identification préliminaires, reposés sur I’étude morphologique et physiologique
des isolats, ont montré que tous les isolats appartiennent au genre Bacillus. En effet, ils
apparaissent au microscope optique sous forme de batonnets caractérisés par la coloration
Gram+, catalase positif, oxydase négatif et pigmentation de Malachite positive.
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L’identification moléculaire des isolats par I’analyse d’ADN-16S a montré qu’un isolat
n’appartient pas au genre Bacillus comme préconise mais il représente Paenibacillus
polymyxa. Cet isolat est obtenu de la rhizosphére de la plante de C. officinalis. Par ailleurs,
I’ensemble des autres souches appartennent au groupe Bacillus subtilis qui englobe plusieurs
especes. L’analyse des séquences de gyrase-A distingue ces espéeces les unes des autres. De ce
fait, les bacilles isolés d’Ain M’lila ont été identifiés comme étant B. amyloliquefaciens, ceux
isolés d’Oued El Athmanya appartennent aux especes, B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus et
B. mojavensis. Enfin, les bactéries isolées de la rhizosphére de C. officinalis, sont des B.
velezensis, B. amyloliquefaciens et B. subtilis subsp. spizezenii, en outre de I’espéce
précédemment citée (tableau 5). Il est a signaler que cette derniére n’a é&té constatée en tant

gu’elle, gu’apres I’identification moléculaire.

Tableau 5 Identification des souches de Bacillus a activité antifongique par analyses d’ADN -16S et

de gyrase-A et les numéros d’accession fournis par Genbank.

I solats I dentification Numeéros d’accession | Numéros d’accession
del’ADN-16S de gyrase-A
Rh2. A’ B. amyloliquefaciens KC341736 K C-204920
Rh2. F B. amyloliquefaciens KC341737 K C-204921
ET B. amyloliquefaciens KC341738 K C-204922
SEL B.amyloliquefaciens KC341739 K C-204923
6SEL B. atrophaeus KC341740 K C-204925
9SEL B. mojavensis KF156784 KF156786
Sl B. amyloliquefaciens KF156785 K C-204924
9SRTS B. amyloliquefaciens KC341744 K C462185
18SRTS Paenibacillus KC341745
polymyxa
23SRTS B. subtilis subsp. KC341746 K C312601
Spi zezenii
26SRTS B. velezensis KC341746 K C312602

4.5- Evaluation du taux de spor ulation des souches sélectionnées

Les résultats du test de sporulation de I’ensemble des souches sélectionnées sur le milieu

« opt » ont montré que la souche B. mojavensis produit a la fin de fermentation, une meilleure
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concentration de spores atteignant 27x10% spores/ml, suivie par le B. amyloliquefaciens SEL
(25x10° spores/ml), B. atrophaeus (22,7x10° spores/ml) et enfin B. velezensis qui produit 20
x10® spores/ml. En revanche, et dans les conditions testées, le taux de sporulation chez P.
polymyxa n’a pas été satisfaisant (tableau 6).

Tableau 6 Taux de sporulation des souches de Bacillus sur le milieu opt.

| solats Taux de spor ulation
(x10°® spores/ml)

B. amyloliquefaciens (Rh2. A”) 22,7+0.6

B. amyloliquefaciens (Rh2. F) 24,7+0.6

B. amyloliquefaciens (ET) 24,3+0.6

B. amyloliquefaciens (SEL) 25,0+£2.0

B. amyloliquefaciens (Sl) 24,0+£1.0

B. atrophaeus (6SEL ) 22,0+£3.0

B. mojavensis (9SEL) 27,0£1.0

B. amyloliquefaciens (9SRTYS) 25+1

P. polymyxa (18SRTYS) ND

B. subtilis subsp. spizezenii (23SRTS) 8+2

B. velezensis (26SRTS) 20+1

4.6- Production des substances antifongiques

4.6.1- Enzymes dégradant la paroi des cellules fongiques

Les souches bactériennes étudiées développent des comportements différents par rapport a
I’activité enzymatique ciblée. En effet, les résultats portés dans le tableau 7 montrent que
seules les souches de B. amyloliquefaciens éudiées sont capables de produire de la protéase.
Cependant, I’activité cellulasique est observée chez toutes les espéces de Bacillus étudiées

exceptant le B. atrophaeus qui est le seul a produire de la chitinase.
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Tableau 7 Production des enzymes dégradant la paroi des cellules fongiques (protéase, cellulase,

chitinase) par les isolats sd ectionnés

I solats Protease Cédlulase Chitinase
B. amyloliquefaciens (Rh2. A) + + -
B. amyloliquefaciens (Rh2. F) + ++ -
B. amyloliquefaciens (ET) + ++ -
B. amyloliquefaciens (SEL ) + ++ -
B. amyloliquefaciens (SI) + + -
B. atrophaeus (6SEL) - - +
B. mojavensis (9SEL ) - +++ -
B. amyloliquefaciens (9SRTS) + ++ -
P. polymyxa (18SRTYS) - ++ -
B. subtilis subsp. spizezenii - + -
(23SRTS)

B. velezensis (26SRTYS) - ++ -

"Activité enzymatique : (-) absence d’activité; (+) activité modérée; (++) activité importante; (+++)
activitéforte.

4.6.2- Leslipopeptides (L Ps)

La capacité des souches de Bacillus a produire les lipopeptides (LPs) a éé mise en évidence
par des analyses de spectrométrie de masse couplée a I’'HPLC (LC.MS), en utilisant le
systéme HPLC «Waters Alliance 2695/diode array detector», couplé a «Waters SQD mass
analyzer». La détermination de la nature des pics HPLC obtenus a été réalisée par
comparaison des rapports masse/charge (M/Z) des différents ions moléculaires (MNa'" pour
les iturines et les surfactines et MH" pour les fengycines) aux rapports M/Z des ions
lipopeptidiques précédemment décrits dans la littérature. La figure 2 illustre un exemple de
profil des analyses LC.MS de la souche B. amyloliquefaciens (Rh,.F), comprenant les pics
chromatographiques (figure 2.a) et les spectres de masse qui leurs sont correspondant
(figure2.b).
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Figure 2 Analyse des lipopeptides produits par la souche B. amyloliquefaciens (Rh2.F), par
LC.MS (@) Profil chromatographique de production des lipopeptides, iturines (4min, 5min et
7min), fengycines (8min a 13min), surfactines (23min a 26 min). (b) Spectres de masse

montrant

les M/Z des différentes molécules

lipopeptidiques

jonisées: iturines

(MNa'=1065.6, 1079.6 et 1093.6) ; fengycines (MH'= 1463.9, 1477.9, 1448.9, 1491.9,
1461.9) et surfactines (1461.9, 1030.7, 1044.7, 1058.7, 1072.8). Les ions MH™ (1450.90,
1506. 9, 1492. 9, 1519.9) peuvent correspondre a des nouvelles variantes de fengycines
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Les résultats d’analyses LC-MS ont montré que les souches de B. amyloliquefaciens isolées
d’Ain M’lila et Oued ElI Athmanya et la souche B. velezensis (26SRTS) isolée de la
rhizosphere de C. officinalis, produisent les trois familles de lipopeptides, en I’occurrence,
iturine A et bacillomycine D C;4-Cs (variantes de la famille des iturines); surfactines Ci,-Cis,
fengycines A et/ou B Cy4-Cyo (variantes de la famille des fengycines). En revanche, la
production des fengycines est absente dans le cas des souches B. subtilis subsp. spizezenii
(23SRTS), B.amyloliquefaciens (9SRTS) et B. atrophaeus (6SEL). Enfin, la production des
surfactines est détectée chez la plupart des souches exceptant le B. mojavensis (9SEL) et le P.
polymyxa (18SRTS) qui ne produit aucune famille des LPs (tableau 8).

Tableau 8 Production de lipopeptides (iturines, fengycines et surfactines) par les souches

Sélectionnées.
Souches [turine Fengycine | Surfactine
B. amyloliquefaciens (Rh2. A?) It A+* + +
B. amyloliquefaciens (Rh2. F) ItA+ + +
B. amyloliquefaciens (ET) It A+ + +
B. amyloliquefaciens (SEL) - + +
B. amyloliquefaciens (SI) ItA+ + +
B. atrophaeus (6SEL) - - +
B. mojavensis (9SEL ) - - -
B. amyloliquefaciens (9SRTS) ItA - +
P. polymyxa (18SRTYS) - - -
B. subtilis subsp. spizezenii (23SRTS) ItA+ - +
B. velezensis (26SRTS) B.D + + +

" Variantes d’iturines produites par les souches &udiées. It A: Iturine A; B.D: BacillomycineD.

Il est trés intéressant de signaler que des pics additionnels ayant de nouvelles masses
proches de celles des MH* de fengycines conventionnelles sont détectés chez les B.
amyloliquefaciens (Rh2.A’, ET, Rh2.F et Sl), isolés du lac salé et de la source thermale. Ces
masses peuvent correspondre a des molécules de fengycines conventionnelles dont I’acide
gras est insaturé ou carrément a des nouvelles variantes de fengycines, ce qui doit étre

confirmé par des analyses plus approfondies de spectrométrie de masse. La masse MH+ des

52



RESULTATS

fengycines conventionnelles et celle de nouvelles variantes détectées dans ce travail sont
résumees dans le tableau 9.

Tableau 9 Masse MH" des différents homologues de fengycines déectés chez les souches B.
amyloliquefaciens (Rh2.A’, ET, Rh2.F et Sl), isolées des environnements divers deI’Est d’Algérie.

MH™ des fengycines

conventionnelles

MH™ des fengycines dont

I’acide gras est insaturé

MH™ de nouvelles

variantes de fengycines

1435,8/1449,8/1463,8/ 1461,9/1490/1447,8/ 1481,9/1495,9/1490,9/146
1477,8/ 1491,8/ 1505,8 1461,8/ 1476/ 1489,9/ 5/1479/1492,
1504/1489,9 9/1450,9/1506, 9/
1519,9/1433/1461/
1476,9/ 1447/ 1517,9

4.6.3- Déermination de la nature de nouvelles variantes de fengycines

La souche B. amyloliquefaciens (ET) a é&é choisie au hasard pour dé&erminer la nature des
nouvelles variantes de fengycines qu’elle produit. Pour ce faire, le systéme HPLC
«nanoHPL C Dionex Ultimate 3000», couplé a un «Amazon speed ETD mass spectrometer» a
été utilisé pour effectuer des analyses de spectrométrie de masse couplée aI’HPLC (LC-MS).
En complément, une deuxieme analyse (LC-MS.MS) a été réalistée en tilisant la
fragmentation de type CID (collision-induced dissociation). La premiére analyse détermine la
masse entiére des molécules de fengycine ionisées (MH* et MH™™), alors que la deuxiéme
permet de les fragmenter en formant ce qu’on appelle des ions diagnostics. Ces derniers sont
formés selon le schéma de fragmentation mentionné ci-dessous (schéma A). La masse des
différents ions diagnostics précise ainsi le type de fengycine et la longueur de la chaine de

I’acide gras.

CH3-CH2n-CH-CO-GlWlorm{Tyr-Thr-Glu-alafval
| |

lle-Tyr-Gln-Pro

Schéma A Schéma de fragmentation des molécules de fengycine lors des
analyses spectrométriques, detype LC-MS.MS (CID).
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Les analyses LC-MS ont permis de déceler la présence des masses MH" et MH™ équivalentes
et d’autres proches de celles des fengycines conventionnelle, confirmant ainsi la capacité de la
souche B. amyloliquefaciens (ET) de produire une large diversité d’homologues de fengycines
comprenant de nouvelles variantes, comme mentionné précédemment.

L’interprétation des spectres de masse de la souche B. amyloliquefaciens (ET) obtenus par
LC-MSMS(CID), décele la présence de cinq couples d’ions diagnostics (A/B) qui
correspondent a cing types de fengycines, en I’occurrence, fengycine A (921.56/1080.69);
fengycine B (949.62/1108.71); fengycine S (980. 9/1094. 9); fengycine X (923.65/1065.72) et
fengycine Y (979.76/1093.76) (tableau 10). Les trois premiers types de fengycines ont é&é
déja décrits dans la littérature alors que, les deux derniers sont cités pour la premiere fois
danscetravail (figure 3, 4).

Il est & signaler que la majorité des homologues de fengycines produits sont a chaine
d’acide gras insaturé, comme mentionné dans le tableau 10 qui rassemble tous les résultats
obtenus par LC-MS (masses MH™ et MH™" des fengycines détectées) et par MS.MS (CID)
(masses des ions diagnostics). Par ailleurs, des nouveaux homologues de fengycines A et B,
ayant des chaines d’acides gras a 20 et a 18 atomes de carbone, respectivement, sont
décrits pour la premiérefois dansle présent travail (tableau 10).
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Figure 3 Spectres MS.MS (CID) des fengycines conventionnelles, montrant les ions
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Tableau 10 Variantes de fengycines produites par le B. amyloliquefaciens (ET), isolé du lac salé

dAInM’lila

Temps
de
rétention

MH™

MH*

lon
diagnostic
©

lon diagnostic (B)

Homologues de
fengycines

31,5min

732,46

1463,9

384,4

1080, 9

Cl6feng A

32,5min

746,48

1491,9

384,4

1108, 9

Cl6fengB

33,7 min

724,5

1447.,8

368,4

1080, 9

Cil5feng A
insatur ée

34,6 min

7315

1461,8

382,5

1080, 9

C16 feng A
insatur ée

35,3min

738,5

1476

368,4/382,4

1108, 9/1094, 9

Cil5fengB
insaturée/ C16
feng S
insatur ée

35,4 min

745,5

1489,9

382,4

1080, 9/1108, 9

Ci18feng A
insaturée/ C16
feng B
insatur ée

35,4 min

717,03

1433

368,4

1065, 9

Ci15feng X
insatur ée

35,8 min

753,5

1506

426,5

1080, 9

C19feng A

36,6 min

731

1461

368,4

1093, 9

Cl6fengyY
insatur ée

36,9 min

739

1477

368/ 382
/396

1065, 9/1093, 9

C15, Cl6 et
C17 Feng X/
FengY
insatur ée

36,9 min

752,5

1504

396

1080, 9/ 1108, 9

Cl9fengA/
ClrfengB
insatur ée

37 min

724

1447

382,4

1065, 9

C16 feng X
insatur ée

38,2 min

745,5

1489,9

410,5

1080, 9/1108, 9/

Ci18feng A
insaturée/
Cl6feng B

insatur ée

38,3 min

759,5

1518

410,5

1080, 9/1108, 9

C20feng A
insaturée/
Ci18feng B

insatur ée
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Les chromatogrammes obtenus par les analyses LC-MS montrent que les nouvelles variantes

de fengycines sont minoritaires, représentant ainsi une intensité de 10 ® versus 10”8 pour les

fengycines conventionnelles (figure 5).
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Figure 5 Exemples de chromatogrammes obtenus par les analyses LC.MS des extraits
lipopeptidiques de la souche ET (B. amyloliquefaciens). (A) fengycines conventionnelles
(MH" = 1464, 1492, 1448 et 1476). (B) Nouvelles variantes de fengycines, les ions
moléculaires mentionnésici sont (MH'= 1433, 1447 et 1518).

Les analyses MS.MS (CID) des formes fermées de fengycines donnent une faible information
sur la congtitution du cycle peptidique. En effet, cette analyse est appliquée sur des formes
ouvertes, pour préciser le changement qui a eu lieu dans la chaine peptidique. L’ouverture du
cycle peptidique par traitement des extraits de fengycines avec du KOH (2 M) n’est efficace
que sur la C16-2D fengycine A et C16-2D fengycine X.

La figure 6 montre que la séquence ouverte de la C16-2D fengycine X est pratiquement la
méme que celle de C16-2D fengycine A, sauf que sa partie C-terminale présente une
différence de 210.25 Da entre b6 et b8 ou y2 et y4 au lieu de 225.18 Da, comme il est le cas
dans la fengycine A. Ceci peut étre expliqué par la substitution de I’acide aminé glutamine
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(Q) enisoleucine (1) ou leucine (L). Cette mutation doit ére la méme pour fengycine Y mais
par rapport ala fengycine B.
La structure primaire des fengycines conventionnelles et celle de nouvelles variantes, décrite

pour la premiere fois dans ce travail est résumée dans le schéma B.
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Figure 6 Spectres LC-MS.MS (CID) de laforme ouverte de C16-2 Dafengycine A (a) et C16-
2 Dafengycine X (b).

I:H3-{:H2n-cH-Cﬂ-GIdlDrm‘l‘yr@Glu—@
|

= b a b c d
Feng A Thr Ala lle Gln
o FengB Thr  Val e Gin
FengC Thr Ala lle Gln
FengD Thr Val val Gin
|
T',I'ro Fengs  Ser Val e GlIn
Feng A2 Thr Ala Val GIn
c d Feng B2 Thr Val Ala Gln
Fengcz Thr Leuflle Val Gin
Feng X Thr Ala lle Leu/flle
Feng¥ Thr Val lle Leu/flle

Schéma B Structure primaire des fengycines conventionnelles (A, B, C, D, S, A2, B2, C2) et de
nouvelles variantes(X et Y), décrites pour la premiére fois dans cetravail.

60



RESULTATS

4.7-Testsde production de I’l AA et des sider ophores

Toutes les souches de Bacillus produisent de petites quantités d’indole 3 acide acétique (1AA)
qui varient entre 6 et 14 ug/ml, en outre, ces souches montrent une activité importante de
production de sidérophores en développant sur milieu CAS des zones jaunes-oranges allant de
7 210 mm de diamétre. Par ailleurs, il est constaté que le P. polymyxa (18SRTS) produit une
concentration largement plus importante d’lAA atteignant 53 pg/ml en comparaison avec les
premiéres souches, en revanche, cet isolat ne produit aucune trace de siderophores (tableau
11).

Tableau 11 Production de I’indole 3 acide acétique (IAA) & des siderophores par les bactéries

sél ectionnées.
[AA (ug/ml) @ Production des
Souches Bacillus siderophores (diamétre de
lazonej aune{) orange, mm)

B. amyloliquefaciens (Rh2. A”) 6,5+0,7 +++

B. amyloliquefaciens (Rh2. F) 6,5+0,7 +++

B. amyloliquefaciens (ET) 75+0,7 ot

B. amyloliquefaciens (SEL) 98+1,8 +++

B. amyloliquefaciens (S) 6,5+238 ++

B. atrophaeus (6SEL ) 95+0,7 ++

B. mojavensis (9SEL ) 11,5+0,7 ++

B. amyloliquefaciens (9SRTS) 7+2 +++

P. polymyxa (18SRTS) 53+2 -

B. subtilis subsp. spizezenii 14+1 ot
(23SRTY9)

B. velezensis (26SRTS) 61 +++

#Echelle colorimétrique de production de I’lAA, |es données représentent des moyennest des erreurs
standards. ® Production des siderophores sur milieu chrom azurol S (- absence de production, +
présence de production avec 1-5 mm de diametre de zone jaune orange, ++ 6-10 mm e +++ >
10 mm).

61



RESULTATS

4.8- L activité antifongique développée par les bactéries sélectionnées sur

les exsudatsracinaires

Les interactions les plus complexes et les plus importantes entre les plantes et les
microorganismes se situent dans les racines et la partie du sol adjacentes en I’occurrence la
rhizosphére. La capacité de certaines souches de Bacillus a inhiber la croissance de certaines
moisissures phytopathogénes sur milieu solide a base d’exsudats racinaires de diverses
plantes, obtenus a différentes températures, est &udiée dans le présent travail.

Les souches B. amyloliquefaciens (ET), B. atrophaeus (6SEL) et B. mojavensis (9SEL)
Saverent capables de développer un effet antagoniste vis-avis d’Alternaria alternata sur
divers milieux solides, dont la seule source de carbone et d’azote est, principalement, des
exsudats racinaires de tomate (S. lycopersicum), de courgette (C. pepo cv. Xara) et d’haricot
(P. wulgaris cv. Borlotto), obtenus a 25°C. Le meilleur antagonisme est observé chez les
souches B. amyloliquefaciens (ET) et B. atrophaeus (6SEL) sur les exsudats de tomate. En
effet, les taux d’inhibition atteint 56% et 54%, respectivement. En revanche, le B. atrophaeus
(6SEL), ne manifeste aucun effet inhibiteur contre A. alternata, sur les exsudats d’haricot
(figure 7).

Taux d'inhibition
d’Alternaria. alfernata
(%)

70
= Haricot

60 ] = Courgette
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ET 65EL 95EL
Souches de Bacillus

Figure 7 Antagonisme développé par les souches B. amyloliquefaciens (ET), B.
atrophaeus (6SEL) et B. mojavensis (9SEL) contre A. alternata, sur les exsudats
racinaires de tomate, de courgette et d’haricot, obtenus a 20°C.
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Par ailleurs, les souches B. amyloliquefaciens (9SRTS), B. subtilis subsp. spizizenii (23SRTYS)
et B. velezensis (26SRTS), développent un effet inhibiteur vis-a-vis de F. oxysporium et de A.
alternata, sur des exsudats de tomates (S. lycopersicum cv. Tondo rosso), obtenus a 15°C,
20°C, 28°C et 35°C. Le meilleur taux d’inhibition contre A. alternata est observé dans les
exsudats de tomate développée a 15°C. En revanche, les exsudats de tomate développée a
35°C représentent les meilleures conditions pour inhiber la croissance de F. oxysporium par
les souches étudiées. Enfin, le P. polymyxa (18SRTS) et le B. subtilis subsp. spizezenii
(23SRTS) n’ont pas d’effet inhibiteur contre F. oxysporium, sur les exsudats de tomate
développée a 20°C et a 28°C (figure 8).

d'inhibition (%0)
80 (
- B  OSRTS-A. alternata
" B 18SRTS-A. alternata

a)
[

15°C 20°C 28°C 35°C
70 9
| ®
60 4 =
S0 A
40 - B 9SRTS- F. oxysporium
30 m 18SRTS- F. oxysporium
20 4 BSRTS-F. oxysporium
l‘j | ] I
0 4+ — : e i
15°C 20°C 8°C 35°C

Figur e 8 Effet inhibiteur des souches B. amyloliquefaciens (9SRTS), B. subtilis subsp.
spizizenii (23SRTS) et B. velezensis (26SRTS) vis a vis (a) A. alternata et (b) F.
oxysporium, sur les exsudats de tomate cultivée a différentes températures (15°, 20°C,
28°C et 35°C)
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4.9- Production des souches de Bacillus a I’échelle industrielle

Dans le but de tester I’éventuelle commercialisation des souches sélectionnées. Certaines
bactéries sélectionnées ont fait I’objet de production en fermenteur. En effet, les souches
B.amyloliquefaciens (9SRTS); B. atrophaeus (6SEL) et B. subtilis subsp. spizezenii
(23SRTS), sont produites a I’échelle industrielle dans un bioréacteur de 500 L (Société
Artechno, Liege-Belgique). Ces souches produisent a la fin de la durée de fermentation des
concentrations importantes de spores variant entre 8 x 10° et 1 x 10 spores/ml. En outre,
I’importance des ces souches réside dans le fait qu’elles résistent alareformulation des spores
en une poudre par lyophilisation. En effet, la concentration de cellules vivantes par gramme
de produit lyophilisé est jugée trés satisfaisante, et varie de 6 x 10° & 1,2 x 10" cellules/g
(tableau 12).

Tableau 12 Evaluation de la DO, de la matiére séche et de la flore totale et sporulée, a la fin de la

durée de fermentation des souches de Bacillus dans le bioréacteur de 500 L, et estimation de la
concentration de cellules vivantes apres lyophilisation.

Souches DO/ml | Matiere Floretotale Flore Cédlules/g
bactériennes seche (Célules/ml) sporulée de poudre
)
(spores/ml)
B. 22 4 1,5x 10" 1x 10" 1,2 x 10"
amyloliquefaciens
(9SRTS)
B. subtilis subsp. 24 35 9x10° 8,5x 10° 7 x 10"
Spi zezenii
(23SRTYS)
B. atrophaeus 20 4 9x10° 8x 10° 6 x 10°
(6SEL)

4.10- Testsin situ sur le pois chiche

4.10.1- Dansles conditions de pots
4.10.1.1-Variété CV. Flipe 13 90

En général, 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.
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atrophaeus (6SEL), & concentration de 10’ spores/ml, a permis la promotion et la protection
des plantes utilisées dans I’expérience (figure 9).

Figure 9 Effet du traitement du sol naturellement infecté par Sclerotonia sclerotiorum, avec les
suspensions (10" spores/ml) de souches B. amyloliquefaciens (9SRTS) et B. subtilis subsp.
spizezenii (23SRTS) sur la taille et le taux de maladie des plantes de pois chiche (varié&é CV.
Flipe 13 90), aprés un mois de semis.

La meilleure protection des plantes de pois chiches (variété: CV. Flipe 13 90) est observée
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) e (23SRTS), est
significativement (P<0.01) plus bas 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
traité- graines traitées. SNT-GT» ou lataille des plantes atteint 16 et 15cm versus 10cm dans
le lot témoin (tableau 13). Enfin, aucune différence significative n’est observée dans le taux de
germination des graines de pois chiches, entre les lotstraités et le lot témoin.
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Tableau 13 Effet des souches B. amyloliquefaciens (9SRTS), B. subtilis subsp. spizezenii (23SRTS) et
B. atrophaeus (6SEL), sur lataille et le taux de maladie des plantes de pois chiche (variéé: CV. Flipe
13 90), estimés aprés un moi de semis.

Taux de maladie Tailles des plantes (cm)
Souches de ST-GT SNT-GT ST-GNT ST-GT SNT-GT ST-
Bacillus GNT
9SRTS 40+ 5% 36+ 5° O+ 4P 14+ 1® 16+£1° | 13+05°
23SRTS 61+6°% | 42+10° 8 +4° 14 +1° 15+ 1@ 1141 °
6SEL 14+ 6° 46+ 5° 18+ 4° 14 +1%® 14 +1° 12+ 1°
Témoin 63+ 4° 63 +4° 63 +4° 10+ 0.5° | 10+0.5° | 10+ 0.5°

" Différentes |ettres dans la méme colonne montrent I’effet significatif (P<0.05) des traitements des
Bacillus par rapport au témoin, alors que les différentes lettres dans la méme ligne montre la différence
d’effets entre les différents types de traitements réalisés. Plusieurs lots de traitement avec les souches
de Bacillus ont é&é effectués sur les graines et/ou sur le sol. ST-GT : sol traité-graines traitées/SNT -
GT : sol non traité graines traitées/ST-GNT : sol traité-graines non traitées/ Témoin : sol non traité
graines non traitées.

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

Du fait que, la meilleure protection de plantes de pois chiche variété: CV. Flipe 13 90 est
observée dans le lot «sol traité-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’sporessml) de souches B.
amyloliquefaciens (9SRTS), B. subtilis subsp. spizezenii (23SRTS) et B. atrophaeus (6SEL).
Les résultats obtenus montrent qu’aprés un mois de semis, seulement, le traitement avec la
souche B. amyloliquefaciens (9SRTS) a un effet significatif sur le poids des racines et le taux
de protection (figure 10). Du coup, le poids des racines et le taux protection versus le témoin
sont 0,31g vs. 0,066g et 41% vs. 74%, respectivement. En revanche, aucun effet significatif
(P>0.05) n’est observé sur la taille des plantes. |l est a signaler que I’étude du paramétre
«poids des racines», dans cette partie, est effectué grace a la facilité de manipulation des
recines de la variété de pois chiche Mega grain tradind CO. (P): Kabuli. Enfin, les
traitements effectués n’ont pas d’influence sur le taux de germination des graines du pois
chiche, par rapport au lot témoin.
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Figure 10 Effet du traitement du sol naturelement infecté par S. sclerotiorum, par des
suspensions de (10’spores/ml) des souches B. amyloliquefaciens (9SRTS) et B. subtilis
subsp. spizezenii (23SRTS), sur la croissance et la protection des plantes de pois
chiches, variété: Mega grain tradind CO. (P) : Kabuli (a) et le développement de
leursracines (b).

4.10.2- En plein champ

Le test in Situ des souches B. amyloliquefaciens (9SRTS), B. subtilis subsp. spizezenii
(23SRTS), B. atrophaeus (6SEL) et la souche de référence B. amyloliquefaciens (S499), en
plein champ est réalisé a Constantine (Algérie) pendant la période de Juillet- Octobre 2013.
Pour rappel, les traitements sont effectués par pulvérisation d’un millilitre des suspensions
bactériennes (10 spores/ml) dans le sol avant le semis des graines de pois chiche (variété:
Mega grain tradind CO. (P): Kabuli. Les souches bactériennes testées ont un effet
significatif sur la taille des plantes, apres 4 semaines de semis. En effet, les plantes atteignent
21.59; 23.11e 20.80cm dans les lots traité par B. amyloliquefaciens (S499), B.
amyloliquefaciens (9SRTS) et B. atrophaeus (6SEL ), respectivement, versus 17,63 cm dans le
lot témoin. En revanche, aprés 10 semaines de culture, seulement les plantes du lot traité avec
le B. amyloliquefaciens (9SRTYS) atteignent des tailles significativement importantes par
rapport au témoin (tableau 14). Par ailleurs, le taux de germination des graines est meilleur
dans les lots traités, par rapport au lot témoin, sauf dans le lot traité par le B. subtilis subsp.
spizezenii (23SRTS) qui ne manifesté aucun effet. En effet, le nombre de plantes dans les lots
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traités par B. amyloliquefaciens ($499), B. amyloliquefaciens (9SRTS) et B. atrophaeus
(6SEL) atteignent 45, 41 et 37 plantes, respectivement, versus. 27 plantes dans le lot témoin,

apreés 10 semaines de semis (figure 11).

Tableau 14 Moyennes moindres carrée de la taille des plantes + Erreurs Standards, calculés aprés

4semaines et 6 semaines de semis, en plein champ a Constantine (Algérie).

Taille des plantes (cm)

Période 499 9SRTS 6SEL 23SRTS Témoin
Semaine4 | 21,59+0,93"" | 23,11+0,93° | 20,80+1,03° | 16,96+1,16° | 17,63+1,14°
Semaine 10 | 31,42+0,92® | 3543+0,93° | 32,15+0,93° | 28,72+1,19° | 32,13+1,14°

" Différentes lettres sur laméme ligne indiquent une différence significative au seuil de p<0,05

Figure 11 Effet du traitement du sol avec les suspensions des souches B. amyloliquefaciens
($499), B. amylaliquefaciens (9SRTS) et B. atrophaeus (6SEL) sur le taux de germination
des graines ¢ la taille des plantes de pois chiches (variété: Mega grain tradind CO. (P) :
Kabuli), aprés un moi de semis.

En général, les plantes de pois chiches dans tous les lots ne montrent aucun symptéme
maladif pendant toute la période de culture (du semis a la récolte). Cependant, quelques
feuilles d’'un nombre limité de plantes uniquement jaunissent (figure 12).
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Figure 12 Symptémes de maladie qui a apparu dans quelques plantes dans le champ de
pois chiche (variété : Mega grain tradind CO. (P) : Kabuli).

Les traitements Bacillus n’ont pas d’effet significatif (P>0.05) sur la masse des racines et le
nombre de fruits par plante, estimé le jour de la récolte. La masse racinaire varie entre 0,879
et 1,369 (tableau 15) et le nombre de fruits par plante est entre 6,47 et 7,04 (tableau 16).

Tableau 15 Moyennes moindres carrés du poids des racines + Erreur Standard, estimé aprés 10
semaines de semis du pois chiche (variété : Mega grain tradind CO. (P) : Kabuli).

Poids desracines (g)
Souches 3499 9SRTS 6SEL 23SRTS Témoin
Poids 1,02+0,16®" 1,08+0,16% 0,87+0,16° | 1,36+0,16* | 1,09+0,16%®

" Lettres différentes sur laméme ligne indiquent une différence significative au seuil de p<0,05

Tableau 16 Nombre moyen de graines de pois chiche par plantes alarécolte.

Lots Nombr e moyen de fruits par
plante
Témoin 7,04°+ 0,66
$499 4,75°+ 0,50
9SRTS 6,74%+ 0,56
6SEL 6,47+ 0,60
23SRTS 6,96+ 0,67

" Lettres différentes sur la méme colonne indiquent une différence significative au seuil de p<0,05, les
données représentent des moyennes moindres carrés + erreurs standards.

Comme les souches de Bacillus testées ont un effet positif sur la germination des graines, le
rendement de la récolte est meilleur dans les lots traités. Le meilleur rendement est observé
dans le lot traité par le B.amyloliquefaciens (9SRTS) qui assure une productivité de 153 g
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versus 114 g de graines de pois chiches comptées dans le lot témoin. Ces résultats sont
équivalents de .6.5 gt versus 5.7qt par hectare (tableau 17).

Tableau 17 Nombre et poids de I’ensemble de graines de pois chiche récoltées

Traitements $499 9SRTS 6SEL 23SRTS Témoin
Nombrede

graines 209 236 194 167 176

r écoltées

Poids du pois

chicherécolté 136 153 126 108 114
(9
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5- Discussion

L’expansion rapide de la population mondiale que la terre a connue pendant le XXe siecle a
conduit a I’apparition de la révolution agricole qui a fait appel a I’utilisation intensive des
organismes génétiqguement modifiés (OGM), des engrais et des pesticides chimiques
(Cartillier, 1977). Ceci a provoqué beaucoup de nuisances et d’effets négatifs, sur
I’environnement et par conséquent sur la santé de I’homme. (Bruinsma, 2009 ; Tilman et al.,
2002).

L agriculture biologique a éé adoptée comme solution alternative a I’agriculture intensive,
dans le but de diminuer les risques liés a I’usage des pesticides. |l s’agit d’une politique
agraire qui exclut I’utilisation des produits phytosanitaire chimiques et utilise des traitements
naturels dits « Biopesticides » (COLEACP, 2011). Le genre Bacillus appartient au groupe de
rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPRs: plant growth promoting
rhizobacteria), largement utilisées en agriculture comme agents naturels de biocontrole
(McSpadden- Gardener, 2004).

La caractérisation des bactéries du genre Bacillus, pour leur capacités de promotion et de
protection des plantes, in vitro et in sSitu, a éé réalisée sur des souches isolées de la
rhizososphére de diverses cultures agricoles (Beneduzi et al., 2008; Pamela et al., 2010 ; Aris
et al., 2011). En revanche, les souches de Bacillus étudiées dans le présent travail, sont isolées
des environnements divers de I’Est d’Algérie, a savoir : I’eau du lac salé d’Ain M’lila et la
rhizosphere d’une plante située a sa proximité; I’eau de la source thermale d’Oued El
Athmanya et le sol situé a sa proximité et la rhizosphére de la plante médicinale Calendula
officinalis, cultivée en serre dans la région de Setif. Les sites d’échantillonnage sont choisis
par rapport a leur importance. En effet, les milieux particuliers explorés dans cette éude
congtituent une source écologique importante d’isolement des microorganismes résistants,
ayant des caractéristiques phénotypiques et génotypiques particulieres comme il a été
préconisé par De Carvalho et Pedro, (2010); Dib et al., (2009) gu’ont exploré des milieux
similaires. Par ailleurs, la plante C. officinalis est une herbe médicinale importante, menacée
par des pertes significatives causees par diverses moisissures phytopathogénes (Muley et al.,
2009 ; Pieta,1991).
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Il est intéressant de noter que, I’ensemble des échantillons du lac salé et de la source thermale,
prélevés dans ce travail, appartiennent a des écosystemes extrémes. En effet, L’interprétation
des valeurs de la conductivité électrique (CE), a permis de montrer que I’eau du lac salé
possede 17.970 mS/ cm, le sol environnant du lac salé englobe 8. 93 mS/ cm et le sol
environnant de la source thermale renferme 9.60 mS/ cm, ce qui prouve qu’ils sont
extrémement salés, selon la classification de Richard. (1969). Par ailleurs, la température de
I’eau de la source thermale d’Oued El Alathmanya est tres élevée, atteignant ainsi 80°C
(Leghlimi, 2013). En complément, les échantillons du sol prélevés de ces milieux extréme
contiennent un taux négligeable de matieres organique en comparaison avec le sol prélevé de
larhizosphere de la plante C. officinalis.

Le genre Bacillus représente un large nombre de microorganismes communément isolés du
sol et du sol rhizosphériques (Liu et al., 2010 ; McSpadden- Gardener, 2004 ). En effet,
I’exploration des échantillons, récoltés dans le présent travail, a abouti a I’isolement de 39
isolats de Bacillus repartis sur les différents sites investis. Neuf souches sont isolées du site
d’Ain M’lila, quatre du site d’Oued ElI Athmanya et vingt six de la rhizosphére de C.
officinalis. La présence des bactéries formatrices d’endospores (endospores forming bacteria)
dont le genre Bacillus fait partie, dans les lacs salés, les sources thermales et la rhizosphére de
certaines plantes médicinales, a été précédemment citée par quelques auteurs. Ainsi,
Ebrahiminezhad et al. (2011) ont isolé a partir du lac salé de Maharloo des souches
appartenant a Bacillus endophyticus, Bacillus thuringiensis, Bacillus pumilus, Bacillus
smplex, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus vallismortis, Bacillus aquimaris et
Paenibacillus sp. En outre, les souches bactériennes, Anoxybacillus flavithermus, Geobacillus
stearothermophilus et Bacillus licheniformis ont éé isolées a partir de la source thermale
Savusa de Fiji (Vinay, 2008). Enfin, Koberl et al. (2012) ont révélé la présence des souches
de Bacillus sp. et Paenibacillus sp. dans la rhizosphere d’un ensemble de plantes médicinales,
incluant Matricaria chamomilla, Calendula officinalis et Solanum distichum.

Le test d’antagonisme effectué dans le présent travail, sur PDA, a permis de sélectionner
onze isolats développant une activité antifongique vis-avis de certaines moisissures
phytopathogénes en I’occurrence : Alternaria alternata, Aspergillus niger, Botrytis cinerea,
Cladosporium cucumerinium, Fusarium oxysporium et Fusarium sp. Plusieurs études ont

décrit les effets antifongiques, in vitro, des souches de Bacillus sp. vis a vis d’une panoplie de
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moisissures phytopathogenes (Schippers et al., 1992,Jongsik et Kyung, 2000 ; Gong et al.,
2006 ; Ongena et al.,2007).

Le calcul de taux d’inhibition de la croissance fongique par les isolats sélectionnés réalisé a
titre d’exemple, sur F. oxysporium et B. cinerea, a permis de constater que sa valeur varie
entre 39% et 84% suivant I’isolat. Sur la méme idée Toure et al. (2004) ont trouve que le taux
d’inhibition de la croissance de F. oxysporium et B. cinerea par la souche B.
amyloliguefaciens (GAL) était 58% et 70%, respectivement, et ceci révele I’importance de
certaines des souches sélectionnées dans ce travail.

Les tests d’identification préliminaires, morphologique et physiologique des isolats
sélectionnés, ont confirmé que tous les isolats appartiennent au genre Bacillus. Néanmoins,
I’identification moléculaire des isolats par I’analyse d’ADN 16S a montré qu’un des isolats
n’appartient pas au genre Bacillus comme préconisé mais, il représente Paenibacillus
polymyxa. Les autres isolats représentant le genre Bacillus appartiennent en réalité au groupe
Bacillus subtilis qui englobe plusieurs espéces. En complément, I’analyse des séquences de
gyrase A distingue ces espéces les unes des autres. De ce fait, les bacilles isolés d’Ain M’lila
sont identifiés comme étant B. amyloliquefaciens, ceux isolés d’Oued EI Athmanya
appartiennent aux espéces, B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus et B. mojavensis. Enfin, les
bactéries isolées de la rhizosphére de C. officinalis, sont des B. velezenss, B.
amyloliquefaciens et B. subtilis subsp. spizezenii, en outre de I’espece précédemment citée.

Sous des conditions de limitation de nutriments, le groupe “Bacillus subtilis” entame un
processus de différentiation qui convertit la forme végétative des cellules en spores. Cette
forme résiste aux différents types de stress physicochimique, ce qui facilite leur production et
leur formulation industrielle en un produit stable (Errington, 2003). Le genre Bacillus et les
membres du groupe B. subtilis en particulier, constituent de bons candidats pour diverses
applications biotechnologiques, pharmaceutiques, agricoles et agroalimentaires (Senesi et al.,
2004). Dans cette étude, la production des spores de souches de Bacillus en fiole dans des
conditions non optimalisées de sporulation, ont permis de constater que les taux de
sporulation varient entre 2.2x10° et 2.7x10° spores/ ml. Dans des conditions optimales de
production de spores, en fiole, Bing-Lan et Yew-Min. (1998), ont enregistré un taux de
sporulation atteignant 8.35 x10° spores /ml chez B. thuringiensis (YMB 96-1988). Par
ailleurs, et dans un autre travail B. subtilis (WHK-Z12) produit en fin de culture 1,52x 10"
spores/ml (Chen et al., 2010).
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Le phénomene d’antibiose a été observé in vitro, chez toutes les souches de Bacillus
sélectionnées dans ce travail. Siddiqui. (2005) ont lié ce phénoméne a plusieurs mécanismes,
en |’occurrence, la sécrétion des enzymes dégradant la paroi des cellules microbiennes (cell-
wall degrading enzymes) et des substances antimicrobiennes, la compétition pour les

nutriments et la combinaison de tous ces mécanismes.

Dans le présent travail, seules les souches de B. amyloliquefaciens étudiées sont capables de
produire de la protéase. Cependant, I’activité cellulasique est observée chez toutes les especes
de Bacillus étudiées exceptant le B. atrophaeus qui est le seul a produire de la chitinase. Ces
enzymes agissent par le mécanisme de mycoparasitisme, gréce a leur rdle intégral dans
I’altération physique directe des parois cellulaires (Praveen Kumar et al., 2012; Cho et al.,
2011).

Les trois familles de lipopeptides (LPs), y compris les iturines, les fengycines et les
surfactines sont des substances antimicrobiennes connues pour leurs propriétés surfactants et
antifongiques (Sandrin et al., 1990; Ongena et al., 2007; Malfanova et al., 2012). Par ailleurs,
les LPs incitent les souches de Bacillus a coloniser les racines des plantes, a former des
biofilms (Bonmatin et al., 2003; Raaijmakers et al., 2006; Leclere et al., 2006) et ils stimulent
le systéme immunitaire des plantes (Induced systemic resistance:ISR), comme démontré par
Ongena et al. (2007) e Jourdan et al. (2009). Dans cette étude, les souches de B.
amyloliquefaciens isolées d’Ain M’lila et de Oued El Athmanya et la souche B. velezensis
(26SRTYS) isolée de la rhizosphere de C. officinalis, produisent les trois familles de
lipopeptides, en I’occurrence, iturine A et bacillomycine D Cy4-Cig (variantes de la famille des
iturines); surfactines Cy-Cys, €t fengycines A et/ou B Ci4-Cyg (variantes de la famille des
fengycines). En revanche, la production des fengycines est absente dans le cas des souches
B.subtilis subsp. spizezenii (23SRTS), B.amyloliquefaciens (9SRTS) et B. atrophaeus (6SEL ).
Enfin, la production des surfactines a été détectée chez la plupart des souches exceptant le B.
mojavensis (9SEL) et le P. polymyxa (18SRTS) qui ne produit aucune famille des LPs. Dans
la littérature fouillée, la production des iturines semble étre limitée aux especes B. subtilis
(Bonmatin et al., 2003) et B. amyloliquefaciens (Koumouts et al., 2004), tandis que, les
surfactines ont été détectées chez B. coagulans (Huszcza et Burczyk, 2006), chez B. pumilus
et chez B. licheniformis (Peypoux et al., 1999). Enfin, la production des fengycines a été
identifiée chez B. cereus (Tsuge et al., 1999) et B. thuringiensis (Kim et al., 2004) en plus de
B. subtilis (Jacques et al., 1999) et B. amyloliquefaciens (Koumouts et al., 2004).
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Diverse variantes de fengycines sont décrites dans la littérature, en I’occurrence, fengycine A
et B (Esumi et al., 2003; Ongena et Jacques, 2008; Stein, 2005; Vater et al., 2002), fengycine
C, D et S(Yulietal., 2012) & fengycin A2, B2 et C (Pathak et al., 2012). |1l est trés
intéressant de signaler que dans le présent travail, des pics additionnels ont de nouvelles
masses proches de celles des MH™ de fengycines conventionnelles sont détectés chez les
B. amyloliquefaciens (Rh2.A’, ET, Rh2.F et Sl), isolés du lac salé et de la source
thermale.

Les analyses de spectrométrie de masse couplée a I’HPLC (LC-MS.MS), avec une méthode
de fragmentation, type CID (collision-induced dissociation), appliquées sur I’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 grasinsaturé,
en plus des nouveaux homologues de fengycines A et B, ayant des chainesd’acidesgrasa
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 (fengycine X et Y)
ont été décrites pour la premiere fois dans ce travail. |l a été, en effet, abouti que le cycle
peptidique de la fengycine X (nouvelle) difféere de celui de la fengycine A (conventionnelle)
dans I’acide aminé glutamine (Q) qui a été substitué par I’isoleucine (1) ou leucine (L). Cette
mutation doit étre la méme pour fengycine Y (nouvelle) mais, par rapport a la fengycine B
(conventionnelle). Ces nouvelles substances n’ont pas été compareées, faut d’absence de

smilairesdansla littérature, ce qui permettra de proposer une éaboration d’un brevet.

Sur un autre volet, les siderophores sont utilises comme des molécules clés dans le
phénomeéne de compétition développé par les microorganismes producteurs vis-avis de la
flore de I’écosystéme qu’ils occupent (Beneduzi et al., 2008). Les siderophores sont des
molécules a faible poids moléculaires, ayant une forte affinité al’ion Fe™. Elles sont secrétées
sous des conditions de déficit en fer. Une fois le complexe siderophore- Fe™ est formé, la
membrane externe de la cellule microbienne productrice de siderophores catalyse
I’internalisation de ces complexes (Neilands, 1995). Dans ce travail, toutes les souches de
Bacillus sélectionnées montrent une activité importante de production de sidérophores en
développant sur milieu CAS des zones jaune-orange allant de 7 a 10 mm de diamétre alors
gue le P. polymyxa (18SRTS) ne produit aucune trace de sidérophores.

Les PGPRs (pour Plant Growth Promoting Rhizobacteria) peuvent promouvoir la croissance
des plantes d’une fagon directe via la production des phytohormones comme I’indole 3 acide
acétique (IAA), les cytokines et les gibbérellines (Bloemberg et Lugtenberg 2001; Bottini et
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al., 2004). L’ AA a été détectée chez 80% des bactéries isolées de la rhizosphere des plantes.
En revanche, peu d’éudes ont fait le point sur la capacité des bacilles du sol, a produire
d’lAA (Vandeputte et al., 2005). Toutes les souches de Bacillus, dans le présent travail,
produisent de petites quantités d’indole 3 acide acétique (IAA) qui varient entre 6,5 &
14 ug/ml. Par ailleurs, il a été constaté que, le P. polymyxa (18SRTS) produit une
concentration largement plus importante d’lAA atteignant 53 pg/ml, ce qui procure a ces
souches un intérét grandissant.

Les interactions les plus complexes et les plus importantes entre les plantes et les
microorganismes se situent dans les racines des plantes et la partie du sol adjacente, appelée
rhizosphére (Hirsch et al., 2003). En outre, le r6le des exsudats racinaires dans les interactions
plante-microorganismes a été mis en évidence récemment par plusieurs chercheurs (Somers et
al., 2004; Badriet Vivanco, 2009; Cawoy et al., 2011). En effet, il a é&é démontré que les
rhizobactéries s’attirent vers les racines des plantes sous I’effet des exsudats racinaires, via le
phénomene de chimiotaxie (Chet et Mitchell, 1976). Cette réponse chimotaxique et la division
cellulaire des bactéries dans des exsudats racinaires peut ére un fait important, impliqué dans
I'établissement de la colonisation des racines, comme décrit par Weller (1988) et De Weert et
al. (2002). Dans ce travail, les souches B. amyloliquefaciens (ET), B. atrophaeus (6SEL ) et B.
mojavensis (9SEL) s'avérent capables de développer un effet antagoniste vis-avis
d’Alternaria alternata sur divers milieux solides, ou la seule source de carbone et d’azote éait
principalement des exsudats racinaires de tomate (S. lycopersicum cv. Tondo rosso), de
courgette (C. pepo cv. Xara) et d’haricot (P. vulgaris cv. Borlotto), obtenus a 25°C. Par
ailleurs, les souches B. amyloliquefaciens (9SRTS), B. subtilis subsp. spizizenii (23SRTS) et
B. velezensis (26SRTS), développent un effet inhibiteur vis-a-vis de Fusarium oxysporium et
A. alternata, sur des exsudats de tomates (S. lycopersicum cv. Tondo rosso), obtenus a 15°C,
20°C, 28°C et 35°C. Ces résultats montrent I’effet de la nature de la plante héte et de la
température de culture sur I’efficacité des souches de Bacillus testées d’un coté et prouve la
possibilité que ces souches soient efficaces dans le biocontrol des cultures de tomate, de
courgette et d’haricot, dans des conditions de températures diverses, d’un autre coté.

La majorité des biopesticides microbiens utilisés a travers le monde sont d’origine bactérienne
(Shoresh et al., 2010) et le Bacillus subtilis constitue le groupe bactérien le plus étudié dans la
recherche scientifique et le plus exploité industriellement, et vendus sur le marché comme
agents de biocontrole. Dans ce travail, la production des B.amyloliquefaciens (9SRTS); B.
atrophaeus (6SEL) et B. subtilis subsp. spizezenii (23SRT), dans le bioréacteur de 500 L
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(Société Artechno S.A- Belgique), a permis de constater I’importance économique de ces
souches. En effet, la concentration de spores produites, en fin de fermentation, varie entre 8 x
10° et 1 x 10" spores/ml. En plus, la concentration de cellules vivante par gramme de produit
lyophilisé est entre 6 x 10° et 1,2 x 10™ cellules/g. Les taux de sporulation obtenus sont plus
importants que ceux obtenus dans les éudes réalisées par Monteiro et al. (2005) et Chen et al.
(2010). Par ailleurs, Korsten et Cook. (1996) ont pu obtenir un produit lyophilisé stable de la
souche Bacillus subtilis (isolate B246) dont la concentration de cellules vivantes était (1 x 10°
cellules/g).

Plusieurs espéces de Bacillus sont utilisées pour protéger les terrains agricoles contre les
moisissures phytopathogenes. |1 s’agit de B. amyldliquefaciens, B. licheniformis, B. pumilus et
B. subtilis (Fravel, 2005). Ces bactéries sont homologuées et commercialisées dans plusieurs
pays du monde, comme I’Afrique du Sud, le Chili, les USA, la Thailande, le Brésil, le Japon,
I’Allemagne et le Canada. Elles sont en fait utilistes comme agents de biocontrole de
plusieurs cultures agricoles, en champs, en serre et en post récolte. Parmi les cultures traitées,
on note I’avocat, les céréales, la betterave sucriére, le pois chiche, le soja, le haricot, le coton,
les petits pois, les arachides, la pomme de terre, le piment, la tomate, la pomme, la poire et
autres (Cawoy, 2012; Perez-Garcia et al., 2011). Dans le présent travail, B. amyloliquefaciens
(9SRTS), B. atrophaeus (6SEL) et B. subtilis subsp. spizezenii (23SRTS), en plus de la
souche de référence B. amyloliquefaciens (S499) sont testées in situ sur deux variétés de pois
chiches (CV. Flipe 1390 et Mega grain tradind CO. (P): Kabuli). Ce légume sec a été choisi
car sa production en Algérie connait un manque accru. En effet, I’Algérie recourt au marché
extérieur pour combler le déficit en matiére de besoins en consommation, avec I’ importation
de plus de 150 000 tonnes par an, soit 200 millions de dollars, déboursés a cet effet (Bahri,
2011).

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 I’augmentation la taille des plantes et la diminution de la
gravité de la maladie causée par Sclerotonia sclerotium, dans le cas de la variété CV. Flipe
1390.Ces parametres versus le témoin, estimés apreés un moi de semis, éaient (13cm vs
10 cm) et (9% vs 63%). Par ailleurs, la souche (9SRTS) diminue significativement la gravité
de lamaladie de la variété : Mega grain tradind CO. (P) : Kabuli (41% vs. 74% : témoin), et
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augmente le poids des racines (0,31g vs 0,06g). Ces résultats corroborent 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 pois chiche, le poids des racines et leur
protection contre Fusarium oxysporum f.sp. ciceri, estimé aprés un mois de semis et I’isolat
B28 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 graines
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).

L’inoculation du champ expérimental de Chaab Errsas (Université Metouri 1-Algérie), avec
les souches B.amyloliquefaciens (9SRTS), B. subtilis subsp. spizezenii (23SRTS), B.
atrophaeus (6SEL) et la souche type B. amyloliquefaciens (S499), a des effets positifs sur le
taux de germination des graines de pois chiche (variété Mega grain tradind CO. (P): Kabuli),
lataille des plantes et le rendement de larécolte. Le meilleur isolat est le B. amyloliquefaciens
(9SRTYS), qui assure un taux de germination des graines important (63% vs 41% pour le lot
témoin). En plus la taille des plantes est significativement (p<0,05) élevée, atteignant 23cm et
35cm, apres 4 et 6 semaines de semis. Par opposition, dans le lot témoin, la taille des plantes
est & 18cm et 32 cm. Les différents traitements effectués nont pas d’effets significatifs
(P>0,05) sur le nombre de fruits par plantes ni sur le poids sec des racines et des graines
récoltées. En revanche, comme ces traitements influence significativement le taux de
germination, le poids total du pois chiche récolté dans le lot traité avec la souche (9SRTS) est
plus élevé par rapport au témoin (153 g vs 114 g). Ces données estimées par hectare, se
retrouve a (7,65 gt vs 5,7qt), la souche (9SRTS) a permis donc une augmentation du
rendement de 2qt/hectare. Des résultats approximatifs ont été trouvés par Abdel-Monaim.
(2011) qui a mis en évidence que le traitement des graines de pois chiche (variété: cv. ‘Giza
3’) avec le B. megaterium a permis la diminution de la gravité de la fonte des semis et
I’augmentation du rendement de la production. Cet auteurs atrouvé que le semis dans le mois
de Novembre a donné les meilleurs effets, a savoir : (9% vs. 16%) pour le pourcentage de

fonte de semis et (664 vs. 525 kg/champs) pour le rendement de la production.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

8- Conclusion et per spectives

Dans cette éude, une caractérisation in vitro et in situ des souches de Bacillus et de
Paenibacillus, isolées a partir de divers environnements de I’Est d’Algérie a été effectuée,
dans le but sélectionner des souches qui pourrons étre efficaces dans la gestion des
productions agricoles. Les résultats d’identification moléculaire des souches a activité
antifongique sélectionnées, ont montré que ces dernieres, sont étroitement liées au Bacillus
amyloliquefaciens, B. subtilis subsp. spizezenii, B. atrophaeus, B. mojavensis, B. velezensis et
Paenibacillus polymyxa. La plupart des souches bactériennes sélectionnées ont la capacité de
produire des enzymes dégradant les parois cellulaires (Cellulase et Protéase), des lipopeptides
(surfactines, iturines et fengycines conventionnelles), des siderophores et de I’indole 3 acide
acétique (IAA). Néanmoins, quelques particularités sont observées. En effet, le B. mojavensis
(9SEL) et le P. polymyxa (18SRTS) ne produit aucune famille des LPs et le B. atrophaeus
(6SEL) es le seul isolat de produire de la chitinase. Par ailleurs, les souches de B.
amyloliquefaciensisolées a partir du lac salé et de la source thermale ont la propriété de
produire une large gamme de fengycines, comprenant de nouveaux types qui n’ont
jamais éé décrits dans la littérature. En effet, le B. amyloliquefaciens (ET) isolé du lac
salé, produisait de nouveaux homologues de fengycine A et B, ayant des chaines d’acides
gras a 20 et a 18 atomes de carbones, respectivement, en plus des deux nouvelles
variantes de fengycines (fengycine X et Y) a cycles peptidiques dont la composition
différe de ceux des fengycines conventionnelles. Il est a noter que le genre influence la
capacité des souches bactériennes a se sporuler dans les conditions de fiole non optimalisée.
En effet, les taux de sporulation chez les membres du groupe Bacillus subtilis varient entre
2.2x10° et 2.7x10° spores/ ml aors que, la sporulation chez P. polymyxa n’est pas
satisfaisante. Les tests réaisés in situ dans des conditions de pots et en plein champs sur le
pois chiche montrent que I’efficacité des souches de Bacillus testées, dépend du type de
traitement, de la variété de pois chiche et de I’identité de la souche bactérienne. En fait, les
meilleurs effets sur le taux de germination, lataille des plantes, la diminution de la gravité de
la maladie causée par Sclerotonia sclerotium et le rendement de la production, sont constatés
dans le lot ou les graines de pois chiche «variété: cv. Mega grain tradind CO. (P): Kabuli»

sont semées dans du sol inoculé par le B.amyloliquefaciens (9SRTS).

79



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Que ce soit au niveau fondamental ou appliqué, de la compréhension du phénomeéne
d’interaction plantes-microorganismes, de nombreuses perspectives découlent de cette
recherche. En fait, des études plus approfondies sur les mécanismes biochimiques,
moléculaires et physiologiques qu’exercent les bactéries sélectionnées (genres: Bacillus et
Paenibacillus) sur les plantes, sont nécessaires pour améliorer nos connaissances dans ce
domaine qui reste toujours sous-évalué. Par ailleurs, d’un point de vue appliqué, nous ne
disposons pas encore d’informations suffisantes pour concevoir une utilisation efficace et
rationnée de ces bactéries, en tant que biopesticides. De ce fait, plusieurs expériences
complémentaires doivent étre réalisées, en I’occurrence, élargir le spectre des plantes hotes et
des pathogénes ; déterminer la dose minimale effectrice du produit et de suivre sa viabilité a
longs termes lors du stockage et au niveau du sol inoculé ; tester les souches bactériennes
dans des phénomenes inductibles autres que ceux liés aux maladies biotiques, comme la
résistance a des stress hydriques, salins ou des blessures et leurs interactions avec les autres
techniques culturales de I’agriculture intégrée.
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ANNEXE: Milieux de cultures

Annexe: Milieux de cultures

11- Milieu LB (g/)

-Extrait de levure 5
- Tryptone 10
- NaCl 5
- Agar 15

1.2- Milieu PDA (g/l)

399 du potato dextrose agar (PDA) séché dans un litre d’eau distilée.

1.3- Milieu optimal (opt)

- Saccharose 20

- Peptone 30
- Extrait de levure 7

= KHZPO4 119
Solution d’oligo- (mg.l™)
ééments

- CuSO4 0,001
-FeCl3.6H,0O 0,005
-NaMoO, 0,004
i 0,002
-ZnS04.7H,0O 0,014
-H3;BO3 0,01
-Acide citrique 10
Solution deMn/Mg (mg.1™)
-MnS0O,4.H,0O 3,6

-MgSO, 450



ANNEXE: Milieux de cultures

1.5

1.6-

Eau peptonée (g/h)
- Peptone de caséine 1

- Extrait de levure 5

- NaCl 5

- Tween 80 1ml

Milieu chitinase

1g de chitine colloidale+ 20 ml HCL 37%, incubation a T° ambiante environ 45-
60min. Rajouter 100 ml d’éthanol pure, incubation a 4°C pendant une nuit. Filtrer la
solution obtenue plusieurs fois par avec papier filtre atravers un entonnoir.

Milieu protéase (g/l)

- Poudre du lait 289
- Peptone de caséine 5
-Extrait de levure 25
-Dextrose 1
-Agar 15

Milieu cellulase (g/l)

-KH2PO4 1.0
-MgS04.7H20 0.5
-FeS0O4.7H20 0.01
-NaCl 0.5
-MnSO4.H20 0.01
-NH4NO3 0.3
-Carboxymethylcellulose (CMC) 10.0
-Agar 12.0.
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ANNEXE: Milieux de cultures

1.8- TGE (g/)

-Tryptone 5
-Glucose 10
-Beef extract 3

1.9- Chromazuraol S(CAS)

900ml de solution de base+1ml de SL7, pH ajusté a 6,8. La préparation est autoclavée a
121°C pendant 20min. La solution bleue est enfin rajoutée apres refroidissement du milieu.

Solution de base (o/l)

-Tris 6,06
(trishydroxymethylamino
méthane)
-NaCl 4,68
-KCl 1,49
-NH4Cl 1,07
-NaQSO4 0,43
-MgCl,.6H,0 0,20
-CaCl,.2H,0 0,03
-NaHPO,.12H,0 0,23
-gluconate 2

-Pipes (piperazine-N, N'- 30,24
bis2-ethanesulfonic acid)
-Agar 20

Solution d’oligoéléments  (g/l)

(SL7)

-HCI (25%) 1,3ml

-ZnCl, 0,07

-MnC|2.4H20 0,1

-H3:BO3 0,062

-CaCl,.2H,0 0,19

-CUC|2.2H20 0,017

-NiCl,.6H,0 0,024

-NaoM 0O, 0,036

Solution bleue 0,065g de CAS +50 ml Eau distillée+10 ml

(AIMm FeCl3.6H,0+10mM HCI+40 ml
d’eau contenant 72,9 mg
HDTMA :hexadecyltrimethylammonium.
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ANNEXE: Milieux de cultures

1.10- Solution Hoagland's

Dissoudre les composants de la solution A dans 998.75 ml de I’eau distillée, puisy rajouter
1 ml solution B et 0.25 ml de solution C

Solution A (MI/L)
-1.00 M NH4H2PO4 1 mL/L
-1.00 M KNO3 6 mL/L
-1.00 M Ca(NO3)2 4 mL/L
-1.00 M MgSO4 2mL/L
Solution B (g/L)
-H3BOs 2.86
-MnC|2 4H,0 1.81
-ZnS0O,4 .7H, O 0.22
-CuSQ; . 5H,0 0.08
-H2MOO4. Hzo 0.02
Solution C

26.1 g EDTA dissous dans 286 d’eau distillée +24.9 FeSO,4.7H,0 dissous dans 714ml d’eau
distilée.
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