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Introduction



INTRODUCTION

1. Introduction

La biomasse ligno-cellulosique, une ressource renouvelable et abondante, joue un rdle
crucial dans notre environnement. Elle est reconnue comme I'une des sources les moins
cotteuses et les plus influentes. Cette matiere premiere représente un potentiel considérable
pour diverses applications, notamment dans le domaine de I'énergie et des matériaux
(O’donohue et Dbeire, 2006 ; De Farias et al, 2021). La biomasse ligno-cellulosique
représente environ 90% du poids sec de la maticre végétale. Ce matériau complexe est
compos¢é de trois polymeres principaux : la cellulose, I'hémicellulose et la lignine (Kumaret
al., 2009 ; Fatma et al., 2018). Par ailleurs, la valorisation de la biomasse ligno-cellulosique
est trés complexe et confrontée a des défis techniques et économiques. L'intégration des
microorganismes a plusieurs niveaux, notamment dans les processus dhydrolyse et de
fermentation, s'avere étre une étape importante du processus de valorisation. En effet, diverses
¢tudes ont démontré que la décomposition de la biomasse ligno-cellulosique peut étre réalisée
grace a l'action de différents micro-organismes, comprenant une variété¢ de genres fongiques
et bactériens. Ces micro-organismes qui produisent des enzymes cellulolytiques et
hémicellulolytiques, agissent aussi bien dans des environnements aérobies qu'anaérobies
(Kumar et al., 2008 ; Wongwilaiwalin ef al., 2010 ; Chukwuma et al., 2020). Sur un autre
aspect, l'agriculture moderne vise a produire des aliments de qualité tout en adoptant des
méthodes respectueuses de l'environnement et efficaces. L'utilisation de certains produits
chimiques, tels que les pesticides, tend a étre réduite en raison de leurs effets néfastes sur
I'environnement. Ainsi, l'utilisation d'agents de biocontrole dans la lutte biologique est
considérée comme une approche plus durable, limitant les résidus nocifs dans la chaine
alimentaire. Cela dépend du degré de protection conféré par les organismes antagonistes

contre les agents pathogeénes des plantes (Abo-Elyousr et al., 2019).

En effet, les microorganismes naturellement présents dans la rhizosphére du sol peuvent
avoir un impact positif sur la croissance des plantes et influencer la disponibilité des ¢léments
nutritifs (Van der Heiden ef al., 2008). Les bactéries appartenant aux genres Bacillus et
Pseudomonas représentent entre 2 et 5% des bactéries présentes dans la rhizosphére. Ces
microorganismes peuvent procurer aux plantes, une protection contre les agents pathogenes

en développant des mécanismes de défense (Ahmed et al., 2008).

La tomate, de la famille des Solanales (Solanaceae) et en particulier 1'espece Solanum

lycopersicum L. occupe une place de choix parmi les cultures maraichéres mondiales.



INTRODUCTION

Cultivée sur une superficie de 5,17 millions d'hectares, elle a généré une production totale de

189 millions de tonnes et un rendement moyen de 36,6 tonnes par hectare (FAOSTAT,2023).

En Algérie, la tomate joue un role essentiel dans I'économie agricole, elle est considérée
comme l'une des cultures prioritaires. En 2018, la superficie consacrée a sa culture dépassait
les 22 mille hectares, avec un rendement avoisinant les 5,87 tonnes par hectare, ce qui
représente une production dépassant un (1) million de tonnes dans le pays (FAO, 2020). Le
nombre d'agents pathogeénes affectant la tomate est trés élevé. Parmi les champignons
responsables des infections de la tomate, on peut citer : Alternaria solani, Botrytis cinerea et
Fusarium oxysporum. (Panno et al., 2021). Les maladies les plus courantes de la tomate
incluent les fusarioses et les alternarioses, dont les symptomes et la gravité varient
considérablement. En effet, la fusariose provoque la pourriture des racines ou des tiges, des
chancres, des flétrissements, pouvant conduire a la mort des plantes (Benlamoudi et al.,2019).
Quant a l'alternariose, elle affecte tous les organes aériens de la tomate a chaque étape de sa

croissance.

Le travail que nous avons réalis¢ dans le cadre de cette these, s’inscrit dans les deux
domaines décrit ci-dessus ; a savoir : 'la valorisation de la matiére ligno-cellulosique, et
?I'utilisation des microorganismes comme agent de biocontrdle et fertilisation. En effet, dans
notre cas, les microorganismes testés ont été isolés a partir du sol du voisinage de I’arbre de
pin, situé a I'Est de 1'Algérie (Constantine) et a partir des coques de noix et d’amandes ; le but
¢tant d’une part, de les utiliser comme agents dégradant la biomasse ligno-cellulosique et
d’autre part comme agents de biocontrole pour améliorer le rendement des récoltes, tout en
respectant I’environnement, la santé humaine et animale. L’accent est mis sur les maladies
spécifiques de la tomate, principalement provoquées par les moisissures Fusarium napiforme
et Alternaria alternata, en raison des dégats récents observés sur les cultures locales. La paille
d'avoine a été sélectionnée comme substrat de fermentation pour la production de substances
bioactives par la bactérie B. halotolerans. Ce choix est motivé par sa richesse en biomasse
ligno-cellulosique, reconnue pour sa résistance a la dégradation, ainsi que par sa disponibilité

¢tendue en Algérie.

Dans un souci de clarté, la theése est structurée en quatre parties. La premiére partie porte
sur une revue de la littérature a travers laquelle une mise au point sur le sujet traité, a été faite,
incluant ainsi 1’état des connaissances sur la biomasse ligno-cellulosique, 1’avoine, le
biocontrdle ; les lipopeptides. En paralléle, une autre partie a été¢ consacrée a la description

botanique de la tomate, sa culture, les différentes variétés de ce fruit, tout en mettant un accent
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particulier, sur les maladies qui I’affectent. La seconde partie constitue un descriptif de toutes
les approches expérimentales adoptées que ce soit in vitro ou in vivo. Une description du site
d’échantillonnage a été abordée, puis le mode de sélection des microorganismes susceptibles
de dégrader la matiére ligno-cellulosique, des microorganismes développant des potentialités
de biocontrdle a été exposé. Dans cette méme partie, les approches adoptées d’une part, pour
caractériser et identifier les isolats sélectionnés et, d’autre part, pour leur application comme
agent de biocontrole ont été présentées. Toutes les méthodes statistiques et mathématiques de

modélisation utilisées pour analyser les résultats expérimentaux obtenus ont été détaillées.

Dans la troisieme partie, I’ensemble des résultats expérimentaux obtenus dans le cadre de
cette these, sont regroupés. En effet, les résultats de 1'isolement, de la purification et des
identifications morphologiques et moléculaires, ainsi que ceux de la caractérisation des
microorganismes les plus performants dans la dégradation de la biomasse ligno-cellulosique
et dans I’inhibition des phytopathogenes sont présentés. Les résultats de 1’é¢tude in vitro de
’activité antagoniste de I’isolat le plus performant en utilisant les surnagent de culture issus
de la culture de Bacillus halotolerans sur deux milieux de culture (MA), a base d’avoine
comme seule source de carbone et (LB) milieu Luria-Bertani sont également exposés dans
cette partie. De plus, les facteurs physico-chimiques qui influent sur I’activité antagoniste de
I’isolat le plus performent a 1’aide de deux modeles a savoir : le plan de Box-Behnken (BBD)
avec la méthode des surfaces de réponses (RSM) et d’une approche basée sur un réseau de
neurones artificiels (ANN : Artificial Neural Network) couplé a un algorithme génétique
(GA) ont été optimisés. Cette partie est suivie par les résultats des tests in vivo, (Test de
pathogénicité, et les tests d’antagonisme en conditions de pots et en plein champs), qui traitent
I’effet des deux surnageants cités ci-dessus sur la promotion de la croissance et la diminution
de la gravité de la maladie de la tomate causée par F. napiforme. Enfin, cette partie se conclut,
par la présentation des résultats de 1’observation microscopique a ¢épifluorescence de
I’interaction B. halotolerans-F. napiforme, de 1’étude de la production des lipopeptides
(UPLC-MS) et des molécules a effet PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) par B.

halotolerans.

Les résultats obtenus sont discutés et comparés a ceux de la littérature dans la quatriéme
partie. L’accent a été mis sur notre apport personnel dans ce domaine de recherche et sur les
résultats qui nous ont semblés pertinents. Enfin, cette thése est cloturée par une conclusion
dans laquelle des constatations tirées des résultats les plus importants ont été mises en

¢vidence ; et des perspectives futures ont été dévoilées.
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2- Revue bibliographique
2.1 — Biomasse ligno-cellulosique : Bref apercu

La biomasse ligno-cellulosique est une source renouvelable et abondante qui influence
'environnement (De Farias ef al., 2021). Constituant 90% du poids sec de la maticre végétale,
ce matériau complexe est formé de trois polymeres principaux : la cellulose, I'nhémicellulose et
la lignine (Kumar et al., 2009 ; Fatma et al., 2018). Ces polymeres contribuent a créer une
structure rigide grace a la cristallinit¢ de la cellulose, a I'hydrophobie de la lignine et a
I'encapsulation de la cellulose dans le complexe Hém-lig (hémicellulose-lignine), ce qui

confére aux plantes, une résistance aux attaques parasitaires (Malainine ef al., 2005).
2.1.1- Cellulose

La cellulose, qui est la macromolécule la plus abondante, est produite a une échelle
annuelle d'environ 7,5%10' tonnes (Okolie ez al., 2021). Il s'agit d'un polymére extrémement
stable composé de 100 a 14 000 unités de glucose liées les unes aux autres par des liaisons
glycosidiques B-1-4, formant ainsi une structure linéaire (Figure 1). Les extrémités hydroxyles
contribuent a stabiliser la structure grace a des liaisons hydrogéne inter et intra-moléculaires
solides, donnant lieu a une molécule fibreuse amphipathique (dotée d'une extrémité
hydrophile et d'une extrémité hydrophobe) qui assure une stabilité¢ thermique. La cellulose
présente un poids moléculaire de 342,3 g/mol). Ses chalnes ont la capacité de s'associer pour
former des microfibrilles. Certaines régions de ces chaines sont désordonnées (zones
amorphes) tandis que d'autres sont ordonnées (zones cristallines). Ces microfibrilles sont
généralement indépendantes et se lient faiblement par des liaisons hydrogene (Laureano-Perez

et al., 2005 ; Abraham et al., 2020 ;Woiciechowski et al., 2020).

Figure 1 Structure de la cellulose (Hu e/ al., 2020).
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2.1.2- Hémicellulose

L’hémicellulose est un polymere hétérogéne composé de chaines plus courtes et facilement
hydrolysable, constitu¢ de pentoses, d'hexoses et d'acides (Figure 2), tels que le xylose,
l'arabinose, le glucose, le mannose, le rhamnose, le galactose, 1'acide galacturonique et I'acide
glucuronique. Le poids moléculaire de 1'hémicellulose est inférieur a celui de la cellulose
(Abraham et al., 2020). Le xyloglucanen est une hémicellulose constituée de chaines d'unités
de glucose et de xylose, liées par des liaisons 1,4-B-D-glucopyranose et 1,6-0-D-
xylopyranose, il est principalement composé de glucose, de xylose et d'arabinose dans des
proportions respectives de 3:4:1, liées avec B-(1,4) D-glucopyranose. Le mannane, un
polysaccharide formé d’unités de mannose liées entre elles par des liaisons -(1,4), se décline
en différents types, notamment le glucomannane (liant mannose et glucose avec des liaisons
B-(1,4) dans un ratio de 1:3) et le galactomannane (ou une unit¢ de galactose est liée a la

chaine de mannose via un pont a-1,6) (Okolie et al., 2021).

Figure 2 Structure de I’hémicellulose (Scheller et al., 2010).

2.1.3- Lignine

La lignine se présente sous forme d'un polymére complexe tridimensionnel composé de
différentes unités de propane phényliques liées par des liaisons éther et des liaisons carbone-
carbone. Trois alcools propioniques phényliques sont les monomeres constitutifs de la lignine
(Figure 3) : l'alcool p-coumaryl, le coniferyl et le sinapyl. En raison de sa structure
moléculaire, la lignine présente une extréme résistance a la dégradation chimique et

enzymatique (Palmgqvist et al., 1999 ; Fatma et al., 2018 ; Okolie ef al., 2021).
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Figure 3 Structure de la lignine (Dai et al., 2016).

2.1.4- Sources de biomasse ligno-cellulosique

La biomasse ligno-cellulosique est une ressource polyvalente et durable, essentielle dans la
transition vers une ¢économie plus circulaire et respectueuse de l'environnement (Sun et al.,

2012). Parmi les principales sources de biomasse ligno-cellulosique, on peut citer :

2.1.4.1- Les résidus agricoles : Ces matériaux sont issus de l'agriculture et comprennent
notamment la paille de céréales (blé, riz, etc.), les tiges de mais, les cannes a sucre et les
coquilles de graines telles que celles de tournesol ou de soja. Ces résidus sont souvent
abondants apres la récolte et peuvent étre collectés pour une utilisation ultérieure (Cherubini

et Francesco, 2010).

2.1.4.2- Les déchets forestiers : Les déchets générés par l'exploitation forestiere et la
transformation du bois, tels que les branches, les écorces, les feuilles et les sous-produits
comme les copeaux et les sciures, constituent une source importante de biomasse. Ces
matériaux peuvent étre collectés dans les foréts ou dans les installations de transformation du

bois (Mohan et al., 2006).
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2.1.4.3- Les cultures énergétiques dédiées : Certaines plantes, telles que le miscanthus et le
switchgrass, sont cultivées spécifiquement pour leur potentiel en tant que sources de
biomasse. Ces cultures énergétiques peuvent étre cultivées sur des terres non utilisées pour la
production alimentaire et offrent un rendement élevé en biomasse par unité¢ de surface

(Himmel et al., 2007).

2.1.4.4- Résidus de cultures non alimentaires : Outre les résidus agricoles, les cultures
énergétiques et les déchets forestiers, d'autres résidus de cultures non alimentaires, tels que
ceux provenant de la production de biocarburants ou de biomatériaux, peuvent également étre
valorisés pour leur contenu en cellulose, hémicellulose et lignine (Alvira et al., 2010). En
exploitant ces différentes sources de biomasse ligno-cellulosique de maniere durable, il est
possible de répondre aux besoins croissants en énergie, en matériaux et en produits chimiques
biosourcés tout en réduisant I'empreinte environnementale associée aux combustibles fossiles

et aux matériaux non renouvelables. (Wyman et al., 2008 ; Himmel et al., 2014).

2.1.5- Valorisation et applications de la biomasse ligno-cellulosique

Les avancées technologiques ont permis le développement de différentes méthodes de
valorisation de la biomasse ligno-cellulosique, telles que la pyrolyse, la gazéification et la
fermentation, qui permettent de convertir la biomasse en une variété de produits utiles, tels
que le biogaz et les biocarburants (Himmel et al., 2007 ; Ruiz et al., 2013). Dans le secteur
industriel, la biomasse ligno-cellulosique trouve de nombreuses applications, notamment dans
la production d'énergie renouvelable, les matériaux de construction durables, les produits
chimiques et les plastiques verts (Sun et al., 2002 ; Perlack et al., 2005). Les résidus agricoles,
les déchets forestiers, les cultures énergétiques dédi¢es et les résidus de cultures non
alimentaires sont autant de sources potentielles de biomasse ligno-cellulosique utilisées dans
ces applications (Cherubini 2010 ; Ragauskas et al., 2014). Les développements récents dans
le domaine de la biomasse ligno-cellulosique ont permis de mettre en lumicre de nouvelles
possibilités de valorisation et d'innovation. Les progres technologiques dans les domaines de
la bio-raffinerie intégrée et de la biotechnologie, ouvrent de nouvelles voies pour la
production durable de bioproduits a partir de la biomasse ligno-cellulosique (Gnansounou et
al., 2010 ; Demirbas et al., 2009). Cependant, 1'avenir de la biomasse ligno-cellulosique
semble prometteur, avec de nombreuses opportunités pour contribuer a la transition vers une
économie circulaire. De ce fait, la biomasse ligno-cellulosique représente un élément clé de la

transition vers une économie plus durable et renouvelable. Avec les bonnes politiques, les
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bonnes technologies et les bonnes pratiques, elle peut jouer un role crucial dans la

construction d'un avenir plus vert et plus prospere pour tous (Farrell et al., 2006).

2.1.6- Microorganismes dégradant la biomasse ligno-cellulosique

Les microorganismes dégradant la biomasse ligno-cellulosique jouent un role vital dans la
décomposition des matieres végétales riches en cellulose et en lignine, contribuant a la
biodégradation, au cycle des ¢éléments nutritifs et a la production industrielle (Lynd et al.,
2002). Plusieurs microorganismes sont impliqués dans la dégradation de la biomasse ligno-

cellulosique, parmi lesquels on peut citer :

2.1.6.1- Les bactéries cellulolytiques : Ces microorganismes produisent une variété
d'enzymes cellulolytiques qui catalysent la décomposition de la cellulose en sucres simples.
Parmi eux, on trouve des genres tels que Cellulomonas, Clostridium, Bacillus et
Ruminococcus. 1ls sont particulierement efficaces pour dégrader la cellulose présente dans les

parois cellulaires des plantes (Lynd ef al., 2002).

2.1.6.2- Les champignons lignolytiques : Les champignons lignolytiques sont capables de
dégrader la lignine qui est une composante complexe et résistante de la biomasse végétale.
Des especes telles que Trametes versicolor (champignon de pourriture blanche) et
Phanerochaete chrysosporium (champignon de pourriture brune) sécrétent des enzymes telles
que la laccase et la peroxydase, qui fragmentent la lignine en composés plus simples,

facilitant ainsi sa décomposition (Ragauskas et al., 2014).

2.1.6.3- Les levures cellulolytiques : Ces microorganismes, notamment Saccharomyces
cerevisiae et Pichia stipitis, possédent la capacit¢ de fermenter les sucres issus de la
dégradation de la cellulose et de I’hémicellulose pour produire de I'é¢thanol. Leur utilisation
dans les processus de fermentation permet de valoriser les déchets de biomasse en

biocarburants (Himmel et al., 2007).

2.1.6.4- Les actinomycetes : Les actinomyceétes, tels que Streptomyces et Actinomyces, sont
¢galement impliqués dans la décomposition de la biomasse ligno-cellulosique. Ils produisent
une gamme variée d'enzymes cellulolytiques, contribuant ainsi a la dégradation des
composants structurels des plantes. Ensemble, ces microorganismes forment un écosystéme

complexe et interconnecté qui assure la décomposition efficace de la biomasse ligno-
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cellulosique, fournissant ainsi des nutriments essentiels pour les écosysteémes terrestres et des

matériaux précieux pour l'industrie (Martinez et al., 2009).

Le tableau 1 illustre quelques espéces microbiennes impliquées dans la dégradation de la

matiere ligno-cellulosiques

Tableau 1 Exemples de microorganismes dégradant la mati¢re ligno-cellulosique

Microorganismes Matiére ligno- Enzymes Références
cellulosiques
Bacillus subtilis Cellulose Cellulase (Kuhad et al., 2010)
Bacillus amyloliquefaciens Cellulose Cellulase (Kuhad et al., 2010)
Pseudomonas aeruginosa Lignine Laccase (Kong et al., 2010)
Chaetomium cellulyticum Cellulose Cellulase (Kuhad et al., 2010)
Pseudomanas fluorescens Lignine Laccase (Jadhav et al., 2010)
Aspergillus niger Cellulose Cellulase (kuhad et al., 2010)
Streptomyces viridosporus Lignine Laccase (Lee et al., 2012)
Pichia stipitis Hémicellulose Hémicellulase (Sanchez et al., 2013)
Bacillus cereus Lignine Laccase (Viswanath et al., 2014)
Bacillus cereus Hémicellulose Hémicellulase  (Abu-Gharbia et al., 2017)
Trichoderma reesei Cellulose Cellulase (Haroon et al., 2018)
Pseudomonas putida Lignine Laccase (Arias-Mejias et al., 2019)
Clostridium thermocellum Cellulose Cellulase Xu et al., 2019)
Cellulomonas fimi Cellulose Cellulase (Choudhary et al., 2020)
Candida tropicalis Hémicellulose Hémicellulase (Zhang et al., 2020)
Trichoderma reesei Hémicellulose Hémicellulase (Mhatre et al., 2022)
Bacillus pumilis Hémicellulose Hémicellulase (Mhatre et al., 2022)

2.1.7- Impact environnemental de la biomasse ligno-cellulosique

La biomasse ligno-cellulosique, une ressource naturelle abondante et renouvelable, suscite
un intérét croissant en tant que source potentielle d'énergie renouvelable et de maticres
premicres durables (Ragauskas et al., 2006). Toutefois, l'utilisation de la biomasse ligno-
cellulosique offre de nombreux avantages économiques et environnementaux, elle peut
également avoir des répercussions significatives sur l'environnement, tant positives que
négatives (Patra er al, 2018). Parmi les impacts négatifs potentiels, on peut citer la
déforestation et la perte d'habitat pour de nombreuses especes animales et végétales, ainsi que
la conversion de terres agricoles précieuses en plantations de biomasse (Smith et al., 2013).
De plus, la production intensive de biomasse ligno-cellulosique peut entrainer une
surexploitation des ressources naturelles, une consommation accrue d'eau et une pollution des
sols et des eaux par les produits chimiques agricoles et les déchets organiques (Patra et al.,

2018). Par conséquent, il est impératif d'évaluer attentivement l'ensemble des répercussions

9
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environnementales de 1'utilisation de la biomasse ligno-cellulosique et de mettre en place des
pratiques durables pour minimiser ces impacts. Cela comprend la promotion de pratiques de
gestion foresti¢re durable, la préservation des habitats naturels sensibles et la mise en place de
mesures pour prévenir la pollution et la dégradation des écosystémes (Cherubini et al., 2009 ;

Smith et al., 2013).

2.1.8- Isolement et caractérisation des microorganismes dans 1'écosystéme forestier
L'isolement des microorganismes dégradant la matiere ligno-cellulosique a partir du bois et
du sol, est réalis¢ dans les écosystémes forestiers, ou le bois mort et la litiere végétale sont

abondants.
2.1.8.1- Le bois mort

Le bois mort, qu'il soit tombé au sol ou présent dans des arbres morts debout, il constitue
un habitat idéal pour les microorganismes dégradant la matiere ligno-cellulosique. Ces
microorganismes peuvent coloniser le bois mort et commencer le processus de décomposition

en le dégradant progressivement (Mohan et al., 2006).

2.1.8.2- Le sol forestier

Le sol forestier est également riche en matiére organique décomposable, y compris les
débris végétaux, les feuilles mortes et les racines en décomposition. Les microorganismes
ligno-cellulosiques se trouvent dans la couche supérieure du sol, ou ils sont en contact étroit

avec la matiere organique en décomposition (Gobat et al., 1998).

2.1.8.3- Débris ligneux en décomposition

En plus du bois mort, les débris ligneux en décomposition tels que les brindilles, les
branches et les écorces peuvent également servir de substrat pour les microorganismes
dégradant la matiere ligno-cellulosique. Ces débris fournissent une source continue de
carbone et d'énergie pour les microorganismes (Mohan ef al., 2006). L'isolement des
microorganismes a partir de ces lieux, implique généralement la collecte d'échantillons de
bois et de sol, suivie d'une série de techniques de laboratoire pour isoler et caractériser les
microorganismes présents. Ces ¢études permettent de mieux comprendre la diversité
microbienne dans les écosystémes forestiers et les roles importants que ces microorganismes
jouent dans le cycle du carbone et la décomposition de la matiere organique (Smith et al.,

2013).

10
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La caractérisation des microorganismes dans les écosystémes forestiers revét une
importance cruciale pour comprendre leur role dans le fonctionnement de ces écosystémes.
Les microorganismes forestiers comprennent une grande diversit¢é de bactéries, de
champignons, de protozoaires et d'autres organismes, qui interagissent de mani¢re complexe
avec les plantes, le sol et les autres composantes de I'écosysteme. Les techniques de
caractérisation, telles que la microscopie, la culture en milieu spécifique, 1'analyse génétique
par PCR et séquengage, ainsi que des méthodes biochimiques, sont utilisées pour identifier et
comprendre la diversité microbienne dans les sols forestiers, les litieres, les racines des arbres
et d'autres habitats forestiers. Cette caractérisation permet d'étudier les interactions
symbiotiques entre les microorganismes et les plantes, la décomposition de la matiere
organique, le cycle des éléments nutritifs, la régulation des maladies des plantes et d'autres
processus clés dans les écosystémes forestiers. En synthése, la caractérisation des
microorganismes dans les écosystemes forestiers est essentielle pour éclairer la gestion
durable des foréts, la conservation de la biodiversité et le développement de pratiques de

restauration écologique (Bardgett et Putten, 2014)

2.2- Bio-controle : approches et applications

L'utilisation de microorganismes dans le domaine du bio-contrdle représente une approche
prometteuse pour la gestion durable des ravageurs et des maladies des cultures (Gopal ef al.,
2013). Contrairement aux produits chimiques synthétiques, les agents de bio-contrdle sont
dérivés de microorganismes tels que les levures, les bactéries, les champignons et les virus,
qui agissent de manicre spécifique et sélective contre les organismes nuisibles tout en
préservant l'environnement et la santé¢ humaine (Kim et al., 2017). Cette approche repose sur
la capacité des microorganismes a coloniser et a interagir avec les organismes pathogenes,

souvent en inhibant leur croissance ou en induisant des mécanismes de défense chez la plante

héte (Witzel et al., 2018).

2.2.1- Culture cible : Tomates
2.2.1.1- Généralités

La tomate, une plante maraichere annuelle de la famille des Solanacées, présente une taille
variant de 40 cm a plus de 5 metres en fonction des variétés et des méthodes de culture
(Blancard et al., 2009). Ses feuilles alternes sont composées, tandis que les fleurs des variétés
cultivées se regroupent en inflorescences simples ou ramifiées, avec un nombre variable allant
de 5 a 12. Les fruits, quant a eux, sont des baies a loges, charnus, tendres, lisses ou présentant

des sillons. Les graines se trouvent dans le mucilage contenu dans les loges (Bernard et al.,

11
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2009). Diverses catégories et variétés de tomates se distinguent selon le mode de croissance
de la plante (déterminée ou indéterminée) ainsi que la morphologie du fruit : plat et cotelé,

arrondi, allongé avec une extrémité arrondie, de petite taille et de faible poids (Coll, 2006).

D'aprés Blancard et al. (2009), plusieurs caractéristiques permettent de distinguer les
différentes variétés de tomates. La tomate (S. /ycopersicum) est native d'Amérique du Sud,
dans une région s'étendant du sud de la Colombie jusqu'au nord du Chili, et incluant les iles
Galapagos (Shankara et al., 2005). Elle a été initialement cultivée et améliorée par les
peuples indigenes du Mexique (Bénaed, 2009), ou neuf espéces ont été observées, dont deux
sont comestibles : Solanum pimpinellifolium (tomate groseille) et Solanum lycopersicum var
cerasiforme (tomate cerise). Elle a ensuite ét¢ introduite en Europe avant méme la pomme de
terre, le topinambour, le mais et le tabac (Shankara et al., 2005). Les Italiens ont été les
eme

premiers a la consommer au 1 siecle (Schumann, 1996). La classification de la tomate est

exposée dans le tableau 2.

Tableau 2 Classification de la tomate. (Dupont et Guignard, 2012).

Reégne Plantae

Sous régne Trachenobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous classe Asteridae

Ordre Solanales

Famille Solanaceae

Genre Solanum ou Lycopersicon
Espece Lycopersicum esculentum Mill

2.2.1.2- Variétés des tomates
2.2.1.2.1- Variété a croissance déterminée

Ce groupe comprend des variétés ou la tige émet un nombre préétabli de bouquets a fleurs.
La tige principale se termine par un bouquet a fleurs, de méme que les rameaux anticipés, ce
qui entraine l'arrét naturel de la croissance de la tige en l'absence de bourgeon végétatif
terminal (Laumonnier, 1979). La croissance végétative se poursuit jusqu'a ce que les
extrémités des tiges ne produisent plus que des fleurs, rendant ainsi tout allongement
impossible (Figure 4). Le nombre d'inflorescences est limité. Ces plants de tomate ont un port
buissonnant et compact (en 1'absence de taille, ce qui est généralement le cas). Cela conduit a
une production de tomates plus "concentrée" (Lachachi, 2010). Ces variétés a croissance

déterminée sont donc privilégiées lorsque I'on recherche un rendement €élevé en tonnage, mais
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sur une période de production relativement courte, d'environ 6 a 7 semaines. Elles sont
principalement utilisées en plein champ (Laumonnier, 1979). Parmi les principales variétés,
on trouve : Celsior, Prisca, Balca, Fandango, Cencarra, Floradade, Apla, Topla, Carma,
Sixtima, Earlymat, Lérica, Roma, San Marzano (Adab, 2001) et Tomito F1, Sanzana F1,
Roma F1, Hector F1 (Aujardin, 2021).

Figure 4 Plant de tomate a croissance déterminée (Akpo, 2022).

2.2.1.2.2- Variétés a croissance indéterminée

Dans ces variétés, la tige principale se développe de maniére réguliere, formant
généralement un bouquet de fleurs toutes les trois feuilles. Le sommet de la tige s'allonge de
facon constante, produisant continuellement de nouvelles pousses, feuilles et inflorescences
(Figure 5). Cela entraine une prolongation de la période de production des fruits. La
croissance est interrompue par la mort de la plante ou par le pincement du bourgeon terminal
a la hauteur désirée. Il peut y avoir jusqu'a 6 ou 7 générations de fleurs au cours d'une saison,
voire plus, avec des tiges pouvant atteindre plusieurs metres de longueur (7 métres pour
certaines variétés) (Laumonnier, 1979 ; Lachachi, 2010). Ce groupe se distingue par un
rendement significatif étalé sur une longue période (Laumonnier, 1979), en voici quelques

exemples : Daniela, Cristal, Trésor, Rambo, Caruso, Tradiro, Félicia, Belliro, Rondello,
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Marylin, Excell, Palmiro, Ronduro, Pégase (Adab, 2001) ; Lemon boy F1, Yellow pear, Red
pear, Sweet 100 F1, Marmande F1, Pyros F1, Montfavet F1, Rita F1, Premio F1, Cobra F1
(Aujardin, 2021).

Figure 5 Plant de tomate a croissance indéterminée (Akpo, 2022).

2.2.1.2.3- Variété a croissance semi-déterminée

Cette catégorie représente une situation intermédiaire. Initialement, la croissance peut étre
déterminée mais se produit assez tardivement, ce qui entraine un allongement des tiges. Par la
suite, la croissance devient déterminée, mais une nouvelle pousse démarre tardivement,
redonnant ainsi un nouvel élan a la croissance végétative (Lachachi, 2010). Des exemples
comprennent le Costoluto genovese, la Grappe de noé€l, le Révérend Michael Keyes, la Potato

leaf variegated, la Dusya oranzehevaja (Cultivetarue, 2019).

2.2.2- Importance de la culture de tomates dans le contexte du bio-controle

La culture de tomates occupe une place prépondérante dans l'agriculture mondiale en
raison de sa grande valeur économique et de sa large consommation. Cependant, la production

de tomates est souvent entravée par divers pathogenes tels que les champignons, les bactéries
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et les virus, qui peuvent causer des maladies graves et réduire les rendements. Dans ce
contexte, le biocontrole émerge comme une alternative prometteuse aux pesticides chimiques
pour la gestion des phytopathogeénes des tomates. En utilisant des organismes vivants tels que
des agents de lutte biologique, des microorganismes antagonistes, des extraits de plantes et
des produits naturels, le biocontrole vise a réduire 1'impact des maladies tout en préservant la
santé des plantes, la qualité des fruits et la durabilité des écosystémes agricoles. La recherche
dans le domaine du biocontrole des phytopathogenes des tomates s'intensifie, offrant de

nouvelles perspectives pour une agriculture plus respectueuse de l'environnement et durable.

La tomate figure parmi les légumes les plus cultivés, transformés et consommés a 1'échelle
mondiale, comme indiqué par plusieurs études (Costa et Heuvelink, 2005 ; Naika et al., 2005 ;
Royer, 2013). En effet, sa production occupe le deuxieéme rang mondial juste apres la pomme
de terre (Camara ef al., 2013), soulignant ainsi son importance tant sur le plan nutritionnel que

sur le plan économique.

Au niveau mondial, l'agriculture maraichére représente plus de 33 % de la production
agricole totale et offre des emplois a environ 800 millions de personnes (Kanda et al., 2014).
Parmi les cultures maraichéres, la tomate se distingue comme I'une des principales
productions, cultivée dans plus de 130 pays sur une superficie approchant les 2,5 millions
d'hectares (Blancard, 2009). Cette culture est présente dans diverses zones climatiques, y
compris dans des régions relativement froides, grace au développement des techniques de
culture sous abri (FAO, 2009). La tomate est ainsi devenue progressivement une culture
industrielle a 1'échelle mondiale. En 2020, la culture de la tomate a atteint des sommets
historiques, avec une production record de 186 821 216 tonnes sur une superficie de 5 051
983 hectares (FAOSTAT, 2022), ce qui représente un rendement moyen d'environ 37 tonnes
par hectare. La répartition des productions est la suivante : 62,6 % en Asie, 13,1 % en
Amérique, 12,2 % en Europe, 11,9 % en Afrique et 0,2 % en Océanie. La Chine se positionne
en tant que premier producteur mondial avec environ 64,77 millions de tonnes, suivie par

I'Inde, la Turquie, les Etats-Unis et I'Egypte dans un ordre décroissant (FAOSTAT, 2022).

En Algérie, la culture de la tomate occupe la deuxiéme place apres celle de la pomme de
terre. Elle a débuté au cours des années 1900, notamment dans la région de I'est, avec
|'établissement de la premiere conserveriec TOMACOOP a Annaba. En 1970, le nombre
d'usines est passé a 26 a 1'échelle nationale. Les superficies dédiées a la culture de la tomate
industrielle ont également augmenté, passant de 100 hectares en 1930 a 2 000 hectares en
1960, pour atteindre une fourchette comprise entre 16 000 et 20 000 hectares ces dernicres
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années (Si Mohamed, 2017). En effet, en 2018, la surface consacrée a la culture de la tomate
¢tait estimée a plus de 22 mille hectares, avec un rendement d'environ 58,7 tonnes/hectare,
soit une quantité dépassant 1,2 million de tonnes dans le pays (FAO, 2020). Tipaza et Alger
représentent ensemble 12% de la superficie agricole nationale, tandis que Mostaganem
occupe 11%, et Biskra ainsi que El-Oued produisent chacune 9%. Les autres wilayas
constituent les 59% restants en 2016 (Ministére de ’agriculture et du développement rural
(MADR), 2019). D'apres les données de la FAOSTAT de 2022, 1'Algérie occupe la deuxiéme
place en méditéranée, en termes de production de tomate en tonnage, juste derricre 1'Espagne.
La production de tomate en 2022 évaluée a plus de 1 660 000 tonnes (FAO, 2022), s'explique

principalement par la grande superficie cultivée.

2.2.3- Maladies de la tomate

La tomate est sujette a de nombreuses maladies provoquées par plusieurs agents,
notamment des champignons, des bactéries, des virus et des phytoplasmes, ainsi que des
troubles physiologiques. Ces affections se manifestent par divers symptomes tels que des

taches sur les fruits, des pourritures, des flétrissures et des Iésions sur les feuilles (Jones ef al.,

2014 ; Elshafi et al., 2017).

2.2.3.1- Fusariose de la tomate

Les maladies fongiques exercent un impact significatif sur la production de tomates,
notamment celles causées par les especes de Fusarium, qui sont particulierement notables. La
maladie se présente sous deux formes : l'une affecte les vaisseaux et 'autre les racines. Les
champignons sont responsables de graves pertes de rendement a I'échelle mondiale. Ils
peuvent infecter les plants de tomates par la germination des spores ou du mycélium,
entrainant une augmentation de la transpiration de la plante et une réduction de la

translocation des nutriments (Blancard, 2019 ; Blancard, 2021).

2.2.3.2 - Le genre Fusarium

Le Fusarium, initialement décrit par Linke en 1809, appartient a la famille des
Tuberculariacées, au sein du groupe des Hyphomycétes (champignons filamenteux). En
raison de l'absence de reproduction sexuée, ces champignons sont classés parmi les
Deutéromycétes (champignons imparfaits), un regroupement artificiel de formes asexuées
variées. Cependant, certaines especes de Fusarium présentent une forme sexuée, é¢galement
appelée forme parfaite ou téléomorphe, qui est classée dans les genres Necteria ou Gibberella
(Gams et Nirenberg, 1989). Les especes de Fusarium sont des agents pathogenes largement
répandus dans le sol, présents de mani¢re cosmopolite. Ils ont été isolés dans les régions
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polaires ainsi que dans les déserts de sable (Djaffri et Khelifa 2020). On les retrouve
¢galement dans les terres cultivées et dans les régions chaudes tropicales. Ils sont associés a
diverses maladies des plantes, notamment le flétrissement vasculaire, la pourriture et les

maladies de la fonte des semis (Bodah, 2017).

Les spores de Fusarium se dispersent aisément dans 1'eau et peuvent étre transférées d'une
plante a l'autre par projection (Buechel, 2021). Cela entraine le flétrissement, la pourriture de
la couronne et des racines, et finalement la mort de la plante (Akbar et al., 2018 ; Manikandan
et al., 2018). Fusarium oxysporum est une espece répandue et diversifiée sur le plan
phylogénétique, connue pour sa capacité¢ a produire des mycotoxines (Irzykowska et al.,
2012). Elle est considérée comme I'espéce la plus courante causant des flétrissures, ainsi que
la pourriture de la couronne et des racines, dans différentes cultures. Cependant, d'autres
especes de Fusarium évoluent constamment et sont de plus en plus associées a de nombreuses
maladies de flétrissement touchant différents 1égumes, notamment la tomate, la pomme de
terre, l'oignon, le poivron, le piment, le chou-fleur, le poivre doux et bien d'autres

(Jamiotkowska, 2008 ; Ramidial et al., 2016 ; Akbar et al., 2018).

2.2.3.3- Fusarium napiforme

Fusarium napiforme est phylogénétiquement li¢ a F. verticillioides et a d'autres especes au
sein du clade africain du complexe d'espéces G. fujikuroi (O'Donnell et al., 1998). Cette
espece a d'abord été identifiée dans les grains de mil et de sorgho en Afrique du Sud et en
Namibie (Marasas et al., 1987). Cette espeéce est morphologiquement distinguée par sa
production de microconidies napiformes et en forme de citron. Les chlamydospores de F.
napiforme sont des structures a paroi ¢épaisse et uninucléées, avec un cytoplasme riche en
corps lipidiques et sont similaires a d'autres chlamydospores chez Fusarium (Marasas et al.,
1987). Les chalnes de microconidies sont absentes chez F. dlamini, tandis que F. nygamai et F.
napiforme produisent de courtes chaines de microconidies (généralement < 10 microconidies)
sur milieu PDA (Potatoes Dextrose Agar). Sur milieu KCl, les chaines produites par F
napiforme sont beaucoup plus longues (généralement > 25 microconidies), et ces cultures
peuvent étre facilement confondues avec F. moniliforme. L'absence de polyphialides et la
présence de microconidies napiformes en forme de citron distinguent F. napiforme de F.
nygamai. Les microconidies napiformes caractéristiques et les chlamydospores de F
napiforme ne sont cependant pas, facilement observables dans les cultures jeunes et se

forment dans des cultures d'au moins 21 jours. Ainsi, un examen attentif des cultures plus
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agées que celles généralement utilisées dans l'identification des espéces de Fusarium est

nécessaire pour distinguer F. napiforme de F. moniliforme (Marasas et al., 1987).

2.2.3.4- Alternariose de la tomate

Cette infection cryptogamique peut étre observée aussi bien en plein champ qu'en serre, et
elle affecte toutes les parties de la plante. Les infections sont particulierement séveres lors des
périodes humides et dans les climats chauds. Sa propagation se fait par le biais des graines, du
vent, de la pluie, ainsi que des débris de culture infectés. Les plantes ayant subi des
dommages sont plus susceptibles d'étre touchées par cette maladie (Hilmi et al., 2020). Le
champignon responsable de cette maladie est Alternaria tomatophila. 11 affecte tous les
organes aériens de la tomate a chaque étape de sa croissance. Il se manifeste principalement
par des taches foliaires vert foncé qui évoluent rapidement vers le brun foncé a noir. Des
Iésions similaires sont également observées sur les tiges. Les fruits exhibent des taches
concaves et peuvent étre enveloppés par une moisissure noire et veloutée. Les Iésions sur les
fruits peuvent entrainer leur chute (Blancard, 2013). Diverses espeéces du genre Alternaria
peuvent également provoquer des altérations, telles que : Alternaria alternata, Alternaria
tenuissima et Alternaria solani, qui produisent l'alternariol, une mycotoxine ayant des effets
cancérigénes. Elle est associée au cancer de l'cesophage ainsi qu'a des maladies

hématologiques (Tiessen et al., 2017).

2.2.3.5- Le genre Alternaria

Le genre Alternaria appartient a la famille des Pleosporaceae, a 1'ordre des Pleosporales,
de la classe des Dothideomycétes (Hongsanan et al., 2020). Ce genre compte plus de 700
especes répertoriées, mais seulement environ 378 especes sont reconnues dans 28 sections,
dont moins de 100 ont des données moléculaires pour préciser leurs affiliations
phylogénétiques (Hongsanan et al., 2020, Ahmadpour et al., 2021). Alternaria est largement
reconnu comme un pathogéne végétal sérieux ainsi que comme un agent pathogeéne post-
récolte, entrainant d'importantes pertes de cultures, ou pouvant également étre a l'origine de
maladies chez les animaux et les humains ou agir en tant qu'allergenes aériens (Wodenberg et

al., 2014).

Alternaria est largement connu comme ¢étant un type d'hyphomycétes dématiacés présents
partout. Ses conidiophores, soit ramifiés, soit branchés, sont associés a des cellules
conidiogénes discrétes, pouvant étre solitaires ou en chaine, droites ou courbées, avec des
septums phragmo- ou dictyoséptés, et des conidies brun moyen a brun foncé, terminées par
une pointe arrondie ou étroitement pointue. Ce champignon occupe une variété de niches
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¢cologiques grace a ses différents modes de vie, allant des endophytes aux pathogénes en
passant par les saprophytes, et se retrouve sur une large gamme de substrats hotes, incluant les
produits agricoles, les animaux, les plantes, les graines, le sol et méme I'atmosphere

(Lawrense et al, 2016 ; Li et al., 2022).

2.2.3.6- Alternaria alternata

Alternaria alternata, également connue sous le nom d'Alternaria Nees ex Fr, représente
l'espéce la plus répandue au sein du genre Alternaria (Wiktor, 2008). A. alternata est un
Deutéromycéte caractérisé par un mode de reproduction exclusivement asexué (Gauthier,
2016). C’est un champignon saprophyte, largement répandu a travers le monde, se trouvant
dans le sol ou sur des tissus végétaux, qu'ils soient en bon état ou en décomposition. Plus
précisément, cette espece agit en tant que pathogeéne des végétaux, se manifestant comme un
opportuniste en provoquant la maladie des taches brunes sur les feuilles, les tiges et les fruits
lorsque les conditions sont favorables. Les dommages économiques résultant de cette
moisissure sont significatifs, car elle affecte une large gamme de cultures hétes agronomiques,
notamment les céréales, les plantes ornementales, les cultures oléagineuses, les 1égumes et les
fruits (Jarolim et al., 2017). Le mycélium de A4. alternata a une texture veloutée et une teinte
variant du brun gris au noir (Gauthier, 2016). Les conditions optimales pour la croissance de
A. alternata est de sept jours d’incubation a (25 + 2)°C ensemencé sur milieu PDA (Xavier
et al., 2018). Les dictyospores de A. alternata peuvent étre disposées de manicre transversale
ou longitudinale, comme indiqué par Watanabe (2002), et sont produites en chaines de 10 ou
plus, émanant des cellules conidiales de base ou apicales, selon les observations de Benada
(2010). Les conidiophores présentent ¢galement une diversité de caractéristiques, avec des
variations en termes de longueur, de ramification, et de couleur allant d'un brun péle a un brun

clair, chacun terminé par un court bec conique a l'extrémité (Abeer et al., 2014).

2.3- Role des microorganismes dans le domaine du bio-controle

L'utilisation de composés produits par des plantes, des macro ou microorganismes pour
lutter contre les pathogeénes des plantes est une composante essentielle du bio-controle. Ces
derniéres années, on observe une croissance exponentielle dans le développement de
nouveaux produits de bio-controle a base de microorganismes, dépassant largement celle des
autres agents de lutte biologique (Robin et al, 2019). Les bactéries, les moisissures, les
levures, les virus et les phages sont parmi les principaux types de microorganismes utilisés
dans ce contexte, souvent présents dans le sol et démontrant des activités antagonistes.

Certaines levures produisent des composés organiques volatils, tel que Galactomyces
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candidum, dont la libération de molécules diffusibles entraine l'inhibition de Botrytis cinerea
in vitro (Chen et al., 2018). Les mycovirus, qui infectent les champignons, ont démontré leur
efficacité pour ralentir voire inhiber, la croissance des champignons infectés, réduisant ainsi
leur pathogénicité (Kumar et al., 2016). En 2019, trois nouveaux bactériophages de la famille
des Podoviridae, efficaces contre Ralstonia solanacearum, ont ét¢ découverts. Ils présentent
une spécificité vis-a-vis de leur pathogéne qui est remarquablement élevée (Alvarez et al.,

2018).

Les moisissures peuvent jouer un role crucial dans le biocontréle, notamment dans la lutte
contre les pathogeénes des plantes (Ghorbanpour et al.,, 2017). En effet, les moisissures
peuvent concurrencer d'autres microorganismes pour les ressources nutritives, ce qui réduit la
disponibilité des nutriments nécessaires a la croissance des pathogenes, c’est ce qu’on appelle
I’antagonisme compétitif (Sharma, 2021). De plus, certaines moisissures sont capables de
synthétiser des métabolites qui ont des effets antimicrobiens, ce qui peut aider a contrdler les
populations de pathogénes et déclencher des réponses de défense chez les plantes hotes,

renforgant ainsi leur capacité de résistance (Gupta et al., 2021).

Les bactéries constituent le groupe dominant de microorganismes dans le bio-contrdle
(Berendsen et al., 2012). La plupart ne sont pas nuisibles aux plantes car elles ont souvent du
mal a survivre longtemps dans le sol (sauf les bactéries sporulantes). De plus, leur capacité a
infecter les plantes nécessite souvent une plaie pour pénétrer (Raiimakers et al., 2009 ; Fifiani,
2021). En revanche, les bactéries bénéfiques aux plantes sont assez courantes et jouent un role
crucial dans le maintien de leur santé. Elles interagissent avec les racines des plantes, peuvent
les coloniser, favoriser leur croissance et les protéger contre les pathogeénes grace a divers
mécanismes. Elles sont appelées PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), ce qui
signifie les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes. Parmi ces bactéries, les plus
connues et exploitées, sont celles des genres Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter,
Azotobacter et Serratia (Glick et al., 2012). Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a

la moisissure du genre Chaetomium ainsi qu'aux bactéries du genre Bacillus.

2.3.1- Le genre Chaetomium

Le genre Chaetomium comprend entre 80 et 100 espéces, avec des variations significatives
dans les données taxonomiques pour ce genre. Chaetomium globosum est 1'espeéce la plus
reconnue et étudiée (Pieckova, 2003). Parmi les espéces les plus courantes, on trouve

Chaetomium atrobrunneum, C. funicola, C. globosum et C. strumarium.
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Le genre Chaetomium est courant et répandu a travers le monde, se trouvant généralement
dans le sol et sur la matiére végétale en décomposition (Abbott et al., 1995). Cependant, les
niveaux des spores de ces champignons dans l'air extérieur, sont relativement faibles (Khan et
al., 2003). A l'intérieur, ils prospérent sur la cellulose et peuvent étre présents sur divers
matériaux tels que le bois, les panneaux de gypse, le compost, la paille, etc. Ils sont également

connus pour causer la pourriture du bois, affectant aussi bien les résineux que les bois durs.

Diverses souches de Chaetomium spp. ont démontré des activités antifongiques variables, a
la fois in vitro et in vivo, contre de nombreux agents phytopathogenes tels que Fusarium, A.
raphani, A. brassicicola, Phytophthora et Pythium ultimum (Vitale et al.2012). Tomilova et
Shternshis (2006) ont également signalé¢ que Chaetomium spp. a été efficacement utilisé pour
controler des maladies telles que le semis tombant de la betterave sucriére et la pourriture des
racines chez les agrumes et le poivre noir. Toutefois, avant d'utiliser Chaetomium spp. dans
des applications sur le terrain, divers parameétres environnementaux tels que la température,
I'humidité du sol et le pH doivent étre pris en compte, car ils peuvent influencer leur efficacité

et leur potentiel antagoniste.

2.3.2- Le genre Bacillus

Le genre Bacillus englobe les bactéries qui font partie de la famille Bacillaceae et de
l'ordre Bacillales, appartenant a la branche des Firmicutes. Ce sont des bactéries a Gram
positif, capables de vivre dans des environnements aérobies ou anaérobies facultatives. Elles
se distinguent par leur capacité a former des endospores en conditions aérobies lorsque les
conditions de croissance deviennent défavorables. Ces bactéries peuvent coloniser divers
habitats écologiques (Radhakrishnan et al,, 2017). Une grande diversité existe au sein de ce
genre, qui est caractérisée par des différences dans la morphologie des spores, dans leur taille,
et dans les conditions optimales de croissance en termes de pH et de température, ainsi que

dans leur activité biochimique (Zeigler et Perkins, 2015).

2.3.2.1-Bacillus halotolerans

L'ancien nom de Bacillus halotolerans est Brevibacterium halotolerans. Delaporte et
Sasson (1967) ont identifié cette espece dans un échantillon de sol collecté au Maroc. Ce nom
est apparu dans la liste officielle des noms de bactéries en 1980. Il convient de noter que
Bacillus halotolerans n'a été classé dans le genre Bacillus qu'en 2017, lorsque Ben Gad et
Gerchma (2017), ont revu la classification de cette espece qui €tait auparavant rangée parmi

les Brevibacterium. Cette révision taxonomique s'est appuyée sur des caractérisations
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microscopiques et biochimiques, révélant que B. halotolerans était plus apparenté au genre
Bacillus qu'a Brevibacterium. B. halotolerans est inclus dans le groupe de Bacillus subtilis, et
plus spécifiquement dans le sous-groupe de Bacillus mojavensis. 11 partage des
caractéristiques phénotypiques similaires avec Bacillus subtilis subsp. subtilis et Bacillus
mojavensis, rendant leur distinction pratiquement impossible par les méthodes d'identification
phénotypique. B. halotolerans est une bactérie aérobie a Gram positif, de forme bacillaire,
mobile, produisant des spores ellipsoidales centrales ou para-centrales. Les cellules ont une
taille comprise entre 2 et 4 um et sont généralement observées individuellement ou en
chaines. Les colonies sont macroscopiquement opaques, lisses, circulaires et intactes, avec un
diametre variant entre 1 et 2 mm. Sa température de croissance optimale se situe entre 28 et
30°C. La majorité des especes de B. halotolerans peuvent survivre dans des milieux extrémes,
tels que des conditions de forte salinité et un pH alcalin (Wu et al., 2021). Tout comme les
especes qui composent le groupe Bacillus subtilis, B. halotolerans sont des bactéries
ubiquitaires souvent trouvées dans le sol, I'eau et 'air. Ces organismes sont considérés comme
inoffensifs car ils ne sont associés a aucune maladie. Ils ne sont donc ni pathogénes ni
toxiques pour I’Homme, les animaux ou méme les plantes (Piggot, 2009).

En moyenne, le génome complet de B. halotolerans mesure 4,5 Mb. En général, il est
constitué¢ de plusieurs geénes impliqués dans la résistance au stress saliné et la biosynthese de
composés antifongiques. Les génes associés a la biosynthése des dipeptides non
ribosomiques, capables d'induire la lyse des cellules fongiques, comprenant par exemple le
gene bac A qui code pour le Bacilysin, sont abondamment présents dans le génome de B.
halotolerans (Sagredo-Beltran et al., 2018). On retrouve également des geénes codant pour des
métabolites secondaires antimicrobiens tels que les surfactines, les fengycines et les
bacillibactines. De plus, des génes impliqués dans la biosynthése de régulateurs de croissance
des plantes tels que les auxines et les spermidines ont également été identifiés (Thomloudi et
al., 2021).

Slama Ben et al. (2019) ont signalé que B. halotolerans pouvait inhiber efficacement des
especes du genre Fusarium sur les fruits de la tomate et présentait une forte inhibition in vitro
a d'autres phytopathogénes majeurs, notamment A. alternata, B. cinerea, Rhizoctonia

bataticola et Phytophthora infestans.

2.3.2.2- Mode d’action des microorganismes contre les pathogénes
L'action des microorganismes contre les pathogénes végétaux, est un domaine de recherche

en plein essor dans le cadre de la protection des cultures. Les microorganismes, tels que les
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bactéries, les champignons et les virus, sont largement étudiés pour leur capacité a agir
comme agents de biocontrdle, c'est-a-dire pour leur aptitude a réduire l'incidence et la gravité
des maladies des plantes causées par des agents pathogenes (Fravel 2005, Wafaa 2007). Les
Bacillus, en particulier les especes Bacillus subtilis et Bacillus thuringiensis, sont largement
¢tudiés pour leur potentiel de biocontrdle contre les pathogeénes végétaux (Horak ef al., 2019).

Leur mode d'action comprend plusieurs mécanismes clés :

e Compétition pour les nutriments : Les Bacillus colonisent la rhizosphére et le
phylloplane des plantes, et rentrent ainsi en compétition avec les pathogeénes pour les
nutriments et I'espace disponibles. Cette compétition peut réduire la croissance et la
virulence des pathogénes, contribuant ainsi a la protection des plantes contre les
infections (Alabouvette et al., 2006).

e Activation du systéme immunitaire des plantes : certains Bacillus induisent des
réponses de défense systémiques chez les plantes hotes, renforcant ainsi leur capacité a
se défendre contre les pathogenes. Cette induction peut se faire par la production de
composés de signalisation, tels que l'acide salicylique et les jasmonates, ou par la
stimulation des voies de signalisation spécifiques des plantes (Benitez et al., 2004).

e Production d'enzymes de dégradation des parois cellulaires : Certains Bacillus
produisent des enzymes, telles que les chitinases, les protéases et les glucanases, qui
dégradent les composants des parois cellulaires des pathogenes fongiques, facilitant
ainsi leur élimination par la plante hote (Yasmin ef al., 2016 ; Rais et al., 2017).

e Production d'antibiotiques et de composés antifongiques : Les Bacillus sécrétent
divers métabolites secondaires, tels que les antibiotiques de la classe des lipopeptides,
des polypeptides et des macrolides, qui ont une activit¢ antifongique contre une large
gamme de pathogénes végétaux. Ces substances inhibent la croissance et la
propagation des pathogénes en perturbant leur physiologie (Jijakly, 2003).

En résumé, les Bacillus exercent leur action de biocontrdle contre les pathogenes végétaux
en combinant divers mécanismes, notamment la production de substances antifongiques, la
compétition écologique, la stimulation du syst¢tme immunitaire des plantes et la production
d'enzymes de dégradation. Cette combinaison de stratégies contribue a réduire la virulence

des pathogenes et a renforcer la résistance des plantes aux infections, offrant ainsi une

alternative durable aux pesticides chimiques.

2.4- Fermentation
La fermentation est un processus biologique essentiel avec de nombreuses applications

pratiques dans divers domaines. Elle repose sur l'activit¢ métabolique des microorganismes
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pour transformer les substrats organiques en produits utiles, offrant ainsi une alternative
durable aux processus chimiques traditionnels. Elle est largement utilisée dans de nombreux
secteurs industriels pour la production de divers produits. Par exemple, elle est utilisée dans
l'industrie alimentaire pour la production de pain, de fromage, de vin, de biére, de yaourt, etc.
Elle est également utilisée dans I'industrie pharmaceutique pour la production d'antibiotiques,
de vitamines, d'enzymes, etc., ainsi que dans l'industrie chimique pour la production de

biocarburants, d'acides organiques, de solvants, etc. (Ashby et al., 2019).

2.4.1- Conditions de fermentation

La fermentation des microorganismes dépend de plusieurs conditions essentielles pour
assurer un processus efficace. Ces conditions comprennent notamment le substrat utilisé, le
pH du milieu, la température, la disponibilité d'oxygene, et la présence éventuelle, de
nutriments supplémentaires ou de co-facteurs (Stanley et al., 2010 ; Abdel-rahman et al.,
2013). En ajustant ces paramétres, il est possible de favoriser la croissance et l'activité
métabolique des microorganismes désirés, ce qui peut conduire a la production de divers
produits, tels que des acides organiques, des alcools, des enzymes, ou des biocarburants (Liu
et al., 2018). Une compréhension précise et un controle approprié de ces conditions sont donc
cruciaux pour optimiser les processus de fermentation et maximiser les rendements de

production (Zhang et al., 2018).

2.4.2- Types de fermentation
2.4.2.1- Fermentation solide

La fermentation en milieu solide se caractérise par la présence de matieére solide,
principalement ligno-cellulosique dans le cas des végétaux, et une faible quantité d'eau
(Laufenberg et al., 2003 ; Abu Yazid et al., 2017). Elle donne lieu a diverses fermentations
spontanées comme l'ensilage ou le compostage, et elle est couramment utilisée dans la
production d'aliments fermentés tels que les olives, la choucroute ou le tofu a base de soja. Ce
processus est également employé pour produire des biosurfactants, de 1'é¢thanol, de la
biomasse, des enzymes, des acides organiques, des acides aminés, des molécules
antimicrobiennes et des molécules aromatiques (Couto et Sanroman, 2006 ; Abu Yazid et al.,

2017).
2.4.2.2- Fermentation liquide

La fermentation liquide est un processus biologique dans lequel des micro-organismes se

développent dans un milieu liquide (Salihu et al., 2012). Ce type de fermentation est
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couramment utilis¢ dans la production de boissons fermentées. Par exemple, dans la
fermentation de la biére, les levures sont ajoutées au moit de malt sucré, ou elles métabolisent
les sucres pour produire de l'alcool et du dioxyde de carbone, ainsi que des composés
aromatiques qui contribuent a la saveur finale de cette boisson (Paddon et al., 2013). De
méme, dans la production de vin, les levures présentes naturellement sur la peau des raisins ou
ajoutées délibérément au mott, fermentent les sucres du jus de raisin pour produire de 1'alcool
et d'autres composés volatils qui définissent les caractéristiques organoleptiques du vin. La
fermentation liquide offre également un contréle précis sur les conditions de fermentation,
telles que la température, le pH et la composition du milieu, ce qui permet d'obtenir des
produits finis avec une grande diversité de profils sensoriels et de qualités gustatives (Pandey

etal.,2018).

Dans les deux types de fermentation, les micro-organismes métabolisent les substrats
disponibles pour obtenir les produits finaux tels que les acides organiques, l'alcool, le gaz
carbonique, les ardmes, et parfois les composés toxiques ou indésirables. La fermentation est
largement utilisée dans 1'industrie alimentaire pour 1’obtention de divers produits fermentés,
ainsi que dans d'autres applications telles que la production d'énergie et la dépollution

(Pandey et al., 2018).

2.5- Substrat de fermentation : Paille d’avoine

Dans le domaine de la fermentation, divers substrats sont utilisés pour favoriser la
croissance des microorganismes et la production de produits fermentés. Parmi ces substrats,
on retrouve la paille d'avoine, le blé et la paille d'orge, qui sont des matieres végétales riches
en composés carbonés pouvant étre dégradés par les microorganismes fermentaires. La paille
d'avoine, en particulier, présente un intérét croissant dans la recherche en raison de ses
propriétés particulieres. En tant que sous-produit agricole abondant, la paille d'avoine offre
une source renouvelable et économiquement viable pour la production de bioénergie, et
d'autres composés a haute valeur ajoutée par fermentation. Sa composition chimique,
comprenant des polysaccharides tels que la cellulose et I'hémicellulose, ainsi que des
composés phénoliques, en font un substrat attrayant pour une gamme diversifiée de
microorganismes fermentaires. De plus, 'utilisation de la paille d'avoine comme substrat de
fermentation contribue a la valorisation des déchets agricoles, a la réduction des émissions de
gaz a effet de serre et a la promotion d'une économie circulaire et durable (Kim et al., 2019).

De ce fait, la paille d'avoine émerge comme un substrat prometteur dans la recherche en
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fermentation, offrant des opportunités pour développer des processus de production plus

efficaces, durables et respectueux de l'environnement.

2.5.1- Description de la plante

L'avoine est une plante annuelle dont les racines sont abondamment fasciculées dans les
dix premiers centimétres du sol. Elle peut également développer des racines adventives au
niveau des nceuds, avec des tiges atteignant une hauteur de 80 a 150 cm. Ces tiges peuvent
étre simples ou ramifiées a la base et produisent un tallage important. Il s'agit d'une plante
monocotylédone avec une tige cylindrique mesurant de 25 a 150 cm de haut. Les feuilles
peuvent étre plates ou enroulées, avec une ligule courte et tronquée. Les épillets ne sont pas
regroupés de maniere dense, ils sont portés sur des pédicelles, pendants, et disposés en
panicules ou en grappes ¢€talées. Chaque épillet renferme deux fleurs fertiles. Les glumes sont
de tailles égales ou presque, et dépassent les fleurs. Les glumelles sont ¢galement presque de
tailles égales, avec une caractéristique particuliere : la glumelle inférieure présente une aréte
flexueuse ou tordue. Chaque fleur posseéde trois étamines, et les stigmates sont directement
attachés au carpelle. Le grain (caryopse) est oblong, avec des poils a son sommet, et est

enveloppé a la base par les glumelles (Clerget, 2011).

Bien que l'avoine soit une céréale robuste cultivée principalement dans les régions
tempérées, elle est de moins en moins présente sur les terres agricoles. Utilisée principalement
comme fourrage vert (feuillage et paille) et dans l'alimentation humaine et animale, elle est
¢galement cultivée pour ses grains. L'avoine trouve ses origines dans le nord-est de 1'Europe
(notamment en Autriche et en Russie) ainsi que sur les hauts plateaux de I'Ethiopie et de la
Chine. La plus ancienne trace d'avoine cultivée a été retrouvée dans des grottes en Suisse,
datant de 1'age de bronze. L'introduction de l'avoine en Amérique remonte a 1609, sur les iles
Elizabeth au large des cotes du Massachusetts. George Washington, le premier président des

Etats-Unis, aurait semé 234,71 hectares d'avoine en 1786 (Sirodot, 2016).

Avena sativa L. est la seule espece cultivée d'un genre comprenant environ 33 especes
réparties autour du bassin Méditerranéen. Tout comme le genre Triticum, le genre Avena
comprend des especes diploides (2n=14), tétraploides (2n=28) et hexaploides (2n=42). Les
mécanismes évolutifs et les processus de polyploidie sont essentiellement similaires a ceux
observés chez le blé. Contrairement a ce dernier, le processus de domestication et de culture
de l'avoine concerne principalement les especes hexaploides. Deux autres especes, l'avoine

rouge et I'avoine blanche, sont mentionnées dans la littérature comme ayant été cultivées dans
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les premiers temps en Méditerranée orientale. Ces espéces ont des panicules peu denses et
leurs grains ont tendance a se détacher a maturité. Elles sont maintenant considérées comme
faisant partie de 1'Avena sativa étant donné qu'elles partagent le méme génome. Leur
similitude génétique avec 1'Avena sativa ne justifie pas de leur accorder un statut spécifique

(Sirodot.G-E., 2016).

D'apres Feillet (2000), 'avoine est une plante monocotylédone herbacée annuelle. (Salgado

et al., 2008) ont classifi¢ I’avoine comme suit :

Reégne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordre Cyperales
Famille Poaceae
Sous-famille Pooideae

Tribu Aveneae

Genre Avena

Espéce Avena sativa L.

2.5.2- Disponibilité en Algérie

La disponibilit¢ de la paille d'avoine en Algérie peut varier en fonction de plusieurs
facteurs, notamment les conditions climatiques, les pratiques agricoles et la demande locale.
L'avoine est cultivée dans plusieurs régions d'Algérie, principalement dans les zones a climat
tempéré ou les conditions de croissance sont favorables. La quantité de paille d'avoine
dépendra donc de la superficie cultivée et du rendement de la récolte dans ces régions. Les
agriculteurs algériens utilisent souvent la paille d'avoine comme matériau de paillage, pour
l'alimentation (Benyacoub et al., 2016). Cependant, il est important de noter que cette
disponibilit¢ de la paille d'avoine peut étre influencée par d'autres facteurs tels que la
concurrence avec d'autres cultures, les pratiques de gestion des résidus de récolte et les
fluctuations des prix des céréales sur le marché (Abadia et al., 2018). Dans les régions ou
l'avoine n'est pas largement cultivée ou dans les régions ou les rendements sont faibles, la

disponibilité de la paille d'avoine peut €tre limitée (Karouf et al., 2018).

2.5.3- La paille d'avoine comme substrat de fermentation

La paille d'avoine, un sous-produit agricole, offre un substrat potentiellement intéressant
pour la fermentation. Avant d'étre utilisée comme substrat, la paille d'avoine peut nécessiter
un traitement préalable pour améliorer sa digestibilité par les micro-organismes (Arévalo-

Gallegos et al., 2017). Des méthodes telles que le broyage ou le trempage peuvent étre
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employées pour fragmenter la paille et augmenter sa surface spécifique, ce qui facilite 1'action
des enzymes et des micro-organismes. Une fois prétraitée, la paille d'avoine peut étre utilisée
dans divers processus de fermentation, tels que la production d'aliments fermentés ou la
bioconversion en produits chimiques ou biocarburants. L'utilisation de la paille d'avoine
comme substrat de fermentation présente l'avantage supplémentaire de valoriser un déchet
agricole, tout en contribuant a la production de produits a valeur ajoutée (Arévalo-Gallegos et

al., 2017 ; Abadia et al., 2018 ; Karouf et al., 2018, Kim et al., 2019).

2.6- Modélisation

La modé¢lisation revét une importance primordiale dans de multiples domaines
scientifiques et techniques, offrant la possibilité de représenter et de simuler des phénomenes
complexes. Qu'il s'agisse de la physique, de la biologie, de 1'économie ou d'autres disciplines,
les modeles jouent un rdle imprtant dans la compréhension, la prédiction et la prise de
décision (Lee et al., 2010). L'avenement de I'informatique et des technologies numériques a
largement ¢largi le champ d'application de la modélisation, facilitant la création de modeles de
plus en plus élaborés et précis. Ces modeles sont utiles pour simuler des systémes
dynamiques, analyser des données, optimiser des processus, voire évaluer des politiques
publiques (Fishwck, 2007). Cependant, la mod¢lisation comporte également des défis,
notamment en ce qui concerne le choix des hypothéses, la validation des résultats et
I’évaluation des incertitudes. Il est donc essentiel d'adopter une approche rigoureuse et

transparente dans la construction et I'utilisation des modéles (Saltelli et al., 2008).

2.6.1- Plan de Box-Benken

Le plan de Box-Behnken (BBD : Box-Behnken Design) est un plan expérimental et un
modele non linéaire de la méthodologie des surfaces de réponse développé par Box et
Behnken en 1960. Le plan de Box-Behnken crée une matrice nécessaire a la combinaison des
parametres du processus étudié. Ce plan permet de développer un modéele de surfaces de
réponse quadratique qui est utilisé pour l'estimation ou la prédiction des valeurs attendues
(Takindal et al., 2012 ; Agarwal et al., 2014 ;Yu et al., 2016). La technique d'optimisation
consiste a la recherche de la valeur maximale ou minimale d'une fonction d'un ensemble de
variables sous réserve de certaines conditions (Jayaram et al., 2015). L'optimisation des
parametres du processus est réalisée a l'aide des techniques suivantes : éléments finis,
conception de Taguchi, surfaces de réponse, algorithme génétique, réseaux de neurones

artificiels (Aliemek et al., 2020).
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2.6.2- Méthode des surfaces de réponse (RSM : Response Surface Methodology)

La méthode des surfaces de réponse, conceptualisée par Box et ses collaborateurs dans les
années 50 (Gilmour, 2006 ; Bruns et al., 2006), trouve son origine dans l'analyse graphique
qui émerge apres le calibrage du modele mathématique. Cette approche est devenue courante
dans la littérature sur la chimiométrie. Elle englobe un ensemble de techniques mathématiques
et statistiques visant a ajuster des modeles empiriques aux données expérimentales, en lien
avec la conception des expériences. Pour ce faire, on utilise souvent des fonctions
polynomiales linéaires ou quadratiques pour décrire le systeme étudié, permettant ainsi
d'explorer et d'optimiser les conditions expérimentales par le biais de la modélisation et de
l'ajustement (Teofilo et al., 2006). La méthode des surfaces de réponse (RSM) intégre la
modélisation mathématique et statistique pour aborder des données complexes lors de la
conception expérimentale (Qin et al., 2012 ; Saini et al., 2020). Son principal atout réside
dans la nécessité de quelques tests seulement pour élaborer un modele, ce qui permet une
exécution rapide et une précision élevée des réponses basées sur l'équation de régression
(Kavitha et al., 2016). En outre, les RSM permettent d'évaluer simultanément plusieurs
interactions entre les parametres sélectionnés et de suggérer les meilleures valeurs pour

chacun d'eux (Roy et al., 2018).

Les étapes clés dans 1'application des RSM comme technique d'optimisation, sont (Bezerra et
al.,2008) :

e [’identification des variables indépendantes qui influencent significativement le
systeme a travers des études de criblage et définition de la région expérimentale en
fonction des objectifs de 1'é¢tude et de 1'expertise du chercheur,

e choix de la conception expérimentale et réalisation des expériences selon la matrice
expérimentale sélectionnée,

e traitement mathématique et statistique des données expérimentales en ajustant une
fonction polynomiale,

e ¢valuation de la pertinence du modele,

e vérification de la nécessité et de la faisabilité d'un ajustement vers la région optimale,

e détermination des valeurs optimales pour chaque variable étudiée.
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2.6.3- Réseaux de neurones artificiels (ANNs : Artificial Neural Networks)

Les ANNs sont des systémes adaptatifs artificiels inspirés par les processus de
fonctionnement du cerveau humain (McCulloch 1943). Ils sont une forme d'intelligence
artificielle qui vise a reproduire le réseau de neurones du cerveau humain, afin que les
processeurs puissent reconnaitre les signaux, les analyser et prendre des décisions comme le
ferait un étre humain. Les neurones artificliels sont programmés a l'aide d'ordinateurs pour
agir comme des cellules cérébrales interconnectées afin de générer un ANN (Amato ef al.,
2013). Les réseaux de neurones artificiels (ANNSs) sont des outils puissants pour la prévision
et I'amélioration des parametres de processus in silico complexes, mettant en valeur leurs
capacités d'approximation universelle, comme le montre Desai et al. en 2008. Néanmoins, il
est crucial de reconnaitre que méme si les ANNs peuvent offrir des apergus précieux, ils ne
garantissent pas la faisabilité¢ de la solution globale ultime, comme 1'ont souligné Rajendra et
al. en 2009. La création d'un modele de réseaux de neurones artificiels (ANNs) implique
l'intégration de plusieurs systemes de traitement de données, chacun compos¢ de multiples
unités (neurones) (Vasseghian et al., 2020 ; Dragoi et Vasseghian, 2021). Chaque neurone
bénéficie de communications internes qui lui permettent de collaborer de maniere
harmonieuse avec les autres neurones. Par la suite, le modele peut Etre entrainé en
construisant un réseau de neurones artificiels interconnectés, en élaborant un algorithme
d'apprentissage pour ce réseau, puis en l'appliquant a ce dernier. Le perceptron multi-couches
(MLP : MultiLayer Perceptron), qui comprend une couche d'entrée, une ou plusieurs couches
cachées et une couche de sortie, représente l'architecture d'un ANN a propagation avant la
plus couramment utilisée (Ali et Abd, 2021). Les réseaux de neurones artificiels (ANNs) sont
fréquemment entrainés en utilisant la méthode de rétropropagation (BP : Back Propagation)
(Al-Kharashi et Skitmore, 2009) avec les techniques de régularisation Levenberg-Marquardt
(LM) et Bayésienne (BR). De ce fait, le premier algorithme est une approche rapide de BP
(Chou et al., 2013) qui divise les données de maniére aléatoire et le second algorithme est
constitué de deux phases distinctes : apprentissage et test (Khalid et al., 2017).

La sélection du modele ANN et sa complexité déterminent le nombre de neurones cachés,
une ¢étape primordiale dans la construction du réseau. Un nombre trop faible de neurones
cachés peut diminuer les performances de prédiction, tandis qu'un exces de neurones peut
entrainer un surajustement et des délais de calcul considérables (Pandey et al., 2016). Par
conséquent, il est essentiel de choisir le nombre optimal de neurones pour obtenir la meilleure
précision prédictive. Le coefficient de corrélation R, le coefficient de détermination R? et

l'erreur quadratique moyenne (MSE : Mean Squared Error) sont des indicateurs utilisés pour
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¢valuer la précision du modéle. Une analyse de la performance de prédiction du modele peut
étre réalisée lorsque la MSE est minimisée et que R? est élevé, typiquement supérieur a
0,98~0,99. Les fonctions de transfert les plus couramment utilisées sont la tangente sigmoide
(tansig) et la sigmoide logarithmique (logsig), choisies pour optimiser la précision et
l'exactitude des prédictions, en particulier lorsque le phénomene étudié est non linéaire (Ali et

Abd, 2021).

L'algorithme génétique (GA : Genetic Algorithm) repose sur les principes de 1'évolution
génétique darwinienne et utilise des opérateurs génétiques tels que la sélection, la mutation,
l'inversion et le croisement pour déterminer la solution optimale a un probléme donné, comme
le démontrent (Smaali et al., 2021 ; Yahya et al., 2020). Ce processus est communément
désigné comme la fonction de fitness, comme expliqué par Ghaedi et Vafaei (2017). Ce
processus est exécuté de manicre itérative a travers plusieurs générations pour produire les
chromosomes les plus robustes, qui représentent les solutions ou les parameétres opérationnels
optimaux pour le bioprocessus examiné. L'algorithme génétique (GA) sert d'optimiseur
évolutif et adaptatif efficace, souvent intégré aux réseaux de neurones artificiels (ANNs). Il
permet de déterminer les parameétres opérationnels optimaux précis ou approximatifs pour une
cible spécifique et unique. Cette intégration permet d'obtenir des performances satisfaisantes
tout en réduisant simultanément la complexité¢ des ANNs, comme le démontrent Fan ef al. en

2018.

Les capacités exceptionnelles de généralisation des ANNSs, ainsi que leur capacité a gérer le
bruit, leur permettent d'anticiper avec précision les résultats pour de nouveaux ensembles de
données d'entrée. Dans un espace de grande dimension, ils apprennent des modeles et

anticipent les conséquences des problémes (Nguyen ef al., 2021).

L'utilisation des ANNs en biotechnologie microbienne pour créer des modeles, est
rarement citée dans la littérature. Les modeles basés sur les ANNs présentent certains
avantages par rapport aux méthodes traditionnelles, notamment la capacité de prévoir et
d'optimiser n'importe quels parameétres de processus de données complexes (Desai et al.,
2008). Les ANNs peuvent étre créés sans connaissance préalable, peuvent gérer des données
incompletes des matériaux d'entrée et de sortie et ne nécessitent pas de description
mathématique du phénomene étudié (Azizi et al., 2016). Ainsi, cette approche génére des
prédictions appropriées des meilleures méthodes de biotraitement (Dhanarajan et al., 2014;

Mourabet et al., 2014 ; Aghaeinejad-Meybodi ef al., 2019).
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2.7- Lipopeptides (LP)

Les LP, ou lipopeptides microbiens, se composent a la fois d'une partie polaire et d'une
partie apolaire dans leur structure amphiphile. La portion polaire est constituée d'un peptide
cyclique, tandis que la partie apolaire consiste en un acide gras linéaire ou ramifié¢ présentant
différentes longueurs et niveaux d'oxydation (Ahimou et al., 2000). Ces lipopeptides ont été
extraits dun éventail de genres bactériens, tant Gram-positifs (tels que Bacillus ou
Streptomyces), Gram-négatifs (comme Pseudomonas) que Gram-variable (notamment
Paenibacillus), ainsi que de divers genres fongiques tels que Phoma et Emericella (Kauffman
et al., 2007 ; Bekiesch et al., 2020). La nature amphiphile des LP leur donne des capacités
émulsifiantes largement exploitées dans l'industrie biotechnologique (Raaijmakers et al.,
2010). Les LP peuvent adopter une forme linéaire ou cyclique. Jusqu'a présent, les LP
cycliques sont considérés comme le groupe le plus actif sur le plan biologique, tandis que la
recherche sur les LP linéaires est limitée (Patel er al, 2015; Tran et al., 2020). La
macrocyclisation est une caractéristique répandue de nombreux produits naturels (Kopp et al.,
2007) ; dans le cas des LP, ce processus se produit a la derniére étape de la synthése et il est
catalysé par un domaine thioestérase C-terminal (Te) (Roongsawang et al., 2007, 2010). La
macrocyclisation des LP est une stratégie visant a assurer leur stabilité structurale et leur
bioactivit¢ (Hamley 2016). Comparés a leurs homologues linéaires, les LP cycliques
présentent une plus grande stabilité¢ physico-chimique ((Kopp et al., 2007), avec un nombre
réduit de conformations structurales potentielles qu'une molécule peut adopter (De Araujo et
al., 2011). La macrocyclisation confére une protection contre la dégradation par les exo et
endoprotéases (White et al., 2011), et permet aux LP d'étre correctement orientés pour

interagir avec leur cible (Kopp et al., 2007).

Les LP sont produits par biosynthése a travers des voies de métabolites secondaires. Les
enzymes qui les fabriquent sont codées par des grappes de génes biosynthétiques (BGC :
Biosynthetic Gene Clusters), des ensembles organisés de deux genes ou plus, comprenant des
¢léments de régulation (Martinet et al., 2020). Pour les LP, cette synthese est principalement
assurée par des synthétases peptidiques non ribosomiques (NRPS : Non-Ribosomal Peptide
Synthetases) et des synthétases hybrides NRPS-PKS (PKS : PolyKetide Syntethase), deux
types de grosses protéines multi-modulaires et multi-domaines (Patel ez al., 2015 ; Tran et al.,
2020). Chaque module NRPS comprend au moins trois domaines catalytiques : un domaine
d'adénylation (A), un domaine de protéine porteuse peptidique (PCP : Peptide Carrier Protein)

et un domaine de condensation (C) (Kearns et al., 2010). Une grande variété de NRPS a été

32



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

identifiée, principalement dans les phylums bactériens Proteobacteria, Actinobacteria,
Firmicutes et Cyanobacteria (Miiller et al., 2015). Cependant, de nombreux autres groupes
ont été découverts portant les génes nécessaires a la synthése de NRPS, notamment

Deinococcus-Thermus, Chlorobi, Verrucomicrobia et Gemmatimonadetes (Wang et al., 2014).

Les LP sont largement utilisés dans divers secteurs industriels tels que la pharmacie (Khan
et al., 2016 ; Schultz et al., 2020), l'agroalimentaire (Meena et al., 2015), la cosmétique
(Hamley, 2016) , l'agriculture (Penha et al., 2020), ainsi que dans la dépollution des métaux
lourds et des hydrocarbures (Bezza ef al., 2015). Les LP montrent une variété¢ de bioactivités
incluant des propriétés antimicrobiennes (Heerklotz et al, 2007), immunomodulatrices
(kelesidis et al., 2014), antitumorales (Wu et al., 2017) et tensioactives (Desai et Banat,
1997). Aussi, les biosurfactants a base de LP, produits par des micro-organismes, offrent
plusieurs avantages par rapport aux surfactants synthétiques : ils sont biodégradables,
efficaces a de faibles concentrations, peu toxiques, et leur utilisation dans les produits
cosmétiques réduit le risque d'allergies et d'irritations cutanées (Akbari et al., 2018). De plus,
ces biosurfactants conservent leur efficacité sur une large plage de températures, de pH et de

salinité (Geissler et al., 2019).

2.7.1- Les Surfactines

Les surfactines ont été découverts par Arima et al. en 1968 comme ¢étant des biosurfactants
produits par Bacillus. 11 s'agit d'un heptapeptide cyclique fermé comprenant une chaine
d'acide gras B-hydroxy. Cette structure confeére a la surfactine des propriétés amphiphiles, lui
donnant ainsi une activité tensioactive ainsi que diverses activités biologiques. Sa
conformation en "selle de cheval" lorsqu'elle est en solution, amplifie ses activités. La
biosynthése des surfactines est catalysée par un grand complexe multienzymatique non
ribosomal composé¢ de quatre blocs de construction modulaire : SrfAA, SrfAB, SrfAC, SrfAD
(Tsan et al., 1977).

La séquence classique de la surfactine est L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-Leu
(Shao et al., 2015). Cependant, il existe des homologues qui se distinguent par leur séquence
peptidique tout en appartenant a la famille des surfactines. Parmi eux, on trouve la
lichenysine, qui remplace I'acide glutamique par un résidu de glutamine en position 1. La
pumilacidine, quant a elle, présente un résidu de leucine en position 4 et un résidu d'isoleucine
en position 7, au lieu d'un résidu de valine et d'un résidu de leucine. Des variantes peuvent
étre naturellement obtenues par des souches spécifiques, par la non-spécificité du domaine A,
par une absence de cyclisation ou par une linéarisation du lipopeptide (Kowall et al., 1998 ;
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Shao et al., 2015). En plus des modifications de la chaine peptidique, il est également possible
d'observer une variation de la longueur de la chaine d'acide gras, allant de 12 & 17 atomes de
carbone, ainsi que de son isomérie n, iso ou anteiso (Théatre et al., 2022). La figure 6 illustre

la structure de la surfactine.

Figure 6 Structure de la surfactine (krass et al., 2010).

2.7.2- Les fengycines

Les fengycines ou plipastatines sont des lipodécapeptides cycliques contenant un acide
gras B-hydroxylé avec une chaine latérale de 14 a 19 atomes de carbone (Figure 7). La
fengycine est synthétisée de mani¢re non ribosomique par cinq enzymes synthétases de
fengycine : FenC, FenD, FenE, FenA et FenB. Chaque enzyme est composée d'un ou de
plusieurs modules, chacun divisé en plusieurs domaines (Wu et al., 2007). Les trois premieres
enzymes contiennent chacune deux modules. FenC comprend FenCl1 et FenC2, qui activent
respectivement 1'acide glutamique et 'ornithine (Lin et al., 1999). L'enzyme FenD contient
FenDI1 et FenD2, qui activent respectivement L-Tyr et L-Thr. L'acide aminé L-Thr est ensuite
converti en D-allo-Thr (Lin et al., 2005). FenE contient FenE1l, qui active un nouvel acide
glutamique, et FenE2, qui est moins spécifique et permet la formation de deux fengycines
différentes. FenE2 peut activer la valine pour produire de la fengycine B, ou elle peut activer
l'alanine pour produire de la fengycine A (Shu et al., 2002). L'enzyme FenA est quant a elle,
constituée de trois modules : FenAl, FenA2 et FenA3. Ils activent respectivement une
proline, une glutamine et une tyrosine (Théatre et al., 2022). Enfin, FenB est impliquée dans

l'activation du dernier acide aminé, l'isoleucine, et dans la libération de la molécule de
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fengycine. Elle est ¢galement responsable de la formation d'une liaison ester entre le troisiéme

et le dernier acide aminé, favorisant ainsi la formation d'un cycle lactone (lin ef al., 1999).

Les fengycines sont produites sous forme d'un mélange d'isoformes dont la composition en
acides aminés de la fraction peptidique varie, tout comme la longueur et la ramification de
l'acide gras B-hydroxylé. Les conditions de culture de la souche peuvent également influencer

la quantité et la structure des lipopeptides produits (Yaseen et al., 2016).

Figure 7 Structure générale des fengycine (Gimenez et al., 2021)

2.7.3- Les iturines

La famille des iturines se compose de lipoheptapeptides li€s a un acide gras f-aminé et une
chaine carbonée de 14 a 17 atomes de carbone (Yang et al., 2015) (Figure 8). Bien qu'il existe
différents homologues de lipopeptides au sein de la famille des iturines, ils partagent deux
caractéristiques communes. Tous les composés de cette famille ont une séquence chirale
LDDLLDL, avec les trois mémes premiers acides aminés : Asn, Tyr et Asn. Les iturines, les
mycosubtilines et les bacillomycines sont inclus dans la famille des iturines (Tsug et al.,
2001). Les quatre derniers acides aminés ainsi que l'opéron codant pour le lipopeptide
déterminent le type spécifique d'iturine produit. De plus, la classification de chaque molécule

dépend également de la longueur de la chaine d'acides gras (Peypoux et al., 1981).

Comme mentionné précédemment, la synthése des iturines nécessite l'intervention des
polykétide synthases (PKS) par le biais des synthétases non ribosomiques (NRPS). Toutefois,
les opérons varieront en fonction du lipopeptide produit. Par exemple, I'opéron responsable de
la synthése de l'iturine A comprend quatre genes : ituD, ituA, ituB et ituC. Le gene ituD est

spécifique a l'iturine A car il code pour une malonyl coenzyme A transcylase putative (Tsug et

35



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

al., 2001). De manicre similaire, 'opéron impliqué dans la synthése de la mycosubtiline est
constitué¢ des genes fenF, mycA, mycB et mycC (Duitman ef al., 1999). Enfin, quatre génes
sont nécessaires pour coder l'opéron de la bacillomycine : bamD, bamA, bamB et bamC

(Moyne et al., 2005).

Figure 8 Structure de I’iturine (Mongkolthanaruk, 2012)

2.8- Etude des mécanismes de biocontrole contre les pathogénes végétaux
par microscopie épifluorescente

La microscopie offre une méthode puissante pour étudier les mécanismes d'action des
agents de biocontrdle contre les pathogeénes végétaux en utilisant des fluochromes ou
colorants fluorescents spécifiques qui sont des molécules capables d'émettre de la lumicre
lorsqu'elles sont excitées par une source lumineuse appropri¢e (Chudakov et al., 2010). IIs
sont largement utilisés en microscopie a épifluorescence pour marquer spécifiquement des
structures biologiques ou des molécules d'intérét. Les fluochromes sont disponibles dans une
variété de couleurs et de spécificités d'affinité, ce qui permet de marquer différentes cibles

biologiques avec une grande précision (Chudakov et al., 2010).

Les fluochromes les plus utilisés en microscopie a fluorescence sont : Fluorophore Alexa
Fluor 488 (Zhou et al., 2021), Fluorophore FITC (Fluorescein Isothiocyanate) (Li et al.,
2021), Fluorophore Cy5 (Cyanine 5) (Zhao et al., 2021), Fluorophore Rhodamine Red-X
(Kowalczyk et al., 2021) et Fluorophore Texas Red (Zhang et al., 2021).
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Cette technique permet d'observer en temps réel, les interactions entre les agents de
biocontrdle et les pathogénes au niveau cellulaire. Elle permet également de visualiser la
localisation des agents de biocontrdle dans les tissus végétaux et de comprendre comment ils
interagissent avec les structures pathogénes, comme les hyphes fongiques ou les structures
bactériennes. Ainsi, l'utilisation de la microscopie épifluorescente offre des informations
précieuses sur les mécanismes impliqués dans la lutte contre les pathogénes et permet

d'optimiser l'efficacité des stratégies de biocontrdle dans la protection des cultures.

Le processus a la base de la fluorescence implique I'absorption de 1'énergie lumineuse (un
photon) par un indicateur, suivie de 1'émission d'une partie de cette énergie lumineuse (sous la
forme d'un autre photon) quelques nanosecondes plus tard. Etant donné qu'une partie de
I'énergie est perdue au cours de ce processus, le photon émis a moins d'énergie que le photon
absorbé¢. La lumiére de courte longueur d'onde (vers le bleu) a plus d'énergie que la lumiére de
grande longueur d'onde (vers le rouge). Par conséquent, la lumiére émise par un indicateur a
généralement une longueur d'onde plus grande que celle de la lumiére absorbée (excitation).

Ce changement s'appelle le décalage de Stokes (Sanderson et al., 2014).

2.9- Molécules a effet PGPR

Les bactéries présentes dans la rhizosphére, agissant de manic¢re bénéfique sur la
croissance des plantes hotes, sont désignées sous le terme de rhizobactéries promotrices de la
croissance des plantes de I’anglais Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) (Raza et
al., 2016). Elles comprennent des bactéries qui résident dans la rhizosphere et améliorent la
sant¢ des plantes, contribuant ainsi a augmenter leur croissance. La majorit¢ des PGPR
crédibles appartiennent aux genres Bacillus, Acinetobacter, Agrobacterium, Arthobacter,
Azotobacter, Azospirillum, Burkholderia, Bradyrhizobium, Rhizobium, Frankia, Serratia,
Thiobacillus et Pseudomonads (Glick, 1995 ; Vessey, 2003). Au cours des dix derniéres
années, le role de la rhizosphére en tant que niche écologique dans le fonctionnement de la
biosphere, a permis aux PGPR de gagner en importance, ce qui a finalement favorisé les
recherches visant a comprendre les mécanismes des PGPR dans la rhizosphere. Une
rhizobactérie putative est qualifiée de PGPR lorsqu'elle est capable de produire un effet positif
sur la plante lors de I'inoculation, démontrant ainsi de bonnes capacités concurrentielles par
rapport aux communautés rhizosphériques existantes. En général, environ 2 a 5 % des

bactéries de la rhizosphere sont des PGPR (Antoun et Prévost, 2006 ; Sgroy et al., 2009, Jha

37



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

et al., 2010). L'échange d'ions est l'un des mécanismes par lesquels les bactéries sont
adsorbées sur les particules du sol. On dit d'un sol qu'il est naturellement fertile lorsque les
organismes de celui-ci libérent des nutriments inorganiques a partir des réserves organiques a

un rythme suffisant pour assurer une croissance rapide des plantes.

L'utilisation croissante des technologies microbiennes en agriculture, découle
principalement de l'identification rapide de nouvelles souches bactériennes efficaces pour
stimuler la croissance des plantes. Les microorganismes présents dans la rhizosphere exercent
divers effets sur les plantes, influengant ainsi leur développement global. En effet, ces
microorganismes peuvent renforcer la compétitivité de celles-ci et améliorer leur capacité a
répondre aux stress environnementaux (Klopper et al., 2015). Par exemple, 1'inoculation de
plantes stressées avec des souches PGPR permet de réduire les effets du stress salin et
hydrique, favorise la germination des graines, stabilise les membranes des plantules et active
les systémes enzymatiques antioxydants, tous ces paramétres étant étroitement liés a la
tolérance des plantes au stress abiotique (Mouradi et al., 2016). Les microorganismes
halotolérants, comme diverses especes de Bacillus, d'Azospirillum, Pseudomonas et
Rhizobium, accumulent des osmoprotecteurs tels que la proline et la glycine bétaine pour se
protéger contre le stress oxydatif, notamment dans les environnements salins. Ainsi, la
croissance de ces microorganismes associés aux racines des plantes peut contribuer a
améliorer la fertilit¢ des sols salins (Ait Bessai et al., 2023). Ces rhizobactéries colonisent de
manicre compétitive le systéme racinaire des plantes et favorisent leur croissance grace a
différents mécanismes. Parmi ceux-ci, on compte la solubilisation des phosphates (Ahemad et
Khan, 2012), la fixation de l'azote (Glick, 2012), la production d'Acide Indole-3-Acétique
(AIA), de sidérophores (Jahanian et al., 2012), d'Amino-Cyclopropane-1-Carboxylate (ACC)
désaminase, ainsi que la production de cyanure d'hydrogene (HCN), de phytohormones,

d'antibiotiques ou d'enzymes lytiques (Xie et al., 2016).

De plus, l'utilisation de PGPR en tant que biofertilisant et/ou antagoniste contre les
phytopathogeénes représente une alternative prometteuse aux engrais chimiques et aux

pesticides conventionnels (Egamberdieva et Lugtenberg, 2014).

L'utilisation des microorganismes pour dégrader la biomasse ligno-cellulosique et agir
comme agents de biocontrole représente un pivot vers des pratiques agricoles plus durables et
respectueuses de l'environnement (Ellen et al., 2019). Cette approche intégrée révolutionne la
maniére avec laquelle sont pergus et gérés les systémes agricoles, en exploitant le potentiel
des microorganismes pour créer des écosystemes agricoles ¢équilibrés et résilients.
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Premiérement, en décomposant la biomasse ligno-cellulosique, ces microorganismes
transforment des déchets agricoles en ressources précieuses. Plutdt que de les considérer
comme des déchets a éliminer, cette approche les valorise comme des matiéres premicres
potentielles pour la production d'énergie, de compost ou de bioproduits. Cela réduit la
dépendance aux ressources non renouvelables et contribue a la construction d'une économie

circulaire ou les déchets sont transformés en nouvelles opportunités (Pretty et al., 2011).

Deuxiémement, en agissant comme agents de biocontrole, ces microorganismes offrent une
alternative durable aux pesticides chimiques. En favorisant des équilibres écologiques dans
les sols et en supprimant naturellement les pathogenes et les ravageurs, ils préservent la santé
des cultures tout en réduisant les risques pour la santé humaine et l'environnement associés a
l'utilisation intensive de produits chimiques. En outre, cette approche favorise la régénération
des sols en améliorant leur structure, leur fertilit¢ et leur capacité de rétention d'eau. Les
microorganismes dégradent la matieére organique, libérant des éléments nutritifs essentiels
pour les plantes et favorisant ainsi une agriculture plus productive et durable a long terme.
Enfin, en promouvant la biodiversité et la résilience des écosystémes agricoles, cette approche
contribue a la préservation de la santé¢ globale de la biosphére. Les sols sains et riches en
biodiversité sont moins sujets a 1'érosion, a la dégradation et aux maladies des plantes, créant
ainsi des systémes agricoles plus stables et adaptatifs face aux défis environnementaux et
climatiques (Bardgett et al., 2014 ; Lal 2015). En synthétisant ces concepts, l'agriculture

circulaire offre une feuille de route pour une transformation durable des systémes agricoles.

Elle met en lumiére l'importance des microorganismes dans la création de solutions
innovantes et respectueuses de I'environnement pour répondre aux défis actuels de

l'agriculture mondiale.
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3-Matériel et méthodes

Le présent travail porte sur la valorisation de la biomasse ligno-cellulosique comme milieu
de fermentation et d’isolement de microorganismes développant des potentialités de
biocontrdle appliquées en Agriculture. En effet, ce travail s’inscrit dans le cadre de I'économie
circulaire et du développement durable. L'intérét pour les microorganismes de biocontrdle
découle de leur capacité a protéger les plantes contre les pathogénes et a stimuler leur
croissance. L'utilisation de la biomasse ligno-cellulosique comme substrat dans les processus
de fermentation offre une double valorisation : d'une part, la gestion durable des déchets, et
d'autre part, la production de bioagents bénéfiques pour 1'Agriculture. Le développement de
cette étude a eu lieu au sein du Laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de I’ Activité
Microbienne (LAMyBAM), Université Frére Mentouri, Constantine 1, Algérie, et au niveau

du laboratoire de Microbiologie Appliquée, Université libre de Bruxelles, Belgique.

3.1- Isolement des microorganismes a partir d’échantillons riches en
matiere ligno-cellulosique

L'échantillon du sol et du bois de ’arbre de pin de la forét d’El Baaraouia, ainsi que des
noix et des amandes achetées sur le marché de lIégumes de la région de Constantine, dans 1'Est
Algérien, représentent une approche stratégique pour isoler des microorganismes suceptibles
de dégrader la matieére ligno-cellulosique. Ces échantillons sont sélectionnés pour leur
richesse en composés ligno-cellulosiques tels que ; la cellulose, I'hémicellulose et la lignine,
qui constituent une source nutritive essentielle pour de nombreux microorganismes. De plus,
la forét d’El Baaraouia est caractérisée par des conditions environnementales partiellement
extrémes, notamment une salinité et des températures relativement élevées. En isolant les
microorganismes présents dans ces ¢échantillons, nous pouvons identifier des souches

potentiellement bénéfiques. Les différents échantillons sont illustres sur la figure 9.

Dans le but d’isoler des microorganismes a partir de sol, un gramme de chaque échantillon
a ét¢é mis en suspension dans 9 mL d'eau physiologique stérile et agité vigoureusement
pendant 2 min, puis des dilutions décimales (de 107 a 10™®) ont été étalées sur les milieux
Luria-Bertani et Sabouraud. Les boites de Petri ont été incubées a 30°C pendant 24 h. Alors
que l’isolement a partir du bois a été réalis¢ en déposant des fragments de celui-ci
préalablement rincé avec une solution d'hypochlorite de sodium a 0,1% pendant une durée de
2 minutes, a la surface des boites de Petri contenant le milieu gélosé. Les boites ont été

ensuite incubées a une température de 25°C pendant une période de 7 jours. La purification
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des cultures a été obtenue par le biais de plusieurs repiquages successifs. La méme méthode a
été effectuée pour I’isolement de microorganismes a partir des coques d’amandes et de noix

(Attrassi et al., 2007).

A B

Figure 9 Echantillonnage : A, Sol et bois de I’arbre de pin ; B, Coques de noix et d’amandes.

3.2- Sélection des microorganismes dégradant la matiere ligno-cellulosique

Afin de sélectionner des microorganismes dégradant la matiere ligno-cellulosique, des tests

enzymatiques en I’occurrence, la cellulase, la xylanase et laccase ont été réalisés.
L'activité cellulosique a été effectuée sur des cylindres de gélose, contenant une culture
microbienne. Ils ont été déposés a la surface du milieu Carboxy Méthyl Cellulose (CMC)
(Annexe 1). Apres 5 jours d'incubation a 30°C, la libération de cellulase est réalisée par
noyage des boites de Petri au moyen d'une solution de rouge Congo (0,1%) qui se fixe
préférentiellement sur les polymeres cellulosiques. La réaction de liaison dure 30 min, suivie
d'un lavage avec une solution de NaCl (1M) pendant 5 min. L'activité cellulase est mise en
¢vidence par l'apparition d'une zone claire autour des colonies productrices de l'enzyme qui
dégradent la cellulose (Oikawa et al., 1998).

L’activité xylanasique, a été réalisée sur un cylindre d'agar contenant la culture
bactérienne. Elle a été¢ déposée sur milieu a base de 4% de xylane (XMB) (Annexe 1). Apres
incubation pendant 5 jours a 30°C, la révélation est réalisée par noyage des boites de Petri
avec une solution de rouge Congo pendant 30 min suivi d'un ringage avec une solution de
NaCl (IM) pendant Smin. L'apparition d'un halo clair autour de la colonie bactérienne indique
une dégradation de xylane par les xylanases sécrétées par la souche bactérienne (Nommori et

al., 1990).
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L’activité laccasique a €ét€ mise en évidence par la culture de la souche bactérienne
sélectionnée sur milieu lignine a base de 0.1 % gaiacol (LMBG) (Annexe 1). Le gaiacol,
compos¢ de monométhoxybenzéne de phénol, a été utilis¢é comme substrat pour induire
I’activité laccasique. Aprés une incubation a 30°C pendant 24h, une couleur brune rougeatre
intense se développe autour des colonies bactériennes indiquant 1’oxydation du gaiacol et la

présence de laccase (Kumar et Mishra, 2011).

3.3- Sélection des microorganismes développant des potentialités de
biocontrole

3.3.1- Isolement des agents pathogénes infectant la tomate

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a la maladie touchant la tomate par des
agents pathogenes infectant cette derniére a savoir les genres ; Alternaria et Fusarium. Ce
choix a été justifié par le fait que la tomate est 1’un des acteurs majeurs de I’économie agricole
algérienne et considéré comme 1’une des cultures prioritaires avec une superficie totale
avoisinant les 22 646 hectares. De plus, les genres Alternaria et Fusarium causent des
symptomes trés graves et tres variés qui affectent considérablement le rendement de la tomate
(FAO, 2014).

Dans cette présente étude, 1’isolement d’Alternaria (Alt) a été effectué comme suit ; les
parties de la tomate infectées ont été, préalablement, découpées puis nettoyées par immersion
dans une solution d'hypochlorite de sodium a 0,1% pendant une durée de 2 minutes. Ensuite,
ces fragments ont été¢ déposés sur le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Annexe 1) coulé
dans des boites de Petri, puis, incubées a une température de 25°C pendant une période de 7
jours. La purification des cultures a été obtenue par le biais de plusieurs repiquages successifs
(Attrassi et al., 2007). Tandis que le Genre Fusarium (F1) a été fourni par le Laboratoire de

Mycologie, de Biotechnologie et de 1’ Activité Microbienne.

3.3.2- Identification des agents pathogénes infectant la tomate
Les agents pathogenes Fusarium (F1) et Alternaria (Alt), ont été identifiés préalablement
par des examens macroscopiques et microscopiques puis par la voie moléculaire en analysant

les séquences d’ADN ITS.

3.3.2.1- Examen macroscopique
L’aspect macroscopique consiste a observer a I’ceil nu la croissance, la couleur des
colonies et sa variation en fonction du temps, la texture de la surface, la couleur du revers des

boites et le changement de la couleur du milieu utilisé (Botton ef al., 1990).
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3.3.2.1- Examen microscopique

L'objectif de I'analyse microscopique du mycélium est de déterminer la présence ou
l'absence de cloisons, ainsi que d'examiner la couleur, la fructification et la forme des spores.
Ces ¢léments sont observés au microscope optique a un grossissement de X40. En effet, un
fragment de ruban adhésif est utilisé pour prélever un échantillon de la colonie agée de sept
jours a l'aide d'une pince, puis déposé sur une lame porte-objet pour étre observé au
microscope (Lachapelle, 2004). L’observation microscopique a épifluorescence a été réalisée
en cultivant Fusarium (F1) sur milieu PDA et incubé a 30°C pendant 7 jours. Pour préparer la
solution sporale de Fusarium (F1), 20 mL d'eau physiologique stérile ont été ajoutés a chaque
boite de Petri. Ensuite, la surface de chaque culture chargée de conidies a été stérilement
grattée a l'aide d'une pipette Pasteur (Hariprasard et Niranjana, 2008). Les solutions de spores
ainsi obtenues ont ét¢ vigoureusement mélangées pendant une minute a l'aide d'un vortex et
ajustées 4 une concentration de 5x10° spores/mL. L'observation microscopique a
¢épifluorescence a été réalisée a 1'aide du microscope Nikon Eclipse Ci (Nikon Corporation,

Japon).

3.3.2.2-1dentification moléculaire

L'identification moléculaire a été effectuée selon le protocole établi par le Laboratoire
GENE LIFE SCIENCES (Sidi Bel Abbes, Algérie) : ’extraction d’ADN a été réalisée par
I’utilisation d’un kit commercial Nucleo Spin Plant II (Macherey-Nagel Germany). Les

amorces utilisées pour la caractérisation moléculaire sont données dans le tableau 3.

Tableau 3 Amorces utilisées pour la caractérisation moléculaire

Nom Séquencé 5°-3’ Tm  Taille sources
fragment
ITS1 CTT GGT CAT TTA GAG GAA 55 Gardes et Bruns,
GTA A 600bp 1993)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 55
EF-728F CATYGAGAAGTTCGAGAAGG 52 450bp Carbone et Kohn,
EF-2 GGARGTACCAGTSATCATGTT 52 1999)

Les produits d’amplification ont été révélés apres une électrophorése sur gel d’agarose a
1,5% d’un dépot de 10ul de produits de PCR. La migration est suivie d’une coloration dans
un bain de bromure d’éthidium (0,5ug/mL). L’ADN a été ensuite visualisé et photographié
sous UV par I'utilisation du Gel doc systeme de Biorad (USA). Les produits PCR ont ¢été
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purifiés par le kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up de Macherey- Nagel (Germany). Les
produits PCR isolés et purifiés ont été séquencés par la technique de Sanger (Sanger et al.,
1977) en utilisant le kit BigDye v3.1 d’Applied Biosystems et les amorces PCR utilisées pour

I’amplification des fragments d’intérét.

Les séquences obtenues ont été analysées et nettoyées par I’utilisation du logiciel
CHROMAS PRO. Les séquences finales sont alors comparées avec celles de la banque de
données GeneBank par I’utilisation du Programme BLAST de NCBI pour I’identification des

isolats étudiés en nous basant sur le pourcentage de similarité avec les souches de références.

3.3.3- Sélection des isolats antagonistes : Test d’antagonisme in vitro

Il est a noter que la capacité de 1’isolat bactérien (M4) et ’isolat fongique (P2L), obtenus a
partir du sol et des coques des noix, respectivement, et qui montrent un résultat positif
concernant la dégradation de la matiére ligno-cellulosique ont été sélectionnés pour réaliser

les tests d’antagonismes.

a- Confrontation directe bactérie-champignons

L'antagonisme de 1’isolat bactérien sélectionné (M4) vis-a-vis des phytopathogénes a été
réalisé in vitro sur le milieu PDA en utilisant la méthode de confrontation directe. En effet,
des disques de gélose de la culture fongique étudiée ont été¢ déposés sur la boite de Petri a 3
cm de distance de chaque point de culture bactérienne. Les boites de Petri ont été incubées a
30°C pendant 7 jours. Le pourcentage d'inhibition de la croissance fongique a été calculé par

la formule suivante (Trivaldi ef al., 2008) :

C

Ce
X 100

C;: Croissance des champignons en absence de I’antagoniste

C: Croissance des champignons en présence de 1’antagoniste

b- Confrontation directe champignon-champignons
L'effet antagoniste de I’isolat fongique sélectionné (P2L) contre les phytopathogenes a été
évalué in vitro en utilisant la méthode de confrontation directe sur milieu PDA. Pour ce faire,

des disques de gélose contenant la culture fongique étudiée ont été placés a une distance de 3
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cm des points de culture fongique sur des boites de Petri. Les boites de Petri ont ensuite été
incubées a 30°C pendant 7 jours.
Le pourcentage d'inhibition de la croissance fongique a été calculé par la formule suivante

(Hmouni et al., 1996) :

n

X 100
D,

D,, : Diamétre moyen du champignon pathogeéne en présence de 1’antagoniste.

D,: Diametre moyen du champignon pathogeéne en absence de 1’antagoniste.

3.3.4- Identifications des isolats antagonistes sélectionnés
3.3.4.1- Identification morphologique de I’isolat bactérien (M4)

Les caractéristiques macroscopiques des colonies, agées de 24h, sont évaluées directement
sur le milieu gélosé a I'eeil nu, conformément au protocole de Guiraud (1998). Par ailleurs,
l'analyse microscopique des bactéries isolées a englobé les techniques suivantes :
a-Observation a 1'état frais

L’observation a 1'état frais est effectuée pour la visualisation des bactéries vivantes, ainsi
que la détermination de leur morphologie, de leur agencement cellulaire, et surtout, de leur
¢ventuelle mobilité. Cette méthode implique le dépot d'une goutte d'eau distillée ou d'eau
physiologique stérile sur une lamelle, suivie de l'ajout et de la dissociation d'un échantillon
bactérien prélevé sur la colonie a observer dans cette goutte. Ensuite, une lame creuse est
placée sur la lamelle pour former une goutte suspendue, et l'observation est effectuée au

grossissement (X40 puis a immersion) (Singleton, 2005).

b-Coloration de Gram

La coloration de Gram (Annexe 2) est effectuée en prélevant un échantillon a partir d'une
colonie agée de 24h, puis fixé a la chaleur. Il est ensuite recouvert de violet de Gentiane
pendant une minute, suivi par I'¢limination de ce colorant en ajoutant du Lugol pendant une
minute. Le frottis est décoloré avec de 1'éthanol (environ 20 secondes). Enfin, une contre-
coloration est réalisée avec de la Fuchsine conformément au protocole de Madigan et

Martinko (2007). L'observation est effectuée au grossissement X40.
Les observations macroscopiques et microscopiques mentionnées précédemment ont
montré que [’isolat bactérien (M4) peut développer des endospores. Cela souligne

I'importance de réaliser les tests suivants :
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c-Test de catalase

Le test de catalase est utilis¢é pour identifier la présence de l'enzyme catalase dans la
bactérie, qui catalyse la transformation de 1'eau oxygénée en eau et en oxygene. Cette enzyme
est détectée en mettant la culture bactérienne en contact avec une solution d'eau oxygénée.
Une réaction positive se manifeste par l'apparition de bulles (Singleton, 2005).
d-Test de sporulation

Le test de sporulation permet de confirmer la présence de structures sporales. Les cultures
bactériennes sont réalisées dans des fioles contenant le milieu LB (Annexe 1), puis incubées a
30°C pendant 24h. Des dilutions sont effectuées dans de l'eau physiologique a partir des
cultures précédentes, puis chauffées dans un bain-marie a 80°C pendant 12 min. Ensuite, 1 ml
de chaque dilution est ensemencé sur de la gélose nutritive en boite. La lecture est effectuée

apres incubation a 30°C pendant 24 a 48h.

3.3.4.2- Identification morphologique de I’isolat (P2L.)

L’examen macroscopique des colonies est observé directement sur la gélose a I’ceil nu
et/ou a I’aide du grossissement X4 (Guiraud, 1998). Par ailleurs, I’examen microscopique du
mycélium pour déterminer la présence ou l'absence de cloisons, ainsi que 1’observation de la
couleur, la fructification et la forme des spores sont observés au microscope optique a un
grossissement de X40, selon deux techniques distinctes :

e Méthode du ruban adhésif
Un fragment de ruban adhésif est utilisé pour prélever un échantillon de la colonie
agée de sept jours a l'aide d'une pince, puis déposé sur une lame porte-objet pour étre
observé au microscope (Lachapelle, 2004).

e Méthode de coloration par le bleu de coton au lactophénol
Un échantillon de la colonie agée de sept jours est collecté¢ a l'aide d'une anse de
platine, puis déposé sur une lame porte-objet contenant une goutte de bleu de coton au
lactophénol. Apres chauffage, une lamelle couvre-objet est placée sur la préparation

pour éliminer les bulles d'air, avant d'étre observée au microscope (Lachapelle, 2004).

3.3.4.3- Identification moléculaire des isolats sélectionnés
L’identification moléculaire de I’isolat fongique (P2L) a été réalisée au niveau du
Laboratoire de Mycologie de I’Universit¢ de Louvain en Belgique ou les régions 26ITS de

I’opéron ribosomal nucléaire ont ¢été¢ séquencées. Alors que [’identification de [I’isolat
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bactérien (M4) a été réalisée par séquencage de 'ADNr 16S selon le protocole fourni par le
Laboratoire GENE LIFE SCIENCES (Sidi Bel Abbes, Algérie).

L'extraction de ' ADN génomique bactérien a été réalisée a l'aide du kit d'extraction d'acide
nucléique GF-1 (Vivantis Technologies SdnBhd, Selangor DE, Malaisie) selon les
instructions du fabricant. L'ADN extrait a été stocké a 4°C jusqu'a ce qu'il soit requis pour la
PCR.

L'amplification par PCR a été archivée en utilisant le jeu d'amorces de 16SrRN Agene
(27F : 5' - AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG - 3'et 1492r 5' - CCG TCA ATT CCT TTG
AGT TT - 3') (Edward, et al., 1989). Le M¢lange réactionnel contient 1X tampon PCR (Solis
Biodyne, Estonie), 1,5 mM de chlorure de magnésium (Solis Biodyne, Estonie), 0,2 mM de
chaque DNTP (Solis Biodyne, Estonie) et 2 U Tag ADN polymérase (Solis Biodyne,
Estonie). Le mélange de réaction PCR contient 25 pl de master mix (1,25 U tag d'ADN
polymérase (Solis Biodyne, Estonie), 3 pul de matrice d'ADN, 5 ul de chaque amorce et
complété jusqu'a 50 pl de volume réactionnel avec de 1'H,O distillée. Les séquences de PCR
utilisées sont les suivantes : dénaturation initiale a 94°C (1 minute), annelage a 55°C (1
minute) et extension a 72°C (1 minute). L'amplification des geénes a été réalisée a 1'aide d'un
thermocycleur (Icycler Bio-Rad, USA). Une répétition en 30 cycles suivis d'une extension
finale a 72°C (7 minutes) a été effectuée. Le produit PCR a été séparé sur un gel d'agarose a
1,5% (Sigma-Aldrich, USA). Une échelle d'ADN de cent paires de bases (100 pb) (Solis
Biodyne, Estonie) a ét¢ utilisée comme marqueur de poids moléculaire d'ADN.

L'¢lectrophorese a été effectuée a 80 V pendant 1 h 30 min, et le gel a été visualisé sous
lumiére UV aprés coloration avec Midori Green Advance (Nippon Genetics, Japon) et
inspecté avec un transilluminateur UV.

Les produits de PCR ont ¢ét¢ soumis a une électrophorese et purifiés (kit Clean-Up,
Vivantis) ensuite envoyés a une agence de séquencage (Apical Scientific Sdn. Bhd.). Les

séquences générées ont été analysées a l'aide de BLAST disponible sur NCBI web.

3.3.5- Etude de I’isolat bactérien sélectionné

Afin d’¢étudier l'isolat bactérien sélectionné, obtenu a partir du sol autour de l'arbre de pin,
une approche méthodologique exhaustive est indispensable. Cela comprend une analyse
pédologique du sol pour comprendre ses caractéristiques, sa structure et sa fertilité, ainsi
qu'une étude climatologique du site de prélévement pour prendre en compte les conditions

environnementales. De plus, il est crucial d'examiner la physiologie de l'isolat et de le
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caractériser sous différentes conditions du pH, de salinité et de température. Ces aspects sont

détaillés dans les sections suivantes :

3.3.5.1-Eude pédologiques et climatologique

L’¢étude pédologique du sol autour de I’arbre du pin a été réalisée au niveau de I’Agence
Nationale des Ressources Hydriques (ANRH, Zone Industrielle Palma, Constantine). Les
parametres analysés sont les suivants :

e LepH

e La conductivité électrique

e Le pourcentage de saturation

e Les substances minérales (COsH~,50;~,Cl™,Ca*™,Mg**,Na*,K™).

Les échantillons de sol ont été prélevés durant le mois de Juillet 2018. Par conséquent, des
données météorologiques et climatologiques des sites de prélévement ont également été

¢tudiées durant cette période (année 2018).

3.3.5.2- Caractérisation de I’isolat bactérien sélectionné
3.3.5.2.1- Courbe de croissance

La courbe de croissance est nécessaire pour suivre la cinétique du microorganisme et
illustrer sa physiologie. Pour effectuer ce test, une pré-culture de la bactérie sélectionnée a été
réalisée a partir des colonies jeunes dgées de 18 a 24 heures, puis inoculées dans une fiole de

250 mL contenant 100 mL de milieu de culture LB et incubée a 30°C pendant 18 heures.

Ensuite, 10 mL de la pré-culture ont servi a inoculer des fioles de 250 mL contenant 100
mL de milieu de culture LB, puis incubés a 30°C. Un prélévement a été effectué chaque heure

pour calculer le nombre de cellules/mL en tragant la courbe de croissance bactérienne.

3.3.5.2.2- Tolérance au sel, a la température et au pH

Etant donné que I’isolat bactérien sélectionné a été isolé a partir d’un milieu caractérisé par
un environnement partiellement spécifique, la tolérance de cette bactérie a différentes
températures, a différentes concentrations de sel et a différentes valeurs du pH, a été évaluée

selon le protocole proposé par Cherif-Silini et al. (2012).

a-Tolérance a la température
Les cultures bactériennes de la souche sélectionnée ont ét¢ incubées apres ensemencement
sur milieu LB (Annexe 2) a différentes températures (25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 et 60°C). La

croissance a ¢té suivie apres 24h d'incubation a 30°C.
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b- Tolérance en sel

La capacité de la bactérie a tolérer différentes concentrations de sel a été étudiée en
incubant les cultures de la souche sélectionnée dans du bouillon LB a différentes
concentrations de NaCl (0 g/L, 20g/L, 40g/L, 60g/L, 80g/L, 100g/L et 200g/L). La croissance
a été suivie aprés 72h d'incubation a 30°C selon le protocole.
c- Tolérance au pH

La capacité de la souche bactérienne a tolérer différentes valeurs du pH a été vérifiée en
incubant le milieu LB ensemencé avec une culture bactérienne a différentes valeurs du pH (4,

7,9, et 11). La croissance a été suivie apres 24h d'incubation a 30°C.

3.3.6 - Etude de I’activité antagoniste de I’isolat bacterien (M4) in vitro en
utilisant les surnageants de culture

Afin de tester l’effet antagoniste de B. halotolerans in vitro contre les agents
phytopathogenes F. napiforme et A. alternata, deux tests ont été effectués : le surnageant du
milieu synthétique Luria-Bertani (LB), et le surnageant du milieu naturel contenant la paille
d’avoine comme seule source de carbone (MA). La paille d'avoine utilisée comme substrat de
fermentation a été choisie pour sa richesse en biomasse ligno-cellulosique connue pour sa
résistance a la dégradation d’une part et sa disponibilit¢ en grandes quantités en Algérie
d’autre part. Pour réaliser ce test, une pré-culture a été préparée, en prélevant des colonies
jeunes agées de 18 a 24h, puis incubée dans une fiole de 250 mL, contenant 100 mL du milieu
de culture LB, a 30°C pendant 18h. 10 mL de cette pré-culture ont été ajoutés dans des fioles
de 500 mL contenant 200 mL du milieu de culture LB et MA séparément. Les cultures ont été

incubées pendant 72h a 30°C avec une agitation de 180 rpm.

Apres fermentation, la culture a été centrifugée a 6000 rpm/20min afin de séparer les
cellules du milieu de culture supposé contenir les molécules bioactives. Le surnageant obtenu
a été filtré a travers des filtres millipores stériles de 0,22 um de diamétre. Ensuite, des
suspensions fongiques de F1 et Alt (5x10° spores/mL) ont été étalées a 1’aide d’un écouvillon
stérile sur des boites de Petri contenant la gélose Sabouraud. Apreés séchage (environ 5
minutes), des disques de 6 mm de diametre de papier Wattman imbibés avec 10 pL de
I’extrait a tester, sont séchés et déposés sur la surface des boites. Ces dernieres, sont déposées
a 4°C dans un réfrigérateur pendent 2h pour permettre une pré-diffusion des substances

bioactives, puis incubées a 30°C pendant 3 jours (Tagg et Mc Given, 1971).
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3.3.7- Modélisation

Le présent travail vise a étudier une approche mathématique qui permettrait la
modélisation de I’activité antagoniste de B. halotolerans vis-a-vis de F. napiforme en fonction
des différents facteurs expérimentaux (pH, concentration du substrat, température et temps
d’incubation) et ce dans le but d’optimiser ces derniers pour obtenir une activité antagoniste
plus élevée. Les modeles choisis sont le plan de Box-Behnken (BBD) a partir de la Méthode
des Surfaces de Réponses (MSR) et les réseaux de neurones artificiels (ANNs) couplé a un

algorithme génétique (GA).

3.3.7.1- Optimisation des facteurs physico-chimiques influant ’activité antagoniste de B.
halotolerans a I’aide du plan de Box-Behnken (BBD)

Différentes concentrations d'avoine (1, 4 et 7 g) ont été réparties dans des erlenmeyers de
500 mL. Le pH a été ajusté a (4, 7,5 et 11). Toutes les préparations ont été autoclavées a
120°C pendant 20 min. La pré-culture a été obtenue en inoculant des colonies bactériennes
dans des erlenmeyers de 250 mL contenant 100 mL du milieu MA et incubés a 30°C pendant
18h. Les erlenmeyers ont été inoculés par 10 mL de la culture bactérienne, les cultures ont été
incubées a différentes températures (25, 40 et 50 C°) a différents temps d'incubation (16, 32 et
48h). Les facteurs ont ¢t¢ modifiés selon le plan d'expérience présenté dans le tableau 4.

Toutes les cultures ont été incubées avec une agitation de 180 rpm.

Apres fermentation, 50 mL prélevés de chaque erlenmeyer ont été centrifugés a 6000 rpm
pendant 20 minutes afin de séparer les cellules du milieu de culture supposé contenir les
molécules bioactives. Le surnageant obtenu a ¢été filtré a travers des filtres millipore stériles de
0,22 pum de diamétre. Pour réaliser ce test, une suspension fongique de Fusarium (5x10°
spores/mL) a été préparée puis étalée a I'aide d'un écouvillon stérile sur des boites de Petri
contenant le milieu Sabouraud. Apres séchage (environ 5 min), des disques de papier
Wattman de 6 mm de diameétre imbibés de 10 puL de I'extrait a tester, sont séchés et placés a la
surface des boites. Ces dernicres sont placées a 4°C dans un réfrigérateur pendant 2h pour
permettre une pré-diffusion des substances bioactives, puis incubées a 30°C pendant 3 jours

(Tagg et Mc Given, 1971).

L’optimisation des facteurs physico-chimiques influant sur I’activité antagoniste de B.

halotolerans a I’aide du plan de Box-Behnken (BBD) a été étudiée, afin de maximiser au
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mieux, ’effet antagoniste de la souche bactérienne vis-a-vis du pathogene Fusarium (F1).
Quatre parameétres ont été sélectionnés a savoir le pH, la concentration du substrat, la
température et le temps d'incubation. Le tableau 4 présente le domaine d'étude avec les

niveaux codés et les valeurs réelles des variables étudiées.

Tableau 4 Variables a différents niveaux.

Variables Niveaux Unité
-1 0 +1

X;:pH 4 7.5 11

X, : Concentration du 1 4 7 g

substrat

X5 : Température 25 40 55 ce

X4: Temps d’incubation 16 32 48 h

Xi, X,, X3 et X4 correspondent aux diverses variables d'impact tandis que "-1", 0" et "+1"
correspondent aux trois niveaux

Le tableau 5 illustre les quatre variables indépendantes qui sont représentées en unités

codées par la matrice Box-Behnken.

Tableau 5 Matrice Box-Behnken.

Essai Valeur codée des facteurs indépendants AA (mm)
X, X, X3 X4 Expérimental

1 0 -1 0 -1 12
2 0 1 0 1 9
3 1 0 1 0 2
4 0 0 0 0 18
5 1 0 -1 0 8
6 0 -1 -1 0 15
7 0 0 0 0 16
8 0 -1 1 0 9
9 0 1 0 -1 10
10 0 0 0 0 20
11 0 1 1 0 13
12 0 0 0 0 17
13 0 0 -1 1 2
14 -1 0 0 -1 12
15 -1 0 1 0 3
16 -1 0 0 1 10
17 0 0 1 -1 7
18 1 1 0 0 11
19 -1 -1 0 0 9
20 0 0 1 1 2
21 -1 1 0 0 15
22 0 0 -1 -1 9
23 -1 0 -1 0 6
24 1 -1 0 0 7
25 0 -1 0 1 9
26 0 1 -1 0 19
27 1 0 0 1 4
28 1 0 0 -1 6

-1 Bas niveau ; 0 valeur centrale ; +1 Haut niveau
AA : Activité Antagoniste
Chaque colonne correspond a une variable (facteur) et les lignes représentent les différentes expériences.
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3.3.7.2- Plan de Box-Behnken (BBD) et méthode des surfaces de réponses (RSM)

Les quatre paramétres sélectionnés (pH, concentration du substrat, température et temps
d'incubation) ont ét¢ soumis a une analyse RSM en utilisant le plan de Box-Behnken (Lanka
et Latha, 2015). Le logiciel statistique Minitab 19.0 a permis d'optimiser la réponse et de
corré¢ler mathématiquement les variables indépendantes. Le BBD-RSM a généré vingt-huit
expériences pour un BBD a quatre facteurs avec quatre points centraux. Tous les facteurs ont
été évalués a trois niveaux (-1, 0 et +1), ou 0 correspond a la valeur centrale codée, +1 est une
valeur ¢€levée et - 1 est une valeur faible pour optimiser les facteurs clés (les valeurs réelles et

codées sont indiquées dans les tableaux 4 et 5, respectivement).

Toutes les expériences ont ét¢€ menées en trois exemplaires ; toutes les réponses ont été

ajustées a un modele polynomial indépendant du second ordre représenté par 1'équation (1).

n n—1 n n
i=1 i=1

i=1 j=it+1

Ou Y est la valeur prédite de la variable de sortie (activité antagoniste) et a est la constante
polynomiale qui exprime I’effet moyen général, le premier terme rend compte des effets
linéaires, le second terme des effets d’interaction et enfin le dernier terme rend compte des
effets quadratiques. b;, d;jet ¢; sont respectivement les coefficients lin€aires, d'interaction et

quadratiques. Les x; sont des variables indépendantes codéesi = 1,2,3...,n.

La corrélation entre la valeur codée x; pour X;, qui représente la valeur réelle de la

variable indépendante, est exprimée comme suit (Eq. 2) :

X; — X,
Xi = SX Eq.2

X, représente la valeur réelle de la variable indépendante au point central du test, et la
variation progressive de X; est représentée par 6X. L'équation de régression a également servi
a calculer les valeurs prédites de la réponse. L’analyse de variance (ANOVA) a permis de
résoudre la question de la compétence statistique du modéele. Les valeurs F et p évaluent
l'importance des facteurs et du modele de régression. Ainsi, le test de Student avec une faible
valeur de p témoigne de la grande fiabilité du modéle de régression (Vasseghian et al., 2020).

Le coefficient de détermination (R?) avec la valeur ajustée (RZ; ;) a €té utilis¢ pour évaluer

statistiquement la précision et la fiabilité de 1'équation du modéle polynomial.
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L'¢laboration de courbes de niveau permet d'¢lucider les corrélations entre les réponses et
les niveaux expérimentaux de chaque variable indépendante. Par la suite, 1'outil d'optimisation
de la réponse du logiciel a désigné la meilleure valeur pour chaque variable afin d'obtenir le

meilleur rendement de 1'activité antagoniste.

3.3.7.3- Modélisation a I'aide du systéme ANNSs couplé a un algorithme génétique (GA)
Dans les réseaux de neurones artificiels (ANNs), on distingue trois couches distinctes : la
couche d'entrée, la ou les couches cachées, et la couche de sortie, chacune composée de
nombreux neurones. La construction d'un modele ANNs englobe différentes étapes : la phase
d'apprentissage (qui comprend la propagation des données d'entrée a travers les couches
multiples et la rétro-propagation de l'erreur), suivie de la phase de validation. Pour construire
et entrainer un mod¢le de réseaux de neurones artificiels (ANNs) avec les données BBD
mentionnées précédemment, nous pouvons utiliser soit l'algorithme de rétropropagation a
propagation avant (BP), soit l'algorithme de Levenberg-Marquardt (trainlm). Cependant,
comme suggéré par Maji et al. en 2014, nous avons étendu I'ensemble des données a 200
points générés a partir d'une équation polynomiale du deuxiéme ordre. Cette expansion était
nécessaire car les données expérimentales du modele BBD ne suffisent pas a elles seules a
créer une architecture de réseau optimale. Le processus de validation permet de garantir la
fiabilit¢ du modele développé au cours de la phase d'apprentissage. Le modele est accessible
pour des applications futures uniquement si les résultats de la validation concordent avec les

résultats attendus.

A ce niveau, un réseau de neurones artificiels (ANN) multicouche standard a propagation
avant des données d'entrée a été utilisé en conjonction avec un algorithme d'entrailnement de
modélisation ANN. Les ANNs multicouches, reconnus pour leur polyvalence dans
l'approximation des processus physico-chimiques, sont couramment utilisés a cette fin,
comme le notent Jasso-Salcedo et al., 2017 ainsi que Moghri et al., 2017. Généralement, les
connexions du réseau sont exprimées a travers des biais et des poids. Outre la topologie du
réseau, la sélection des parametres internes est guidée par des données empiriques afin
d'obtenir les meilleures performances possibles du modéle ANN. Pour déterminer les
parametres essentiels du ANN et le nombre optimal de neurones cachés, environ 11
algorithmes d'entrailnement différents ont été utilisés en association avec une stratégie de

validation croisée a cinq plis.
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Les entrées du processus comprennent le pH (X;), la concentration du substrat (X;), la
température (X3) et le temps d'incubation (X,), la sortie du systeme étant le rendement de
l'activité antagoniste. Nous avons opté pour deux couches cachées, chacune avec un nombre

de neurones variant de 1 a 10 (Tableau 6).

Tableau 6 Paramétres adoptés pour la création du modele ANN.

Type Description

Couche d’entrée 4 neurones (pH, concentration du substrat, température, temps d’incubation)
Couche cachée N=2 couches ; m=12 neurones

Couche de sortie 1 neurone (rendement de I’activité antagoniste)

Taux d’apprentissage 0.01

Epoche 1000

MSE visée 0.001

Algorithmes Levenberg-Marquardt (trainlm)

Fonction Sigmoid (transig) : préféré entre les couches d’entrée et cachée

Linéaire : préféré entre les couches cachées et de sortie

Les signaux émis par la couche cachée sont représentés en termes de poids et de seuils par
une fonction de transfert (Eq. 3). De plus, les signaux transitant de la couche cachée a la
couche de sortie constituent la valeur prédite, qui peut étre exprimée par 1'équation 4.

n
x]=F(lele]+P]) Eq. 3
i=1 '

" Eq. 4
!
Yi—prea = (F Z v; X % + Q)
i=1

Dans ce contexte, x; représente les valeurs d'entrée, tandis que P; désigne les valeurs des
neurones cachés. Pour éviter les débordements numériques causés par des poids
excessivement grands ou excessivement petits, toutes les valeurs d’apprentissage et du
modele ANN ont été¢ normalisées entre 0 et 1 en utilisant la méthode du min-max (éq. 5)
X = Xi — Xmin Eq. 5
' Xmax - Xmin
x; représente la valeur normalisée de X;, tandis que X,,;, et X;nax désignent les valeurs

minimales et maximales de X dans son échelle d'origine.

Aprés Dapprentissage, l'algorithme de rétro-propagation subit des itérations de
rétropropagation d'erreur pour réduire 'erreur quadratique moyenne (MSE) entre les données

de sortie expérimentales et simulées, ajustant continuellement les poids et les biais entre les
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neurones. Pour évaluer la précision des prédictions du modele ANN par rapport aux cibles,
des indices de performance tels que l'erreur quadratique moyenne (MSE) (éq.6) et le
coefficient de détermination (R?) (éq.7) ont été utilisés. Ces mesures ont été employées pour
créer un modele ANN optimal, comme le montrent les études de Sivapathasekaran et al. en
2010, Dhanarajan ef al. en 2014 et Vasseghian et Dragoi en 2018. La détermination du
nombre de neurones cachés a été guidée par 1I’étude de Rajendra et al. en 2009, en mettant
l'accent sur la minimisation de MSE. Par la suite, une architecture de réseau optimale a été
s¢lectionnée en prenant en compte les critéres duals de minimisation de MSE et de
maximisation des valeurs de R?. Ce choix a été fait pour atténuer le sur ajustement des
données et améliorer la précision et la prédictibilit¢ des sorties du modele, comme indiqué
dans les études de Huang et al. en 2007 et Dhanarajan et al. en 2014.

n
MSE = z (Yi - yi—pred)z Eq' 6
L n

Z?:l(yi - yi—pred)z Eq. 7
Z?:O(yi—av - yi—pred)z

Le calcul du poids du neurone cach¢ (W;) est fourni par I'équation (8) :

k
VV]' = Z Wi]'xi
i=1

De méme, le calcul du poids du neurone de sortie (W) est déterminé par 1'équation (9) :
z Eq. 9
Wk = Z W]'kx]'
j=1

La sortie prédite est générée par la fonction d'activation, utilisant le poids du neurone dans

R? =

Eq. 8

la couche cachée ou de sortie, comme décrit dans 1'équation (10) :
y=f(W+B) Eq. 10
Pour évaluer l'influence des poids des connexions et I'impact relatif des facteurs d'entrée
sur la sortie, une analyse de sensibilité a été réalisée en utilisant l'algorithme de Garson, tel
qu'expliqué par Zhang et Pan en 2014. Cette analyse impliquait I'application de 1'équation de
Garson (Eq. 11) et I'exploration de diverses combinaisons potenticlles de variables, comme

détaillé dans les études d'Aleboyeh et al. en 2008 et de Yetilmezsoy et Demirel en 2008.

L |Wu| | | Eq. 11
Zn |W | ]k )
Qik = N |WU|
i:o(z Zn |w || ]kl))
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Le processus d'optimisation impliquant I'algorithme génétique utilise une approche
d'optimisation stochastique non linéaire pilotée par 1'IA qui émule la sélection naturelle et les
processus génétiques, comme décrit par Jiang et al. en 2014. Les algorithmes génétiques (GA)
jouent un rdle essentiel pour éviter que les modeles ne restent coincés dans des optima locaux.
Ils y parviennent en sélectionnant des poids et des seuils initiaux appropriés pour un modele

ANN préexistant, les utilisant comme composants d'une fonction de fitness.

L'algorithme génétique (GA) commence par générer une population initiale de solutions,
en utilisant des parameétres tels que le pH opérationnel initial, la concentration en substrat, la

température et le temps d'incubation comme entrées d'optimisation.

3.3.7.4- Validation expérimentales des modeles (BBD-RSM) et (ANNs-AG)

Deux expériences ont ¢été réalis€ées sous agitation dans des erlenmeyer de 500 mL
contenant 250 mL du milieu de culture (avoine comme seule source de carbone). Pour le
premier essai, les facteurs sont les suivants : pH=3,4 — Concentration du substrat=7g/L —
Température=37,43°C — Temps d'incubation=30h. Pour le second essai, les facteurs sont les
suivants : pH=2,31 — Concentration du substrat=7g/LL — Température=37.4 C° — Temps
d’incubation=30h.

3.3.8- Application in vivo de la souche bactérienne sélectionnée comme
agent de biocontrole

3.3.8.1- Test de pathogénicité

Dans le but de mettre en évidence la phytopathogénécité des moisissures touchant la
tomate en 1’occurrence, Fusarium (F1) et Alternaria (Alt), deux tests ont été réalis€s comme
suit :

Tout d’abord, des solutions sporales des deux phytopathogénes ont été préparées en
ajoutant une quantité de 20 mL d’eau physiologique stérile sur chaque boite de Petri
préalablement ensemencées par Fusarium (F1) ou par Alternaria (Alt) pendant 10 jours sur le
milieu PDA (Hariprasard et Niranjana, 2008). La surface de chaque culture chargée de
conidies a ensuite été raclée stérilement a 1’aide d’une pipette Pasteur. Les solutions sporales
obtenues ont ét¢ vigoureusement agitées pendant une minute a 1’aide d’un vortex et ajustées

jusqu’a I’obtention d’une concentration de 5x10° spores/mL.
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Pour le premier test, des plants de tomates de la variét¢ Louisa Royale agés de 4 a 5
semaines ont été¢ plongés dans la solution sporale de Fusarium (F1) pendant 10 minutes. Le
semis des plants de tomate a été effectué dans 4 pots de 3L contenant un mélange de sol et de
terreau stérile. Ces derniers contiennent chacun 3 plantules. Le 4™ pot représente le témoin,
c’est-a-dire que les plants de tomate n’ont pas été traités par le phytopathogene.

Apres 3 semaines d’incubation, la sévérité de la maladie provoquée par fusarium (F1) est
notée comme suit ; 0 : plant saine ; 1 : léger flétrissement ; 2 : flétrissement unilatéral avec
nécrose foliaires ; 3 : flétrissement généralisé ; 4 : mort du plant. L’indice de la maladie est

calcul¢ a partir de la formule suivante (Hibar et al., 2007) :

total des plants malades
(%)= x 100

total des plants observés

Concernant le second test, d’autres plants de tomates sains ont été placés dans 4 pots a
raison de 3 plants de tomates par pot, le 4™ pot est considéré comme témoin. L’arrosage a
¢té pratiqué chaque deux jours avec de I’eau du robinet jusqu’au stade requis pour
I’inoculation (2 semaines apres le semis), puis pulvérisée sur les parties aériennes de la plante
en utilisant un pulvérisateur (Bahous et al., 2008). Apres 20 jours, les symptomes de la
maladie ont été observés (Sallam et al., 2012).

La sévérité¢ de la maladie provoquée par Alternaria (Alt) est notée suivant les critéres ci-
dessous (Latha et al., 2009):

O=saine;1:1-5%;2:6-10%;3:11-25%;4:51-75% et 5 : > 76% de la surface foliaire
infectée

Dans le but de nous assurer que les phytopathogenes sont responsables des symptomes
apparus sur les plants de tomates, un ré-isolement a été effectué a partir de fragments de

feuilles, de tiges et de racines de ces derniers sur milieu PDA.

3.3.8.2- Test d’antagonisme in vivo en conditions de pots

Il est a noter que la moisissure Fusarium (F1) a été sélectionnée dans cette étude comme
agent phytopathogéne compte tenu des dégats aigus enregistrés sur la racine et les tiges des
plantules. Dans le but d’étudier in vivo l'aptitude de la souche bactérienne sélectionnée a
contrbler la maladie causée par le phytopathogeéne fongique Fusarium (F1), sur la tomate, la
bactérie agée de 18 a 24h a été inoculée sur les milieux liquides (LB) et (MA) dans des fioles
de 500mL contenant 200 mL du milieu sous agitation a 180 rpm pendant 24h. Une solution

sporale de I’isolat bactérien a été préparée (10’cellules/mL), en utilisant la cellule de
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Malassez. Dans le méme temps, une solution sporale du champignon phytopathogene

Fusarium (F1) a été préparée (10° spores/mL).

Des racines de plants de tomates agés de 4 semaines ont ¢ét¢ plongées dans 10 mL de
chaque suspension microbienne : 10 minutes dans la solution sporale de Fusarium (F1) puis
10 minutes dans la solution bactérienne. Trois plants de tomates ont été répliqués dans chaque
pot. L'expérience a été réalisée en trois répétitions. Les plants de tomates ont été arrosés tous
les deux jours avec de I'eau du robinet. Il est a noter que le témoin est uniquement traité par la

suspension sporale de F. napiforme.

Apres 20 jours d'incubation, la sévérité des symptomes selon cing points (0-4), a été
évaluée : 0 signifie plante saine, les indices 1, 2 et 3 correspondent aux degrés d'attaques
légere, modérée et sévere respectivement symptomes de chlorose, de flétrissement et de
rabougrissement des plants de tomate, et le degré 4 correspond aux plants morts (Cai et al.,
2003 ; Hibart et al., 2007). La taille des plantes, le nombre de feuilles, le nombre de feuilles
décolorées et la masse des racines ont été calculés. L’indice de la maladie est calculé a partir
de la formule suivante (Hibar et al., 2007) :

total des plants malades

1 (%)= x 100

total des plants observés

3.3.8.3- Test d’antagonisme in vivo en plein champ

Les essais sur le terrain ont été réalisés sur le champ expérimental de Chaab-arssas
(Université Freres Mentouri — Constantine 1- Algérie), durant la période de juin a septembre

2021.

Le champ a été divisé en plusieurs parcelles, chacune ayant une superficie de 1m?* séparées
les unes des autres de 0,6m, du terreau a été ajouté a chaque parcelle et des puits sont formés
(18 puits/parcelles) pour le repiquage des plants de tomates. Les racines des plants de tomates
de la variété Louisa Royale agés de 4 a 5 semaines, ont été plongées dans 10 mL de la
suspension sporale de Fusarium (F1) pendant 10 minutes. Puis de nouveau plongées dans 10
mL de la suspension bactérienne préalablement inoculée séparément sur les milieux LB et

MA.
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Apres 4, 8 et 12 semaines d'incubation, la sévérité des symptomes selon cing points (0-4) a
été évaluée telle que : 0 signifie plante saine ; les indices 1, 2 et 3 correspondent aux degrés
d'attaques 1égére, modérée et sévére respectivement symptome de chlorose, de flétrissement et
de rabougrissement des plants de tomate, et le degré 4 correspond aux plants morts (Cai et al.,
2003 ; Hibart et al., 2007). La taille des plantes, le nombre de feuilles, le nombre de feuilles
décolorées, le nombre de fleurs, le nombre de fruits et la masse des racines, ont également été

étudiés.

3.3.8.4- Etude statistique
L'é¢tude statistique a été réalisée avec le logiciel Minitab 18 développé par Minitab,
Incoporated pour le systeme d'exploitation Windows uniquement. L'analyse de la variance

ANOVA a été utilisée pour cette étude.

3.3.9- Evaluation de I'effet antagoniste de la bactérie sélectionnée vis-a-vis de Fusarium
(F1) par microscopie a épifluorescence

Pour évaluer I’effet antagoniste de la bactérie sélectionnée vis-a-vis 1’agent phytopatogéne,
une observation par microscopie a épifluorescence a été réalisée. Pour ce faire, des colonies
de la souche bactérienne sélectionnées ont été inoculées sur le milieu LB et incubées a 30°C
pendant 72h. Apres cette période, la suspension de l'isolat bactérien a été calculée et ajustée a
10”cellules/mL. En paralléle, Fusarium (F1) a été inoculé sur milieu PDA et incubé pendant 7
jours a 30°C. Les solutions de spores du phytopathogeéne Fusarium (F1) ont été préparées en
ajoutant une quantité de 20 mL d'eau physiologique stérile dans chaque boite de Petri. La
surface de chaque culture chargée de conidies a été grattée stérilement a l'aide d'une pipette
Pasteur. Les solutions de spores obtenues ont ét€¢ vigoureusement vortexées pendant une
minute et ajustées 4 une concentration de 5x10° spores/mL (Hariprasard et Niranjana, 2008).
50 uL de la suspension bactérienne ont été inoculés de manicre centrale, sur le milieu PDA, a
l'aide d'une micropipette. Apres adsorption de la goutte bactérienne, 50 uLL de suspension de
spores de l'agent phytopathogeéne ont ét¢ inoculés par-dessus l'inoculation précédente (Milet,
2017). Des boites de Petri inoculées séparément par les isolats bactériens et fongiques ont
servi de témoins. L'observation microscopique a épifluorescence a été réalisée a 'aide d'un

microscope Nikon Eclipse Ci.

3.3.10 - Extraction, séparation et analyse des lipopeptides par UPLC/MS
Afin de confirmer la production des lipopeptides y compris les surfactines par I’isolat

bactrien sélectionné, une analyse par LC/MS a été réalisée comme suit ; la bactérie a été
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cultivée dans des fioles de 250 mL sous agitation de 180 rpm dans deux milieux de cultures a
savoir le milieu de culture a base d’avoine comme seule source de carbone et le milieu LB.
Apres fermentation les cultures ont été centrifugées a 15000 rpm pendant 20 minutes. Les
surnageants ont été récupérés et passés a travers des micro-filtres de 0.20 pm. Les
¢chantillons ont été chargés sur des cartouches d'extraction en phase solide C18 et les
biosurfactant ont été désorbés avec de l'acétonitrile (ACN) a 100 %. Les échantillons
résultants ont ét¢ analysés par UPLC en phase inverse couplée a un spectrométre de masse
simple quad (UPLC MS (SQD) Waters acquity H class). La colonne utilisée est une colonne
waters acquity UPLC BEH CI18 1.7um 2.1 x 50 mm avec protecteur de colonne. La phase
mobile est composée d'eau (A) et d'acétonitrile (B), acidifiés avec 0,1% d'acide formique. Le
débit est maintenu a 0,6 mL/min et la température de la colonne a 40°C, avec un gradient de 7
min : 70% — 30%, eau — ACN en temps initial et 5,20 min ; 5% — 95%, eau — ACN pour
2,43 et 5,10 min. Etant donné que la méthode dure 7 min, cela signifie que 'UPLC continue a
conditionner la colonne de 5,2 a 7 avec un ratio (70% — 30% eau — ACN). Sur la base des
temps de rétention des standards purifiés, les composés lipopeptidiques ont été¢ déterminés
puis chaque lipopeptide a été identifié, en référence a un SQD (Single Quadrupole mass
Detection). Il convient de noter que la température est égale a 130°C ; la température de
désolvatation (400 °C) ; le débit d'azote est de 1000 1/h pour la désolvatation et la tension du

cone est égale a 50 V.

3.3.11- Activité PGPR in vitro
Nous nous sommes également intéressés a la recherche de molécules a effet PGPR,
notamment : la fixation d’azote, la production de I’amylase, de protéase, de cellulase, du

cyanure d’hydrogéne, de ’acide indole acétique et des sidérophores.

3.3.11.1- Fixation d’azote
La croissance de la souche sur un milieu sans azote est vérifiée par sa capacité a se

développer sur le milieu Winogradsky Salt (WS) (Annexe 1) (Cherif-Silini ef al., 2019).

3.3.11.2- Production d'amylase

La capacit¢ de la production d'amylase a été évaluée par inoculation de la souche
bactérienne sélectionnée sur des milieux gélosés nutritifs additionnés a 1 % d'amidon soluble.
Apres 2 jours d'incubation, les colonies ont ét¢ inondées d'une solution de Lugol. L'hydrolyse
de l'amidon est observée par l'apparition d'une zone claire autour de la colonie, a l'inverse, les

zones contenant de I'amidon sont colorées en brun (Prescot et al., 2003).
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3.3.11.3- Production de protéase

L’isolat bactérien sélectionné a été inoculé sur des milieux gélosés au lait écrémé, puis
incubé a 30 °C pendant 2 jours. L'activit¢ de la protéase a été enregistrée par le
développement d'une zone claire autour des colonies, indiquant que les protéines ont été

hydrolysées par les bactéries (De Vos et al., 2009).

3.3.11.4- Production du HCN

La production de 1’acide cyanogene a ét¢ mise en évidence selon le protocole de Lorck
(1948) avec quelques modifications. La technique consiste a additionner 4 g de glycine
stérilisée séparément dans le milieu LB, puis, ensemencé par une culture bactérienne agée de
18 a 24h. Ensuite, un disque du papier wattman (9 mm) stérile a été déposé sur la face interne
du couvercle de la boite puis imbibé d’une solution d’acide picrique (0,5%) et de carbonate de
sodium (2%). Le test est considéré positif quand il y a un virage de couleur du jaune au

marron.

3.3.11.5- Production de NH;

La production d'ammoniaque a été estimée selon le protocole proposé par Cappuccino et
Sherman (1992). 100 pL de I’isolat bactérien sélectionné a été inoculé sur de 1'eau peptonée
ensuite incubé a 30°C pendant 2 jours. L'apparition d'une couleur jaunatre a brunatre aprés

l'ajout de 0,5 mL du réactif de Nessler indique la production de NHs.

3.3.11.6- Production d'Acide Indole Acétique (AIA)

La production d'AIA a ¢été testée en utilisant la procédure décrite par Penrose et
Glick.(2003). Le bouillon LB additionné a 1 g/L de tryptophane a été inoculé par 100 uL de la
souche bactérienne et incubé a 30°C pendant 2 jours. La culture bactérienne obtenue a ¢été
centrifugée a 3000 tr/min pendant 20 min. Ensuite, 2 mL du surnageant ont ét¢ mélangés avec
4 mL du réactif de Salkowski (50 mL, 35 % d'acide perchlorique, et 1 mL de solution de
FeCl; a 0,5 M) (Annexe 1).

3.3.11.7- Production des sidérophores

La production de sidérophores a été réalisée suivant le protocole de Schwyn et Neilands
(1987) avec quelques modifications. Une culture bactérienne agée de 18 a 24h a été
ensemencée sur le milieu King B solide (Annexe 1) et incubée a 30°C pendant 48h. Apres

croissance de la souche bactérienne, 500 pl de la solution de Chrome Azurol S (CAS)
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(Annexe 1) a été déposée sur la culture bactérienne. Un changement de couleur du bleu a

I’orange, apparaissant autour des colonies, indique la production des sidérophores.

3.3.3.11.8- Production de biosurfactant

La production de biosurfactant par la souche bactérienne sélectionnée a été effectuce
préalablement, in vitro, en se basant sur l'activité hémolytique selon la méthode décrite par
Carrillo et al. (1996). En effet, la bactérie sélectionnée a été ensemencée sur le milieu gélose
au sang a 5 % et incubée a 30°C pendant 48h. Les zones claires autour des colonies

confirment la production de biosurfactants.
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RESULTATS

4- Résultats

Cette recherche est focalisée sur la mise en valeur des matériaux ligno-cellulosiques afin
d'obtenir et produire des microorganismes dotés de propriétés de biocontrdle, visant leur
application en Agriculture. En adoptant une stratégie qui favorise la réutilisation des déchets
de biomasse et la production de bio-agents, cette démarche présente un double avantage, elle
convertit efficacement les déchets en ressources utiles, tout en offrant des alternatives
naturelles pour le renforcement des cultures. Ce processus souligne le potentiel des approches
innovantes dans la gestion des ressources de la biomasse et le perfectionnement des méthodes

de bio-contrdle agricole.

4.1- Isolement des microorganismes a partir d’échantillon riche en matiére
ligno-cellulosique

Soixante-douze isolats microbiens ont été obtenus a partir des différents échantillons
utilisés (Tableau 7). En effet, parmi les isolats obtenus 43 sont des bactéries et 29 représentent
des moisissures. L’échantillon prélevé du sol de I’arbre de pin a révélé la présence de 24
isolats bactériens et 10 isolats fongiques. Les prélévements effectués a partir du bois de
I’arbre de pin ont montré la présence de 11 isolats bactériens et 6 isolats fongiques. Enfin,
I’isolement provenant des coques de noix et d’amandes ont montré la présence de 8 isolats
bactériens et 13 isolats fongiques. Ces résultats montrent que les échantillons utilisés sont plus
riches en bactéries qu’en mycetes d’une part et que les bactéries sont plus présentes dans le

sol en comparaison a d’autres échantillon, d’autre part.

Tableau 7 Isolats obtenus a partir de différents échantillons.

Microorganismes isolés

Echantillons Bactéries Moisissures
Sol autour de I’arbre de pin 24 10
Bois de I’arbre de pin 11 6
Coques des noix et des amandes 8 13
Totaux 43 29
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4.2- Sélection des microorganismes dégradant la matiére ligno-cellulosique
Les résultats de la sélection des microorganismes capables de dégrader la maticre ligno-
cellulosique, sur des milieux a base de cellulose, de xylane et de lignine aprés 5 jours
d’incubation a 30°C, ont montré que 6 isolats bactériens (P2Sni, P2SNj, P2SNb, P2SNe, M4,
MIS) et 2 moisissures (P.L et P2L) ont présenté un résultat positif (tableau 8). Cependant,
seulement une bactérie (M4) et une moisissure (P2L) ont développé une activité enzymatique
intéressante en montrant la dégradation de tous les constituants de la biomasse ligno-
cellulosique (cellulose, hémicellulose et lignine). Ce résultat est exprimé par I’apparition de
zones claires autour des colonies avec des indices enzymatiques égaux a 1,52 et 1,62 pour
I’isolat bactérien (M4) sur milieu cellulose et hémicellulose respectivement, et 1,42 et 1,19
pour I’isolat fongique (P2L) sur les milieux cellulose et hémicellulose respectivement. Par
ailleurs, la dégradation de la lignine s’est manifestée par un changement de couleur du vert au
rouge brunatre confirmant la dégradation de composés phénoliques de la lignine (Tableau 8§,

figure 10 et 11).

Tableau 8 Isolats dégradant la biomasse ligno-cellulosique.

Code de la souche Cellulase (I.E.) Xylanase (L.E.) Laccase
P.L 1,04 K -
P,Sni 1,25 - -
P2SNj 1,33 - -
P2SNb 1,50 - -
P2Sne 1,09 - -
M4 1,52 1,62 +*
M1S 1,11 1,05 -
P2L 1,42 1,19 +

L.E. : indice enzymatique, * Résultat positif, ** Résultat négatif
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3

Zone claire

f

Zone claire

Figure 10 Dégradation de la matiere ligno-cellulosique par I’isolat bactérien
(M4): A, cellulase ; C, hémicellulase ; E, laccase ; B, D et F, t¢émoins.
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f

Zone claire

f

Zone claire

Figure 11 Dégradation de la matiere ligno-cellulosique par 1’isolat
fongique (P2L): A, cellulase ; C, hémicellulase ; E, laccase ; B, D et F,
témoins.
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4.3- Sélection des microorganismes développant des potentialités de
biocontrole
4.3.1- Isolement et identification des agents pathogénes infectant la tomate
Les isolats phytopathogenes infectant la tomate, notamment l'isolat (Alt) provenant de
tomates infectées et l'isolat fongique (F1) fourni par le laboratoire de Mycologie,

Biotechnologie et Activité¢ Microbienne, ont été identifi€és comme suit :

4.3.1.1- Examen macroscopique

L’observation macroscopique de l'isolat (Alt), apres 7 jours de croissance sur gélose, a mis
en évidence les caractéristiques suivantes : une colonie de teinte claire, tirant vers l'olivatre
verdatre, présentant une texture duveteuse, avec une face inférieure de couleur grise, et enfin
des bordures mycéliennes réguliéres (Figure 12 A et B). L’examen macroscopique de 1’isolat
(F1) a 30°C sur milieu gélosé, a révélé des colonies plates avec une croissance rapide. La
texture des colonies est cotonneuse. Le revers des colonies est de couleur rose a saumon et les

bordures des colonies sont régulieres (Figure 13 A et B).

4.3.1.2- Examen microscopique

L’observation microscopique du phytopathogene (Alt) sous microscope optique (X40) a
révélé la présence d'hyphes septés de couleur brune, de spores allongées, de conidies en
chaines sur des conidiophores. Ces caractéristiques microscopiques permettent d'identifier et
de caractériser ce champignon communément rencontré dans divers environnements (Figure
12 C). L'examen microscopique de I’isolat (F1) a ¢été effectué¢ a 1’aide d’un microscope a
fluorescence au grossissement (X60), cet examen a révélé la présence d’hyphes septés. Ces
hyphes peuvent étre observés sous forme de filaments ramifiés qui forment un réseau appelé
mycélium formé de conidiophores, qui sont responsables de la formation et de la dispersion
des spores et de chlamydospores, qui sont des structures de survie épaissies et résistantes. Ces
chlamydospores peuvent étre observés comme des structures rondes ou ovales plus épaisses

que les conidies (Figure 13 C et D).
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Spore%

Figure 12 Aspect morphologique de I’isolat (Alt) : A, observation macroscopique ; B, aspect
microscopique (microscope optique X40).

Hyphe septé

W

Clamydospore

Figure 13 Aspect morphologique de I’isolat (F1) : A et B Aspect macroscopique ; C et D, Aspect
microscopique sous microscope a fluorescence X60 ; E, Aspect microscopique sous microscope optique (X40).
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4.3.1.3- Identification moléculaire

L’identification moléculaire par les séquences des genes I7S rDNA, de Alternaria sp et.

Fusarium sp. apres avoir été corrigées puis comparées aux séquences précédemment publiées

dans GenBank, étaient similaires a 99% a celles de Fusarium napiforme (ON204349) et

Alternaria alternata (ON714501). Les séquences des génes ITS des deux souches sont

illustrées sur le tableau 9.

Tableau 9 Séquences ITS rDNA (A. alternata et F. napiforme).

Souche Séquence du gene I7S
GTTGTGCCCA CCCGGTGCTT TCTCTGAGCG CGTAGCCAAA GCCTGGCTTA
TCGCGATGAG GGGCATTTTT GGGTGGTGGG GATGTGCGAA CTTTTACGCG
CTAGCGCTAG TCCGCATGCG GCCTTCGCGA ACTCCAACGC AATGACGCAC
ATGTAATTTC CCCATTCTGG CCACAGCGAG CTAACAAGCC TCACAGGAAG

Alternaria alternata CCGCCGAACT CGGTAAGGGT TCCTTCAAGT ACGCATGGGT CCTCGACAAG
TTGAAGGCCG AGCGTGAGCG TGGTATCACC ATCGACATTG CTCTCTGGAA
GTTCGAGACT CCCAAGGTTA GTACCCCTCT GCCTACTACA TCAAGCTCTA
TACAATGCTA ACATGCTGTA CTCAGTACTA TGTCACCGTC ATTGACGCCC
CCGGTCACCG TGATTTCATC AAGAACATGA TC
AAAATTCTTT GGTCTCCATT AGAGGAAGTA AAAGTCGTAA CAAGGTCTCC
GTTGGTGAAC CAGCGGAGGG ATCATTACCG AGTTTACAAC TCCCAAACCC
CTGTGAACAT ACCAATTGTT GCCTCGGCGG ATCAGCCCGC TCCCGGTAAA
ACGGGACGGC CCGCCAGAGG ACCCCTAAAC TCTGTTTCTA TATGTAACTT
CTGAGTAAAA CCATAAATAA ATCAAAACTT TCAACAACGG ATCTCTTGGT

Fusarium napiforme | TCTGGCATCG ATGAAGAACG CAGCAARATG CGATAAGTAA TGTGAATTGC
AGAATTCAGT GAATCATCGA ATCTTTGAAC GCACATTGCG CCCGCCAGTA
TTCTGGCGGG CATGCCTGTT CGAGCGTCAT TTCAACCCTC AAGCCCAGCT
TGGTGTTGGG ACTCGCGAGT CAAATCGCGT TCCCCAAATT GATTGGCGGT
CACGTCGAGC TTCCATAGCG TAGTAGTAAA ACCCTCGTTA CTGGTAATCG
TCGCGGCCAC GCCGTTAAAC CCCAACTTCT GAATGTTGAC CTCGGATCAG
GTAGGAACCC ATTT

4.4- Sélection des isolats antagonistes : Test d’antagonisme in vitro

Les résultats obtenus lors de I’étude de 1’activité antifongique, ont montré que la croissance

mycélienne du phytopathogeéne en absence de la souche bactérienne antagoniste, est plus

importante qu’en présence de 1’antagoniste. En effet, les taux d’inhibition de la croissance des

phytopathogeénes Fusarium napiforme (ON204349) et Alternaria alternata (ON714501) par

I’isolat bactérien (M4) sont de 72% et de 64% respectivement (Figures 14). Par ailleurs,

I’activité antifongique de (P2L) a montré un taux d’inhibition de 35,4% et de 52,3 % vis-a-vis

les souches fongiques F. napiforme et A. alternata respectivement (Figures 15).
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F. napiforme A. alternata

F. napiforme A. alternata

Figure 14 Activité antifongique de la souche bactérienne M4 par la technique de
confrontation directe vis-a-vis des phytopathogenes : A, F. napiforme ; B, A.
alternata (C et D, témoins).
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P2L A. alternata

F. napiforme P2L

. A. alternata
F. napiforme

Figure 15 Activité antifongique de 1’isolat fongique (P2L) par la technique de
confrontation directe vis-a-vis des phytopathogenes : A, F. napiforme ; B, A. alternata.
(C et D, témoins).

4.5- Identifications des isolats antagonistes sélectionnées (M4) et (P2L)
4.5.1- Identification morphologique de I’isolat (M4)

L’examen macroscopique a montré que les colonies de la souche bactérienne (M4),
cultivées sur milieu LB a 30°C pendant 24h, sont de couleurs blanchatres, de forme ronde et
de diametres variant entre 1 et 2 mm (Figure 16 A). De plus, 1’observation a 1’état frais et la
coloration de Gram ont permis de donner une idée sur la morphologie des cellules
bactériennes, sur leur mobilité et sur la composition de leurs parois. En effet, les résultats
obtenus de I’examen microscopique ont montré que les cellules sont mobiles, de type bacille,
de taille moyenne (Figure 16B). Le test de la catalase a montré que (M4) est catalase positive,

car elle présente des bulles apres le dépot du peroxyde d’hydrogene H,0O,. Cette enzyme
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contient du fer qui catalyse la décomposition du peroxyde d’hydrogene (H,O,). Le test de
sporulation effectué sur des cultures submergées sur milieu LB, a révélé que 1’isolat
sélectionné a développé des spores. Cette constatation est confirmée par le test de traitement
thermique. En effet, I’ensemencement d’une suspension bactérienne chauffée a 80°C pendant

12min, sur gélose nutritive a abouti a un développement de colonies caractéristiques (Figure
16 D).

Figure 16 Etude morphologique de I’isolat (M4) : A, aspect macroscopique ; B,
Aspect microscopique sous microscope optique (X40) ; C, Aspect microscopique
sous microscope a fluorescence (X60) ; D, test de sporulation.

L’identification préliminaire de la souche bactérienne (M4) a savoir, des observations

macroscopique et microscopique ainsi que le test catalase, a montré que cette derniére
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appartient au groupe de bactérie Gram+. Le test de sporulation a confirmé que la souche

bactérienne appartient au genre Bacillus.

4.5.2- Identification morphologique de I’isolat (P2L)

L’aspect macroscopique de I’isolat (P2L) sur milieu Sabouraud a révélé un développement
rapide et de maniére étendue, atteignant un diametre de 42 mm apres 48 heures d'incubation.
Sa surface est caractérisée par une texture laineuse et blanche qui vire au vert olive a partir du
troisieme jour. Le revers de la colonie présente une gamme de couleurs allant du jaune pale a
l'olivatre, avec une teinte brun-noir observée (Figure 17 A et B). Les observations
microscopiques sous microscope optique (X40), a montré que le thalle est composé d'hyphes
septés. Cependant, leur séparation est difficile en raison de la structure dense caractéristique
de ce type de champignons. En ce qui concerne la sporogenése, les ascospores se présentent

sous forme unicellulaire et elliptique (Figure 17 C et D)

Hyphe septé
«— Hyphe septé Spores

~7

Figure 17 Aspect morphologique de I’isolat (P2L) : A et B, observation macroscopique ; C et
D, aspect microscopique (microscope optique X40).
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4.5.3- Identification moléculaire des isolats sélectionnés

Ce test a pour objectif de se prononcer définitivement quant a 1’identification des isolats

s¢lectionnés. L’identification par la séquence ADNr 16S de 1’opéron ribosomal nucléaire de

I’isolat bactérien (M4) apres avoir ét¢ comparée aux séquences d’ADNr 16S de la base de

données GenBank a montré une similarit¢ de 99% au genre Bacillus halotolerans

(ON204239). Sa séquence d’ADN est donnée dans le tableau 10. Tandis que 1’identification

par les séquences des genes ITS rDNA de I’isolat fongique (P2L) aprés avoir été corrigées

puis comparées aux séquences précédemment publiées dans GenBank, étaient similaires a

99% a celles de Chaetomium strumarum (Annexe 3).

Tableau 10 Séquence du geéne ribosomal RNA-16S.

Souche

Séquence du géne RNA-16S

Bacillus halotolerans

ATGGACGAAA
AAGGTTTTCG
AAGTACCGTT
CCAGAAAGCC
ATACGTAGGT
AAGGGCTCGC
CCCGGCTCAA
TGAGTGCAGA
GGAATTCCAC
GGAACACCAG
ACGCTGAGGA
TACCCTGGTA
TTAGGGGGTT
AAGCACTCCG
CAAAGGAATT
TGGTTTAATT
CGAAGAACCT
AGAGATAGGA
TGCATGGTTG
AAGTCCCGCA
CATTCAGTTG
CGGAGGAAGG
ATGACCTGGG
GGGCAGCGAA
TAAGCCAATC
TCTGCAACTC
GCGGATCAGC
TACACACCGC
AAGTCGGTGA
TGGACAGTGG

GTCTGACGGA
GATCGTAAAG
CGAATAGGGC
ACGGCTAACT
GGCAAGCGTT
AGGCGGTTCC
CCGGGGAGGG
AGAGGAGAGT
GTGTAGCGGT
TGGCGAAGGC
GCGAAAGCGT
GTCCACGCCG
TCCGCCCCTT
CCTGGGGAGT
GACGGGGGCC
CGAAGCAACG
TACCAGGTCT
CGTCCCCTTC
TCGTCAGCTC
ACGAGCGCAA
GGCACTCTAA
TGGGGATGAC
CTACACACGT
ACCGCGAGGT
CCACAAATCT
GACTGCGTGA
ATGCCGCGGT
CCGTCACACC
GGTAACCTTT
TT

GCAACGCCGC
CTCTGTTGTT
GGTACCTTGA
ACGTGCCAGC
GTCCGGAATT
TTAAGTCTGA
TCATTGGAAA

GAAATGCGTA
GACTCTCTGG
GGGGAGCGAA
TAAACGATGA
AGTGCTGCAG
ACGGTCGCAA
CGCACAAGCG

TGACATCCTC
GGGGGCAGAG
GTGTCGTGAG
CCCTTGATCT
GGTGACTGCC
GTCAAATCAT
GCTACAATGG

GTTCTCAGTT
AGCTGGAATC
GAATACGTTC
ACGAGAGTTT
ATGGAGCCAG

GTGAGTGATG
AGGGAAGAAC
CGGTACCTAA
AGCCGCGGTA
ATTGGGCGTA
TGTGAAAGCC
CTGGGGAACT

GAGATGTGGA
TCTGTAACTG
CAGGATTAGA
GTGCTAAGTG
CTAACGCATT
GACTGAAACT
GTGGAGCATG

TGACAATCCT
TGACAGGTGG
ATGTTGGGTT
TAGTTGCCAG
GGTGACAAAC
CATGCCCCTT
ACAGAACAAA

CGGATCGCAG
GCTAGTAATC
CCGGGCCTTG
GTAACACCCG
CCGCCGAAGG

(ON204239), isolée a partir du sol autour de 1’arbre

de pin et la souche fongique (P2L)
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obtenue a partir des coques de noix ayant un résultat positif concernant la dégradation de la
matiere ligno-cellulosique d’une part et a inhiber potentiellement la croissance des souches de
moisissures phytopathogénes de la tomate d’autre part, ont été préalablement sélectionnés
pour la suite du travail. Néanmoins, la souche fongique (P2L) identifie par voie moléculaire
comme C. strumarum a été ignorée pour la suite de cette étude, en raison de sa

pathogénicité vis-a-vis de ’Homme.

4.6- Etude de la bactérie B. halotolerans isolée du sol autour de I'arbre
de pin
4.6.1-Eude pédologique du sol
Les résultats de 1’étude pédologique du sol autour de 1’arbre de pin (Forét El Baraouia),

sont résumeés dans le tableau 11.

Tableau 11 Analyse du sol.

Paramétres Valeurs Unités
pH 8,17
Conductivité électrique (CE) 1,6 (ms/cm)
Saturation 50 %
COz;H™ 97,60 mg/L
S0, 255,84 mg/L
Cl™ 189,21 mg/L
Ca*t 144,60 mg/L
Mg+t 22,80 mg/L
Na* 52,44 mg/L
K* 3,19 mg/L

Etude réalisée au Laboratoire de Chimie des Sols, Hydraulique, zone Palma, Constantine

Les résultats obtenus ont montré que le sol d’El Baaraouia est caractéris¢ par un pH
légeérement alcalin de 8,17 et une conductivité électrique de 1,6 mS/cm, suggérant une salinité
relativement élevée. La saturation de 50 % a indiqué une teneur en humidité modérée. La
présence d'ions carbonate (97,60 mg/L), sulfate (255,84 mg/L), chlorure (189,21 mg/L),
calcium (144,60 mg/L), et magnésium (22,80 mg/L) a montré des valeurs élevées, ce qui peut
influencer la fertilit¢ du sol. Les concentrations en ions sodium (52,44 mg/L) et potassium
(3,19 mg/L) ont suggéré des niveaux modérés a faibles, ce qui montre la pauvreté de ces
¢léments nutritifs dans le sol. Ces résultats ont montré que la région d’échantillonnage a,

généralement, présenté une certaine adaptation a des conditions environnementales
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spécifiques relativement aux sols fertiles, et peut étre considérée comme un milieu

partiellement inhabituel.

4.6.2-Etude climatologique de site de prélévement

La forét d'El Baaraouia, localisée dans la région de 1'Est de Constantine en Algérie, est
soumise a un climat caractérisé par des étés chauds et secs et des hivers doux et pluvieux. Les
températures estivales peuvent souvent dépasser les 30°C, tandis que les températures
hivernales restent généralement douces, rarement en dessous de 0°C. Les précipitations
annuelles, bien que modérées, sont souvent concentrées pendant les mois d'automne et
d'hiver, avec des sécheresses prolongées pendant les mois d'été. L'ensoleillement abondant et
les vents dominants, souvent de 1'ouest et du nord-ouest, contribuent également au caractere
spécifique du climat de cette région. Ces conditions climatiques particulieres, avec des
températures estivales €levées, des précipitations saisonnieres concentrées et des sécheresses
estivales prolongées, peuvent créer un environnement €cologique relativement extréme dans
la région d'El Baaraouia. Cela peut influencer divers aspects de la vie végétale et animale,
ainsi que les processus €cologiques dans la forét, et justifierait la qualification de la région

comme partiellement extréme.

4.6.3- Caractérisation de B. halotolerans
4.6.3.1- Courbe de croissance de B. halotolerans

La courbe de croissance de B. halotolerans est illustrée par la figure 18. Une courte phase
de latence a été observée, ce qui signifie que B. halotolerans s’adapte trés vite au milieu de
culture, suivie d’une accélération rapide, indiquant une multiplication cellulaire rapide, apres
10h, la croissance a ralenti et a atteint un plateau, indiquant une phase stationnaire ou la
croissance et la mort cellulaires se compensent, généralement a mesure que les ressources
deviennent limitantes ou que les déchets s'accumulent. Enfin, aprés 40h, une phase de déclin a
été¢ observéou la densité cellulaire diminue car les conditions deviennent extrémement

défavorables.
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Figure 18 Courbe de croissance de B. halotolerans.1 : Phase de latence ; 2 : Phase
exponentielle ; 3 : Phase de ralentissement ;4 : Phase stationnaire ; 5 : Phase de déclin.

4.6.3.2- Tolérance au sel, a la température et au pH

L’¢étude de la tolérance au sel a été étudiée en inoculant la souche B. halotolerans sur
milieu LB additionné a différentes concentrations de NaCl. Le résultat obtenu a montré que B.
halotolerans ayant une capacité a se développer en présence de fortes concentrations de sel
atteignant les 100g/l. Cependant, un meilleur développement a ¢été observé a une

concentration de NaCl égale a 80 g/l ce qui confirme son caractere halophile.

Les tests de tolérance a la température effectués sur B. halotolerans, ont montré que cette
bactérie peut se développer a des températures ¢levées a savoir, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C et

55°C, ce qui confirme son caractére thermo-tolérant.

Le test de la tolérance de B. halotolerans a différentes valeurs du pH a révélé que cette

bactérie s’est développée a des pH allant de 4 a 11, ce qui montre son caractere alcalin.

Sur la base des résultats obtenus, incluant 1'é¢tude pédologique, ainsi que la tolérance de B.
halotolerans aux conditions ¢levées de pH, de température et de sel, il est suggéré qu'une
adaptation spécifique a cet environnement a eu lieu. Cela indique que cette souche
bactérienne isolée du sol autour de 1’arbre de pin, peut prospérer dans des conditions que de

nombreux autres microorganismes ne pourraient pas supporter. Par conséquent, on peut
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raisonnablement considérer la zone ou se trouve ce sol comme un environnement

partiellement extréme.

Il est important de signaler que, selon nos connaissances, le présent travail est le
premier a avoir isolé la souche de B. halotolerans (ON204239), a partir du sol autour de
I’arbre de pin et de I’avoir exploité par rapport a sa dégradation de la matiére ligno-

cellulosique d’une part et son pouvoir antifongique d’autre part.

4.7- Etude de Pactivité antagoniste de B. halotolerans in vitro en utilisant les
surnageants de culture

L’¢étude de I’activité antifongique des surnageant issus de la mise en culture de la souche
M4 dans deux milieux différents, a savoir : MA, contenant la paille d’avoine comme seule
source de carbone et LB, milieu Luria-Bertani, a révélé des zones d'inhibition pour le
surnageant LB de 12 et 15 mm de diamétre contre F. napiforme (ON204349) et A. alternata
(ON714501) respectivement ; et des zones d’inhibition plus importantes dans le cas du

surnageant MA (16 mm et 20 mm, respectivement contre F. napiforme et A. alternata)

(Figure 19, figure 20).

Figure 19 Activité antifongique de B. halotolerans vis-a-vis de : A, F. napiforme ; B, A.
alternata en utilisant le surnageant de culture (Milieu LB).
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Figure 20 Activité antifongique de B. halotolerans vis-a-vis de : A, F. napiforme ;
B, A. alternata en utilisant le surnageant de culture (Milieu avoine).

4.8- Modélisation

4.8.1- Optimisation des facteurs physico-chimiques influents I’activité antagoniste de B.
halotolerans a 1’aide du plan de Box-Behnken (BBD) et de la Méthode des
Surfaces de Réponse (MSR)

L'activité antagoniste de B. halotolerans contre le phytopathogeéne F. napiforme est
influencée par des paramétres physico-chimiques. En effet, dans la présente étude, le pH, la

température, la concentration du substrat et le temps d'incubation sont censés optimiser

l'activité antagoniste de B. halotolerans en utilisant le modele BBD.

La M¢éthode des Surfaces de Réponses (MSR) permet de déterminer une relation
d’approximation entre les variables d’entrée et les variables de sortie et les variations de la
réponse vis-a-vis des facteurs d’influence significative. La réponse de sortie dépend de la
variation des parametres d’entrée qu’on appelle stimuli qui sont généralement représentés par
des variables aléatoires notées X;,i = 1,..,n, qui sont des variables de prédiction codées
appelées facteurs et qui permettent de représenter les variations spatio-temporelles des

parametres d’entrée par des modeles mathématiques.

La représentation géométrique de cette relation d’approximation est appelée surface de
réponse. La construction des surfaces de réponses est basée sur 1’ajustement du modéele en
utilisant des fonctions mathématiques telles que les polynomes. La méthode des surfaces de

réponses passe par trois étapes : (i) plan expérimental, (ii) la modélisation de la réponse et (iii)
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les représentations graphiques. La modé¢lisation de la réponse est réalisée a I’aide de
techniques de régression qui permettent de relier la réponse Y aux n variables aléatoires X;

par la relation ci-dessous :

Y = F(X)

La description des phénomenes étudiés, passe alors par une bonne approximation de cette
fonction qui est obtenue par un polyndme du second degré comme expliqué dans la partie

matériel et méthodes.

Dans le but de calculer les paramétres qui permettent de valider ou non le modele établi,
trois sommes sont définies : la somme des carrés résiduels (Sum of Squared Errors : SSE), la
somme totale des carrés (Total Sum of Squared : SST) et la somme des carrés de la régression
(Regression Sum Squared : SSR). Notons que SST = SSR + SSE. On définit alors, le

coefficient de détermination R? par le rapport ci-dessous:

, _SSR
~ SST

Ce coefficient de détermination, qui n’est autre que le carré du coefficient de corrélation R,
est utilisé lorsque I’on cherche, dans cette régression linéaire, la force d’adéquation entre le
modele de la régression et les données expérimentales. Il est utile pour prévoir des
é¢vénements futurs. Il constitue en fait, un indice de la qualité de la prédiction de la régression
linéaire et agit comme une mesure pour valider la précision du mode¢le et son adéquation aux
données. Sa valeur se situe entre 0 et 1. Des valeurs de R? proche de 1, signifient que la
régression linéaire est en adéquation avec les données expérimentales et que le modéle prévoit

correctement les nouvelles observations.

Dans le but de valider le modéle établi, il est nécessaire de faire des analyses statistiques en
calculant le coefficient de détermination R2et le coefficient de détermination ajusté R? i

Apres 1’étape de la modélisation, le modéle est représenté graphiquement a 1’aide des
courbes des surfaces de réponse qui font ressortir les variations des réponses en fonction des
parametres afin d’optimiser le systéme expérimental (paramétres de la réaction). Le logiciel

MINITAB permet alors de déterminer les coefficients du polyndme pour chaque réponse. Le
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degré de signification des coefficients a été¢ déterminé a 1’aide du test Student et de la valeur
de p. La vérification des modeéles ajustés a été réalisée par le coefficient de régression R? et sa

significativité statistique a été faite par le 7-fest.

Les résultats issus des diverses expériences, ont montré une corrélation entre la variable de
réponse Y, le pH X;, la concentration du substrat X,, la température X5 et le temps de culture
X,. Cette corrélation est représentée par 1'équation polynomiale du second ordre suivante (Eq.

13):

Y = 17,75 — 1,417X; + 1,333 X, — 1,917 X; — 1,667 X, — 596 X? — 0,33 X? Eq. 13
- 571X%2— 608X — 050X, X X, — 0,75X; X X3 — 0,00X;
X X, — 0,00X, X X3+ 0,50X, X X, + 0,50 X3 X X,

L’analyse de variance ANOVA, a été employée pour évaluer la pertinence du modele. Les

résultats obtenus sont résumés dans le tableau 12.

Dans cette étude, les valeurs expérimentales correspondaient aux valeurs attendues,
aboutissant a une valeur de R? de 0,812, signifiant que 81,2% des variations de l'activité
antagoniste pouvaient étre expliquées par les variables. La valeur de Fisher, notée 'F' (Valeur-
F = SS2r / SS2e), représente le rapport de la moyenne des carrés du modele a l'erreur
résiduelle et constitue une mesure valide de la maniére dont les facteurs décrivent la variation
des données autour de leur moyenne. Les résultats obtenus ont montré que la valeur de Fisher
F =4,01 et la valeur de probabilité p = 0,008 (Tableau 12). Généralement, quand la Valeur de
probabilité p est inférieur a 0,05 et quand cette derniére est associée a la valeur 'F', cela

signifie que le modele de régression est significatif.

81



RESULTATS

Tableau 12 Analyse des variances (ANOVA).

Source Adj SS Adj MS F y/
DF
Mode¢le 14 596,000 42,571 4,01 0,008
Lin 4 122,833 30,708 2,89 0,065
pH 1 24,083 24,083 2,27 0,156
Concentration du substrat 1 21,333 21,333 2,01 0,180
Température 1 44,083 44,083 4,15 0,062
Temps d’incubation 1 33,333 33,333 3,14 0,100
Carré 4 467917 116,979 11,02 0,000
pH*pH 1 213,010 213,010 20,07 0,001
Concentration du substrat*Concentration 1 0,667 0,667 0,06 0,806
Substrat
Température*Température 1 195,510 195,510 18,42 0,001
Temps d’incubation *Temps d’incubation 1 222,042 222,042 20,92 0,001
Intéraction 6 5,250 0,875 0,08 0,997
pH*Concentration du Substrat 1 1,000 1,000 0,09 0,764
pH*Température 1 2,250 2,250 0,21 0,653
pH*Temps d’incubation 1 0,000 0,000 0,00 1,000
Concentration du Substrat *Température 1 0,000 0,000 0,00 1,000
Concentration du Substrat*Temps 1 1,000 1,000 0,09 0,764
d’incubation
Température* Temps d’incubation 1 1,000 1,000 0,09 0,764
Erreur 13 138,000 10,615
Mangque d’ajustement 10 129,250 12,925 4,43 0,124
Erreur pure 3 8,750 2,917
Total 27 734,000

R* = 81.20%, R* (adj) =60.95%
DL: degrés de liberté; SC: somme des carrés ; CM: carré moyen; F: la loi de Fisher; p : la Valeur de probabilité.

Les représentations graphiques, telles que les diagrammes de surface de réponse en 3D, ont
été générées pour comprendre les relations entre les quatre facteurs testés et pour identifier les
parametres optimaux permettant d'atteindre le niveau le plus €levé de ’activité antagoniste

chez B. halotolerans (Figures 21 a 26).

Dans les diagrammes de surface des modeles quadratiques utilisés, deux variables sont
maintenues constante a leurs valeurs médianes respectives et les deux autres variables
prennent des valeurs dans les limites expérimentales. Ainsi, ces diagrammes permettent de

mettre en évidence les effets linéaires, quadratiques et interactifs sur la variable de sortie, qui
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dans notre cas est 1’activité antagoniste. Les quatre variables d’entrée sont le pH, la

concentration du substrat, le temps d’incubation et la température.

Les premiéres interprétations que nous pouvons donner aux surfaces de réponses obtenues

sont :

e Lorsque le pH et le temps d’incubation sont fixés sur leurs valeurs médianes (pH=0 et
Temps d’incubation =0), I’activité antagoniste admet un maximum en fonction de la
température pour chaque valeur de la concentration de substrat (Figure 21), la valeur
de ces maximums augmentent de maniere quasi-lin€aire en fonction de cette derniere.

e Lorsque la valeur de la concentration du substrat est fixée sur sa valeur médiane, alors
I’activité antagoniste admet un maximum unique et ce, quel que soit la nature de la
seconde variable fixe et la nature des deux autres variables changeantes (Figures 22,
24 et 25), ce qui signifie a notre sens que la valeur optimale de 1’activité antagoniste
sera obtenue lorsque la concentration du substrat est fixée sur sa valeur médiane.

e D’une maniere générale lorsque la concentration du substrat augmente, la valeur
optimale de I’activité antagoniste augmente de maniere quasi-lin€aire et ce, quel que
soit la nature des variables d’entrées fixées ou changeantes (Figures 21, 23 et 26).
Cependant, ces valeurs optimales correspondent a des valeurs bien précises des autres

variables d’entrées.

Valeurs conservées
pH=0
Temps d’incubation = 0

Température

Concentration du substrat

Figure 21 Relation entre la concentration du substrat (g) et la température (°C)
sur I’activité antagoniste (mm).
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Valeurs conservées
pH=0
Concentration du substrat =0

Temps d’incubation

Température

Figure 22 Relation entre la température (C°) et le temps d'incubation (h) sur 'activité
antagoniste (mm).

Valeurs conservée
pH=0

Température =0

Temps d’incubation

Concentration du substrat

Figure 23 Relation entre la concentration de substrat et le temps d'incubation (h) sur
l'activité antagoniste (mm).
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Valeur conservées
Concentration du substrat =0
Température =0

Temps incubation

pH

Figure 24 Relation entre pH et le temps d'incubation (h) sur 'activité antagoniste (mm).

Valeurs conservées
Temps d’incubation = 0

Concentration du substrat =0

Température

pH

Figure 25 Relation entre le pH et la température sur l'activité antagoniste (mm).
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Valeurs conservées
Température =0
Temps d’incubation = 0

Concentration du substrat

pH

Figure 26 Relation entre le pH et la concentration du substrat sur l'activité antagoniste
(mm).
L’ensemble des figures précédentes a permis de déterminer les valeurs optimales
prédites : pH = 3,4 — Concentration du substrat =7 g/LL — température = 37,4°C — Temps
d’incubation = 30 h et ce, pour une activite antagoniste dont le diamétre calculé était de

18 mm.

4.8.2- Modélisation a 1'aide du systeme ANNs couplé a un algorithme génétique (GA)

Les principaux objectifs de cette étude consistent a créer un modele robuste de réseaux de
neurones artificiels (ANNs) afin d’optimiser I’activité antagoniste de B. halotolerans sur
milieu a base d’avoine, tout en minimisant l'erreur moyenne entre les valeurs de sortie réelles

et prédites.

La présente étude vise a étudier la fonction de transfert tangente-sigmoidale pour les
nceuds de la couche cachée et la fonction de transfert purement linéaire pour les nceuds de la
couche de sortie. En effet, la fonction sigmoide est utilisée dans les réseaux de neurones parce

qu’elle prend des valeurs dans I’intervalle [0,1] comme les probabilités. Par ailleurs, sa
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fonction inverse a une dérivée aisément calculable ce qui est essentiel pour améliorer les

performances des algorithmes d’optimisation.

Ces fonctions de transfert surpassent les autres types de fonctions, ce qui aboutit a une
faible Erreur Quadratique Moyenne (EQM) et les valeurs du coefficient de corrélation plus

proche de I’unité.

Le nombre de neurones cachés est fixé avec soin, car il influence considérablement les
performances de simulation et ’architecture optimale du réseau. Un faible nombre de
neurones peut ralentir le processus de mod¢lisation, au contraire un nombre excessif de ces
derniers peut conduire a un sur-ajustement, qui risque d’inclure le bruit, dans les données
utilisées lors de la phase d’apprentissage, réduisant ainsi la robustesse et la généralisation du

modeéle.

Une approche de minimisation des erreurs d’essai a ¢t¢ effectuée pour déterminer le
nombre optimal de neurones cachés. Cette approche implique de comparer I’erreur calculée
du réseau avec le résultat souhaité et d’ajuster en permanence les poids et les biais du réseau
d’apprentissage jusqu’a ce que ’erreur quadratique moyenne soit la plus basse possible : le

nombre spécifique de neurones cachés est alors atteint.

Le modé¢le établi par les réseaux de neurones artificiels couplé a un algorithme
génétique, a permis de déterminer des valeurs optimales prédites: pH = 2,31 -
Concentration du substrat =7 g/L. — Température = 37,4°C — Temps d’incubation = 30h

et ce pour une activite antagoniste dont le diamétre calculé était égal a 18,5 mm.

4.8.3- Validation expérimentales des modéles

Les résultats obtenus respectivement a partir des deux modeles proposés (BBD-MSR et
ANNs-GA) pour la prédiction des données de I’activité antagoniste (tableau 13) ont été
comparés entre eux. Dans ce but, des ensembles d'expériences en triple ont été réalisées pour
chacun des deux modeles. Les valeurs de sortie expérimentales ont ensuite ét¢ comparées aux

réponses simulées prédites par les deux modeles.

Le modele BBD-MSR utilis¢, a permis de déterminer les parameétres expérimentaux
optimaux : pH = 3,4 — concentration du substrat = 7 g/LL — température = 37,4 °C — temps
d'incubation = 30 h. Les valeurs optimales données par le modele ANNs-GA étaient : pH =

2,3 — concentration du substrat = 7 g/L — température = 37,4 °C — temps d'incubation = 30 h.
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Il est important de noter que les valeurs données par les deux modéeles sont identiques a

I’exception de la valeur du pH.

Sur la base de ces valeurs optimales respectives des deux modeles, I’activité antagoniste
obtenue expérimentalement était de 18 mm et la valeur prédite par le modele BBD-MSR était
de 19,11mm et de 18,5 mm pour I'ANNs-GA alors que la valeur prédite par ce modele était de
19,21 mm. Ces résultats (Tableau 13) valident les deux modéles du fait que les écarts relatifs
entres les valeurs expérimentales et prédites sont faibles. Cependant, les optimaux obtenus
avec ANNs-GA ont permis d’obtenir une activité antagoniste plus élevée qu'avec la
modélisation basée sur BBD-MSR. En effet, le modele de surface de réponse semble étre
limité par la régression polynomiale du second ordre. Aussi, la modélisation par ANNs-GA

semble étre la plus appropriée pour prédire 1’activité antagoniste de B. halotolerans.

Tableau 13 Configuration des facteurs avec les valeurs de réponse prédites et expérimentales.

Facteurs Valeur réelle de Valeur max. Désirabilité Valeur
I'optimum Valeur Y (mm) expérimentale Y
prédit (mm)

BBD-MSR 19.11 1 18

pH 34

Concentration du substrat 7

Température 3743

Temps d’incubation 30

ANNs-GA 19.21 18.5

pH 2.31

Concentration du substrat 7

Température 374

Temps d’incubation 30

4.9- Application de la souche bactérienne sélectionnée comme agent de
biocontroéle

L’effet de la souche B. halotolerans sur la croissance et protection des plants de tomates
contre le phytopathogeéne F. napiforme, a été étudié¢ dans les conditions de pots et en plein

champs.

4.9.1- Test de pathogénicité

Des plants de tomate sains ont été trempés dans une suspension sporale de F. napiforme et
d’autre pulvérisés par une suspension sporale de A. alternata au niveau de la partie aérienne,
afin de confirmer I’effet phytopathogeéne des ces moisissures. Le résultat aprés 3 semaines
d’incubation, a montré que parmi les 9 plants traités par F. napiforme, huit (8) d’entre eux
¢taient morts (Figure 27 A et B) tandis que les plants de tomates traités par A. alternata ont

développé¢ des taches marrons a la surface des feuilles (Figure 28 A et B)
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Figure 27 Test de pathogénicité : A et B, plants de tomates infectés par F. napiforme ; C,
plants de tomate témoin.

Taches marron

Figure 28 Test de pathogénicité : A et B, Feuilles infectées par A.
alternata ; C, Feuilles témoin (Non infectées par A. Alternata)

L’analyse des résultats obtenus ont montré que F. napiforme a infecté les racines et les
tiges. En second lieu un flétrissement plus prononcé a été observé puis un jaunissement
progressif des feuilles et enfin la mort des plants. Le calcul de I’indice de 1a maladie provoqué
par F. napiforme est égal a 88,9%.

Les symptdmes provoqués par le phytopathogeéne A. alternata, se sont manifestés d’abord
par de petites ponctuations qui apparaissent a I’emplacement de I’inoculum et qui marquent la
réaction des tissus suite a la pénétration du champignon. Aprés un délai de 20 jours,

I’envahissement des tissus a eu lieu et s’est traduit par des taches marron (Figure 28 A et B).
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Ces taches ont un diamétre qui varie entre 0,8 et 1,5 cm, se développant en forme
d’anneaux concentriques caractérisant 1’Alternariose. Les plantules témoins (saines)
maintenues dans les mémes conditions en absence d’inoculation n’ont manifest¢ aucun
symptome (Figure 28 C). Le calcul de I'indice de la maladie provoquée par 4. alternaria est

compris entre 11 et 25%.

Dans le but de s’assurer que les phytopathogéne sont responsables des symptomes
observés sur les plants de tomate, un ré-isolement a été effectué a partir de fragments de
feuilles, de tiges et de racines de ces derniers et ensemencés sur milieu gélosé (PDA). Apres
une semaine d’incubation a 28 °C, des colonies typiques de F. napiforme et A. alternata
inoculés se sont développées autour des fragments des feuilles, des tiges et des racines
(Figures 29 et 30). De ce fait, ce test a confirmer que les dégats enregistrés sur les feuilles, les

tiges et les racines sont provoqués par les méme phytopathogenes.

A. aspect macroscopique B. aspect microscopique (X40)

Figure 29 Ré-isolement du phytopathogene F. napiforme.
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A. aspect macroscopique B. aspect microscopique (X40)

Figure 30 Ré-isolement du phytopathogeéne A4. alternata.

4.9.2- Test in vivo

L’activité antagoniste in vivo des surnageants du B. halotolerans issus de la culture sur
milieux LB et MA a été testée contre F. napiforme compte tenu des dégats aigus qu’il a

provoqué sur les racines et les tiges des plantules.

4.9.2.1- Conditions de pots

Le traitement des plantules des tomates avec la suspension bactérienne de B. halotolerans
(107cellules/mL) préalablement ensemencé sur milieu LB a montré son efficacité a
promouvoir la croissance et a proteger les plants de tomate contre I’agent phytopathogéne de
la Fusariose, en comparaison avec le témoin qui a été seulement traité¢ avec F. napiforme. En
effet, la taille moyenne des plants de tomates en absence de I’antagoniste était égale a
(26 £ 3 )cm tandis qu’en présence de 1’antagoniste, la taille moyenne était de (38 + 4 )cm,
en ce qui concerne le nombre moyen de feuilles, ce dernier était de (44 + 10) feuilles pour le
témoin et de (56 + 10 )feuilles en présence de B. halotolerans. Par ailleurs la protection
conférée par B. halotolerans contre F. napiforme a montré que le nombre moyen des feuilles
décolorées était égal a 1044 chez le témoin et égale a (6 + 2) chez les plants traités par B.
halotolerans. La moyenne de la masse racinaire des plants de tomates traités par B.

halotolerans était égale a 11,50 g contre 1,20 g pour le témoin (Tableau 14, figure 31).
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B. halotolerans inoculé sur milieu LB + F. napiforme Témoin (Plants de tomates infectés
par F. napiforme)

Figure 31 A et B, effet antagoniste de B. halotolerans contre le phytopathogeéne F. napiforme ; C, témoin ; D,
comparaison de la masse racinaire. Aprés 3 semaines d’incubation dans les conditions de pots (Milieu LB).

Par ailleurs, le traitement des plants de tomates par B. halotolerans préalablement inoculé
sur milieu (MA), a montré un effet significatif en comparaison avec le témoin (traité
uniquement par le phytopathogeéne F. napiforme). En effet, la taille moyenne des plants de
tomates en présence de I’antagoniste était égale a (40 + 6) cm en comparaison avec le témoin
(26 £+ 3) cm. Par ailleurs, le nombre moyen de feuilles était de (68 + 8) en présence de B.
halotolerans et de (44 + 6) feuilles pour le témoin. Le nombre moyen de feuilles décolorées

était égale a (4 £ 2) en présence de I’antagoniste et égale a (10 + 6) chez le témoin. Enfin, la
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moyenne de la masse racinaire des plants de tomates traités par B. halotolerans était égale a

15,29 g contre 1,20 g pour le témoin (Tableau 14, figure 32).

Témoin (Plants de tomates

B. halotolerans inoculé sur milieu MA + F. napiforme . )
infectés par F. napiforme)

(B. halotolerans (Milieu MA) + F. Témoin (Infectés par F. napiforme)
napiforme

Figure 32 A et B, effet antagoniste de B. halotolerans contre le phytopathogene F. napiforme ; C, témoin ; D,
comparaison de la masse racinaire. Apres 3 semaines d’incubation dans les conditions de pots (Milieu MA).

Tableau 14 Comparaison entre 1’effet de B. halotolerans (Milieu MA) et B. halotolerans (Milieu LB)
sur les plants de tomates contre le phytopathogéne F. napiforme aprés 3 semaines d’incubation.

Paramétres B. halotolerans (Milieu MA) B. halotolerans (Milieu LB)
Taille moyenne des plants (cm) 4045 38+4

Nombre moyen de feuilles 68+8 56+10

Nombre moyen de feuilles décolorées 442 612

Nombre moyen de fleurs - -

Masse racinaire moyenne (g) 15,29 11,50
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4.9.2.2- Tests in vivo en conditions de champ
4.9.2.2.1- Effet de B. halotolerans préalablement cultivé sur le milieu MA

Les resultats du test in vivo en plein champs ont montré que le traitement des plants avec B.
halotolerans préalablement cultivé dans le milieu MA avait un effet significatif sur tous les
parametres étudiés et ce, pour la durée de la culture allant de la semaine 4 jusqu’a la semaine
12. En effet, a la fin de la culture la taille moyenne des plants était de (52 + 21)cm contre
(16 + 14)cm dans le lot témoin ou les plants de tomates ont été infectés uniquement avec F.

napiforme.

De plus, les nombres moyens de feuilles, de feuilles décolorées, de fleurs et des fruits
étaient respectivement de (82 + 7), (31 + 13), (20 + 6) et de 10 fruits, contre (43 + 25),
(35 + 14), (13 £ 6) et 2 fruits dans le lot témoin. Il est important de préciser qu’a la fin de la
culture, 4/18 plants uniquement sont restés vivants dans le lot t¢émoin contre 16/18 plants dans
le lot traité et que la masse racinaire moyenne était de (80 + 26) g (antaginiste) contre

(49 £ 25) g pour le témoin (Figure 33 tableau 15).

Figure 33 Effet antagoniste de B. halotolerans inoculé sur milieu MA sur la protection des plantes de
tomate « variété Louiza » contre le phytopathogeéne F. napiforme. (A) Lot traité par B. halotolerans, (B)
Lot témoin infecté par F. napiforme. (C) A gauche la masse racinaire des plantes du lot traité ; a droite la
masse racinaire du Lot témoin (B) a la fin de culture. 94
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Tableau 15 Effet de B. halotolerans (Milieu MA) sur les plants de tomates contre le
phytopathogeéne F. napiforme apres 4, 8 et 12 semaines d’incubation en plein champ

Souche
B. Témoin
Paramétres Période halotolerans Différence significative
(Milieu MA)
Moyenne de la taille des ~ Semaine 4 29+ 6 9+4 P<0,05
plants (cm) Semaine 8 43+ 19 15+ 10 P<0,05
Semaine 12 52 £21 16+14 P<0,05
Moyenne du nombre de Semaine 4 58+18 16+ 11 P<0,05
feuilles Semaine 8 6718 21+ 13 P<0,05
Semaine 12 82+7 43 + 25 P<0,05
Moyenne du nombre de ~ Semaine 4 / / /
feuilles décolorées Semaine 8 41 4+ 15 15+ 6 P<0,05
Semaine 12 31+13 35+14 P<0,05
Moyenne du nombre de ~ Semaine 4 / / /
fleurs Semaine 8 11+8 10+ 6 P>0.05
Semaine 12 2016 13+ 6 P<0.05
Nombre de fruits poussés Semaine 4 / / /
Semaine 8 / / /
Semaine 12 10 2 P<0.05
Moyenne du poids des Semaine 4 / /
fruits (g) Semaine 8 / /
Semaine 12 32+ 16 (10+7) P<0,05
Nombre de plants Semaine 4 17 7
poussés Semaine 8 16 6
Semaine 12 16 4
Moyenne de la masse Semaine 4 / /
racinaire (g) Semaine 8 / /
Semaine 12 80 + 26 49 + 25 P<0,05

4.9.2.2.2- Effet de B. halotolerans préalablement cultivé sur le milieu LB

Les resultats du test in vivo en plein champs ont montré que le traitement des plants avec B.

halotolerans préalablement cultivé sur le milieu LB avait un effet significatif positif sur tous

les parametres étudiés et ce pour la durée de la culture allant de la semaine 4 jusqu’a la

semaine 12. En effet, a la fin de culture la taille des moyenne des plants était de

(24 £ 13) cm contre (16 + 14) cm dans le lot témoin ou les plants de tomates ont été infectés

uniquement avec F. napiforme. En plus les nombres moyens de feuilles, de feuille décolorées,
de fleurs et de fruits étaient respectivement de (56 + 10), (25 + 12), (18 + 12) et 7
fruits contre, (43 + 25), (35 + 14), (13 = 6) et 2 fruits dans le lot t¢émoin. De plus, il est
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important de préciser qu’a la fin de culture, uniquement 4/18 plants de tomate sont restés
vivants dans le lot t¢émoin contre 8/18 plants dans le lot traité et que la masse moyenne des
fruits était de (27 £ 13) g (antagoniste) contre (13 + 6) g pour le témoin et que la masse
racinaire moyenne ¢était de (70 + 14) g (antagoniste) contre (49 + 25) g pour le témoin

(Figure 34, tableau 16).

Figure 34 Effet antagoniste de B. halotolerans inoculé sur milieu LB sur la protection des plantes
de tomate « variété Louiza » contre le phytopathogene F. napiforme. (A) Lot traité par B.
halotolerans, (B) Lot témoin infecté par F. napiforme. (C) A gauche la masse racinaire des plantes
du lot traité ; a droite la masse racinaire du Lot témoin (B) a la fin de culture.
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Tableau 16 Effet de B. halotolerans (Milieu LB) sur les plants de tomates contre le
phytopathogeéne F. napiforme aprés 4, 8 et 12 semaines d’incubation en plein

champ.
Souche
. . B. halotolerans Témoin
Parameétres Période (Milieu LB)
Différence
significative
Moyenne de la taille des Semaine 4 10+ 7 9+4 P<0,05
plants (cm) Semaine 8 18+ 16 15+ 10 P<0,05
Semaine 12 24+13 16+14 P<0,05
Moyenne de feuilles Semaine 4 20110 16+ 11 P<0,05
Semaine 8 34+ 20 21+ 13 P<0,05
Semaine 12 56+10 43 + 25 P<0,05
Moyenne de feuilles Semaine 4 / / /
décolorées Semaine 8 20 + 15 15+ 6 P<0,05
Semaine 12 25 +12 35+14 P<0,05
Moyenne de fleurs Semaine 4 / / /
Semaine 8 13+ 6 10+ 6 P>0.05
Semaine 12 18+12 13+ 6 P>0.05
Moyenne de fruits poussés Semaine 4 / / /
Semaine 8 / / /
Semaine 12 7 2 /
Moyenne du poids des fruits Semaine 4 / / /
€3] Semaine 8 / / /
Semaine 12 27 +13 10+ 7 P<0.05
Moyenne de plants poussés Semaine 4 8 7 P>0.05
Semaine 8 8 6 P>0.05
Semaine 12 8 4 P<0.05
Moyenne de la masse racinaire Semaine 4 / / /
(@ Semaine 8 / / /
Semaine 12 70 + 14 49 + 25 P<0,05

B. halotolerans cultivé sur milieu MA était plus éfficace dans la promotion de croissance

et la protection des plants de tomate en comparaison a sa culture sur milieu LB.

En effet, apres 12 semaines de culture le nombre de plants en vie était de 16/18 contre 8/18,
la taille moyenne des plants a atteint (52 + 20 )cm contre (24 + 13) cm, et le nombre
moyen de feuilles, de feuilles décolorés de fleurs et defruits était de (82 + 7), (31+13),
(20 £ 6) et de 10 fruits contre (56 + 10), (25 + 12), (18 + 12) et de 7 fruits et enfin le
poids moyen des racines et des tomates ¢était de (32 + 16) g et (80 + 26) contre (27 +13) g
et (70 £+ 14) g respectivement (Tableau 17).
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Tableau 17 Comparaison entre 1’effet de B. halotolerans (Milieu MA) et B. halotolerans (Milieu LB)
sur les plants de tomate contre le phytopathogéne F. napifomre aprés 12 semaines d’incubation en
plein champ.

Parameétre B. halotolerans (Milieu MA) B. halotolerans (Milieu LB)
Taille moyenne des plants (cm) 52421 24+13

Nombre moyen de feuilles 8217 56110

Nombre moyen de feuilles décolorées 31+13 25412

Nombre moyen de fleurs 20+6 18+12

Nombre moyen de tomate qui ont poussé 10 7

Poids moyen des tomates (g) 32+ 16 27+13
Nombre de plants poussés 16 8

Masse racinaire moyenne (g) 80 + 26 70 + 14

De plus, les fruits de tomates issus des plantes ayant poussé dans le lot témoin présentaient
une teinte verdatre, en contraste avec le lot traité avec les milieux MA ou LB ou les fruits
récoltés arboraient une couleur rouge vibrante (Figure 35). Cette observation démontre de
manicre ¢éloquente, 1'impact positif du traitement sur la qualit¢ des fruits. Le milieu MA
semble avoir favoris¢ une maturation plus compléte et homogene des tomates, se traduisant

par une couleur plus attrayante et probablement une saveur plus intense.

B C

A, Tomates qui ont poussé B, Tomates qui ont poussé sur C, Témoin (infecté par F.
sur milieu MA milieu LB napiforme)

Figure 35 Tomates qui ont poussé aprés 12 semaines d’incubation

Sur la base des résultats obtenus, qui ont mis en évidence 1’effet significatif de B.
halotolerans inoculé sur milieu avoine comme seule source de carbone, tant in vitro que in
vivo, aussi bien en conditions de pots qu'en plein champ dans la protection des plants de
tomates contre le phytopathogéne F. napiforme comparativement a l'inoculation de B.

halotolerans sur milieu LB.
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L'utilisation de 1’avoine s’est donc révélé étre un substrat intéressant pour maximiser 1’effet
antagoniste de B. halotolerans d'abord, du fait de son abondance en biomasse ligno-
cellulosique et de sa disponibilité au niveau national. De plus 1'utilisation d'un substrat naturel

avec I’avoine comme seule source de carbone favorise le respect de I’environnement.

4.10- Evaluation de I'effet antagoniste de B. halotolerans vis-a-vis de F.

napiforme par microscopie a épifluorescence
Les résultats de I’observation de 1’interaction B. halotolerans-F. napiforme apres 7 jours de

leur inoculation sur milieu PDA, par le microscope a épifluorescence, a révelé un changement
morphologique important dans les conidies et des déformations substantielles dans les hyphes
de F. napiforme causés par B. halotolerans. Une inhibition de la formation et de la croissance

des hyphes a également été observée (Figure 36).

B. halotolerans

B. halotolerans+ F. napiforme

Figure 36 Evaluation de I'effet antagoniste de B. halotolerans vis-a-vis de F. napiforme
par microscopie a épifluorescence (X60).
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4.11- Analyse des Lipopeptides par UPLC/MS

L’interprétation des profils UPLC des surnageants de B. halotolerans a permis de montrer
que ce dernier a produit des surfactines et des iturines lorsqu’il était cultivé sur milieu MA
alors que sur milieu LB, il n’a produit que des surfactines. Il est a préciser qu’aucune trace de

fengycines n’a été detecté sur les deux milieux de culture (Figure 37).

A

Figure 37 Profils UPLC de production des lipopetides par B. halotolerans sur milieu LB (A)
et sur milieu MA (B).

L’analyse des échantillons par UPLC-MS, a montré la capacité¢ de B. halotolerans a
produire différents analogues de surfactine (C12, C13, C14, C15, Cl16, C17 et C18) en
quantités significatives sur le milieu a base d'avoine comme seule source de carbone, avec une
proportion plus ¢élevée pour les analogues C15 et Cl16 en comparaison avec les autres
analogues produits (Figure 38). En revanche, Sur le milieu LB la production des surfactines
¢tait limitée a cinq analogues produits (C12, C13, C14, C15 et C16) avec une proportion plus
¢levée de C15 en comparaison avec les autres analogues produits (Figure 39). Il est important
de signaler qu’a notre connaissance, que c’est la premiere fois que B. halotolerans produit des
biosurfactants sur milieu a base d'avoine comme seule source de carbone. La figure 40 montre
une superposition des chromatogrammes obtenus pour les surfactines produites sur milieu
optimisé a base d'avoine et sur milieu LB. Les résultats montrent que B. halotolerans inoculé
sur milieu naturel, produit une plus grande quantité de surfactines avec différents analogues
par rapport & B. halotolerans inoculé sur milieu LB. La figure 41 représente les spectres de

masse de quelques surfactines analogues produites par B. halotolerans.
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Figure 38 Chromatogrammes correspondant aux surfactines produits par B.
halotolerans sur milieu MA analysés par UPLC/MS.
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Figure 39 Chromatogrammes correspondant aux surfactines produits
par B. halotolerans sur milieu LB analysés par UPLC/MS.

Figure 40 Superposition des chromatogrammes correspondant aux surfactines produits par B.

halotolerans ; (A) : sur milieu MA (Avoine comme seule source de carbone), (B) : sur milieu

LB analysé par UPLC/MS. 101
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Figure 41 Spectres de masse des analogues de surfactine identifiés dans le surnageant
de B. halotolerans a 'aide de UPLC-MS.
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4.12- Activité PGPR

Les résultats des tests obtenus in vivo, ont montré que B. halotolerans confeére une
amélioration de croissance et une protection aux plants de tomates contre le phytopathogeéne
F. napiforme, ce qui a motivé notre intérét a tester la capacité de B. halotolerans a produire
certaines molécules caractéristiques d’effets PGPR in vitro. B. halotolerans a pu se
développer sur milieu WS solide, ce qui démontre sa capacité a fixer I'azote. La dégradation
de lI'amidon a été mise en évidence par l'apparition d'une zone claire autour de la colonie,
apres avoir inondé¢ la gélose avec la solution de Lugol ; l'indice enzymatique était égal a 2,51.
La dégradation de la caséine a été¢ confirmée avec un indice enzymatique égal a 1,40. La
présence d’HCN a été reflétée par I’apparition d’une couleur orange a rouge dont l'intensité
varie en fonction de sa dose. Par ailleurs, la production d'ammoniac par B. halotolerans est
mise en évidence par l'apparition d'une couleur jaune aprés ajout du réactif de Nessler. La
production d'acide indole-3-acétique est mise en évidence par un changement de couleur apres
ajout du réactif de Salkawski. Enfin, la production de sidérophores est mise en évidence par
un changement de couleur du milieu (bleu a orange), ainsi que par l'apparition de halos autour
des colonies. Aussi, B. halotolerans a montré sa capacité a produire des biosurfactants apres
48 h d'incubation, ce qui s'est traduit par I'apparition de zones claires autour des colonies, sur

un milieu a base de gélose au sang (Figure 42).
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Figure 42 Activité PGPR par B. halotolerans : A, fixation d’azote ; B, production d’amylase ; C,
production de caséinase ; D, production de HCN ; E, production de NH; ; F, production de I'IAA ; G,
production des siderophores ; H, production de biosurfactant.
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5- Discussion

La biomasse ligno-cellulosique est un substrat renouvelable et abondant. Cependant, en
raison de sa structure et de sa composition macromoléculaire complexe, il nécessite plusieurs
types de prétraitements (Reyes et al., 2013 ; Jonsson et al., 2016). Le prétraitement biologique
de la biomasse ligno-cellulosique utilise le pouvoir de certains micro-organismes comme
agent biocatalysant pour rendre cette matiere plus facile a traiter et a digérer (Vasco-Correa et
al., 2016). Sur un autre volet, les maladies des plantes peuvent avoir un impact significatif sur
la productivité agricole, réduisant les rendements de 21 a 30 % dans plusieurs cultures
majeures a travers le monde (Savary et al., 2019). Parallé¢lement, certains agents pathogenes
des plantes ont développé une résistance aux pesticides chimiques (Lucas, 2011), contribuant
ainsi a la propagation de maladies. De plus, les difficultés de décomposition des insecticides
en composants moins dangereux entrainent la persistance de résidus toxiques dans le sol,
posant ainsi des risques pour la santé (Gilden et al., 2010). L’agriculture moderne s’est
tournée vers les microorganismes comme alternative aux pesticides chimiques, ces derniers
sont efficaces et sirs pour I'environnement. Le bio-controle offre ainsi 'une des stratégies les
plus économiques et efficaces a long terme, pour gérer les maladies des plantes et réduire les

pertes agricoles (El saadonyet al., 2020).

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce présent travail, et qui vise l’isolement et
I’identification des microorganismes présents dans le sol autour de 1’arbre de pin situ¢ a 1'Est
de 1'Algérie (Constantine). Cette démarche a pour but d’utiliser ces microorganismes d'une
part, comme agents de dégradation de la biomasse ligno-cellulosique et d’autre part, comme
agents de biocontréle pour protéger les récoltes et améliorer le rendement agricole tout en

préservant I'environnement, la santé humaine et animale.

En effet, dans cette étude, soixante-douze isolats microbiens ont été obtenus a partir des
différents échantillons utilisés. Parmi les isolats obtenus, seules une bactérie et une moisissure
ont ¢té¢ sélectionnées en tant qu'agent de dégradation de la biomasse ligno-cellulosique
(cellulose, hémicellulose et lignine). La capacité¢ des isolats sélectionnés a dégrader la
cellulose, a été effectuée en utilisant le CMC comme substrat inducteur. Sa réaction positive
avec du rouge Congo a laissé apparaitre une zone claire autour des colonies bactérienne et
fongique signifiant la présence de 1’enzyme cellulase secrétée par les cellules de la souche
testée (Pointing et al., 1999). Les résultats obtenus sont similaires a ceux obtenus par Akhtar

et al., (2012) ; Abu-Gharbia et al., (2018); Raza et al., (2019), qui ont observé que les

105



DISCUSSION

bactéries et les moisissures du genre Bacillus et Chaetomium respectivement présentaient une

activité cellulolytique.

L’activité xylanase est révélée par la coloration du milieu synthétique a base du xylane,
préalablement ensemencé par 1’isolat bactérien M4 et 1’isolat fongique P2L, par le Rouge
Congo. Le résultat obtenu a permis d’observer une zone claire autour des colonies. Ce halo
transparent représente une zone de dégradation du xylane et donc une production de xylanase.
Ces résultats sont en adéquation avec ceux de Rattu et al., (2016) et Abu-Gharbiaet al., (2018)
lorsque ils testent la méme activité en utilisant le méme colorant. En plus de leur capacité a
dégrader la cellulose et ’hémicellulose, les isolats M4 et P2L ont également montré leur
aptitude a dégrader la lignine. Ces résultats rejoignent ceux de Margo et al. (2013) ; Mtibaaet
al., 2017 ; Yasar et al.(2018), qui ont ¢étudié la dégradation de la lignine par différentes
souches bactériennes et fongiques. Il est important de noter que selon la littérature, plusieurs
microorganismes sont impliqués dans la dégradation de la matiere lignocellulosique en
produisant les trois types d’enzymes en méme temps (Gilbert et Harlewood, 1993; Vasco-
Correa et al., 2016). Ce point révele I’importance de nos souches isolées et sélectionnées. En
effet, I’isolat bactérien M4 et I’isolat fongique P2L sont capables de dégrader tous les
constituants du déchet lignocellulosique en produisant les enzymes responsables en

I’occurrence cellulase, hemicellulase et xylanase simultanément.

L’observation macroscopique de l'isolat Alt, aprés 7 jours de croissance sur milieu PDA, a
mis en évidence une colonie de teinte claire, tirant vers l'olivatre verdatre, présentant une
texture duveteuse, avec une face inférieure de couleur grise, et enfin des bordures
mycéliennes régulieéres. L’observation microscopique de 1’isolat Alt sous microscope optique
(X40) a révelé la présence d'hyphes septés de couleur brune, de spores allongées, de conidies
en chaines sur des conidiophores. Les caractéres macroscopiques et microscopique
mentionnés ci-dessus sont en accord avec ceux décrits par Woodenberg et al., 2013 ;
Lawrence et al, 2013. Cette ¢tude morphologique de I’isolat Alt a présenté les

caractéristiques typiques du genre Alternaria (Gauthier, 2016).

L’examen macroscopique de 1’isolat F1 a 30°C sur milieu gélosé, a révélé des colonies plates
avec une croissance rapide. La texture des colonies est cotonneuse. Le revers des colonies est
de couleur rose a saumon et les bordures des colonies sont réguliéres. L'examen
microscopique de I’isolat F1 a été effectué¢ a 1’aide d’un microscope a fluorescence au
grossissement (X60), cet examen a révélé la présence d’hyphes septés. Ces hyphes peuvent
étre observés sous forme de filaments ramifiés qui forment un réseau appelé mycélium formeé
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de conidiophores, qui sont responsables de la formation et de la dispersion des spores et de
chlamydospores, qui sont des structures de survie épaissies et résistantes. Ces chlamydospores
peuvent étre observés comme des structures rondes ou ovales plus épaisses que les conidies.
Ces observations sont en adéquation avec celles faites par Santos ef al. (2017) et Summerell,
(2019), qui ont montré que ces caractéristiques ont permis de se rapprocher du genre
Fusarium. La caractérisation moléculaire des isolats Alt et F1 a confirmé 1’identification
préliminaire. En effet, aprés avoir comparé les séquences ADN des deux isolats aux
séquences de référence précédemment déposées sur GenBank, les deux souches fongiques se

sont révélées etre Alternaria alternata (ON714501) et Fusarium napiforme (ON204349).

Les résultats du test d’antagonisme in vitro des deux isolats bactériens et fongiques, M4 et
P2L respectivement, vis-a-vis d’A4. alternata et F. napiforme ont montré un effet inhibiteur
intéressant. En effet, une inhibition de la croissance des mycéliums F. napiforme et d’A.
alternata a été observée, avec 72 % et 64 % pour D’isolat bactérien M4 vis-a-vis des
phytopathogenes F. napiforme et A. alternata respectivement. Pour 1’isolat fongique P2L, les
taux d’inhibition étaient égaux a 354 % et 52,3 % vis-a-vis des phytopathogenes F.
napiforme et A. alternata respectivement. Cette activité inhibitrice est le résultat de plusieurs
travaux publiés dans la littérature, qui ont montré la production de composés antifongiques
et/ou de métabolites sur le milieu PDA (Dihazi et al, 2012). Ces résultats rejoignent les
travaux de Pandey et al. (2021), Yu et al. (2021), Harman et al. (2020) et Gauthier et al.
(2022) qui ont montré la capacité des souches bactériennes et fongiques a développer une
activité anti-Fusarium et Alternaria. L’identification macroscopique de 1’isolat M4 a montré
des colonies rondes, d’un diamétre variant entre 1 et 2 mm, de couleur blanchatre.
L’observation microscopique et la coloration de Gram ont révélé que cet isolat est un bacille
Gram+. De plus, un test de sporulation ainsi qu’un test de catalase ont été¢ réalisés, ces

derniers ayant été positifs, ce qui a confirmé que I’isolat M4 appartient au genre Bacillus.

L’identification macroscopique de 1’isolat P2L nous a permis d’observer des colonies de
couleur blanche a grise, d'une texture cotonneuse, devenant brunatres avec l'dge. On a
¢galement observé des ascomas, des structures en forme de coussinets ou de globes, souvent
situées a la surface des colonies ou enfoncées dans le substrat sur lequel le champignon se

développe.

Les observations microscopiques a un grossissement de X40 ont été réalisées en utilisant la
méthode du ruban adhésif et celle du lactophénol-bleu de coton. Le thalle est composé
d'hyphes septés, bien que leur séparation soit difficile en raison de la structure dense
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caractéristique de ce type de champignon. En ce qui concerne la sporogenése, les ascospores
apparaissent comme des cellules uniques et elliptiques ressemblant a des citrons,

correspondant a celles décrites dans la littérature (Dupuy et al., 2012).

L'identification moléculaire de ’isolat M4 a montré qu’il s’agit de Bacillus halotolerans
(ON204239). Ce qui rejoint les résultats de 1’étude de Wu et al., (2020) ou B. halotolerans a

¢été isolé a partir d’un environnement spécifique.

En ce qui concerne I’identification moléculaire de 1’isolat P2L, celle-ci a révélé que P2L
est Chaetomium strumarium. Cependant, ce dernier a été¢ exclu du reste de 1’étude en raison
de son pouvoir pathogéne pour I’Homme. En effet, plusieurs études ont rapporté des cas
d’infections cutanées et d'onychomycoses causées par C. strumarium. De plus, cette espece
est également responsable d'abces cérébraux chez les humains immunodéprimés (Aribandi et
al., 2003 ; Plumlee et al., 2017). Les résultats de 1’analyse pédologique du sol autour de
I’arbre du pin (Forét d’El Baaraouia) ont montré que ce sol est caractéris¢ par un pH
légeérement alcalin de 8,17. En effet, cela peut avoir diverses implications sur la fertilité du sol
et la disponibilité des nutriments pour les plantes. Par exemple, un pH élevé peut entrainer
une disponibilité réduite de certains nutriments essentiels comme le fer, le zinc et le cuivre,
tout en favorisant la disponibilité de certains autres ¢léments comme le phosphore. Cela peut
avoir des implications importantes pour la croissance des plantes dans cette région (Zhang et
al., 2019). Une conductivité ¢€lectrique de 1,6 mS/cm, suggérant une salinité relativement
¢levée (Gupta et al., 2020). La saturation de 50 % a indiqué une teneur en humidité modérée.
Zhou et al. (2021) ont montré qu’une teneur en humidité modérée, peut étre bénéfique pour la
croissance des plantes en fournissant un environnement favorable pour I'absorption des
nutriments et le développement des racines. La présence d'ions carbonate (97,60 mg/L),
sulfate (255,84 mg/L), chlorure (189,21 mg/L), calcium (144,60 mg/L), et magnésium (22,80
mg/L) a montré des valeurs ¢élevées, ce qui peut influencer la fertilit¢ du sol. D’apreés Ma et
al., 2022, des concentrations élevées d'ions carbonate, de sulfate, de chlorure, de calcium et de
magnésium peuvent avoir une influence sur la fertilité du sol et la disponibilité des nutriments
pour les plantes. Les concentrations en ions sodium (52,44 mg/L) et potassium (3,19 mg/L)
ont suggéré des niveaux modérés a faibles, ce qui montre la pauvreté de ces éléments nutritifs
dans le sol (Ahmed et al., 2020). Ces résultats ont montré que la région d’échantillonnage a,
généralement, présenté une certaine adaptation a des conditions environnementales
spécifiques relativement aux sols fertiles, et peut étre considérée comme un milieu

partiellement inhabituel.

108



DISCUSSION

L’¢tude de la physiologie et la caractérisation de la souche bactérienne sélectionnée sous
différentes conditions de pH, de salinité et de température a ét¢ développée dans la présente
¢tude. En effet, la courbe de croissance de B. halotolreans en fonction du temps a révele une
courte phase de latence, cela correspond a l'adaptation des cellules au milieu de culture, ou
elles ajustent leur métabolisme pour utiliser les nutriments disponibles. Des études récentes,
comme celles de Shah et al. (2023) sur B. halotolerans, ont également observé des phases de
latence courtes, soulignant la capacité d'adaptation rapide de ces bactéries a de nouveaux
environnements. Une accélération trés rapide de la croissance cellulaire correspondant a la
phase exponentielle a été remarquée, elle est caractérisée par une multiplication cellulaire
rapide qui est souvent associée a une utilisation optimale des ressources disponibles dans le
milieu de culture. Chen et al. (2022) ont montré que cette phase peut varier en fonction des
facteurs environnementaux tels que la disponibilit¢ des nutriments et la température. Cette
croissance exponentielle est suivie d’une phase stationnaire, ou la croissance ralentit et atteint
un plateau, reflétant un équilibre entre la multiplication et la mort cellulaires. Les bactéries
peuvent entrer dans cette phase en raison de I'épuisement des ressources ou de I'accumulation
de produits métaboliques toxiques (Li ef al., 2024). Enfin, une phase de déclin a été observéce
qui signifie que les conditions deviennent extrémement défavorables, entrainant la mortalité
cellulaire.Gomez et al, (2023), ont montré que les conditions de stress environnementaux
peuvent induire des réponses physiologiques et génétiques provoquant la mortalité cellules

microbiennes.

La capacit¢ de B. halotolerans a croitre a différentes températures, a différentes
concentrations de NaCl et a différentes valeurs de pH a été évaluée. Les résultats obtenus ont
montré que B. halotolerans est capable de se développer a des températures supérieures a 50
°C, dans un pH de 4 a 11 et de résister a des concentrations de NaCl allant jusqu'a 100 g/L.
Ces caractéristiques mettant en lumiere les capacités adaptatives exceptionnelles de B.
halotolerans, ce qui ouvre la voie a de nouvelles opportunités pour son utilisation dans
diverses applications biotechnologiques tels que la bioremédiation, la production industrielle
et la recherche pharmaceutique (ElI Hassni et al., 2007 ; Dihazi et al., 2012 ; Jiang et al.,
2017 ; Seydehm et al., 2018 ; Ben Slama et al., 2019).

Les résultats de 1’activité antagoniste de surnageants du B. halotolerans in vitro ont montré
I’influence du milieu de fermentation utilis¢ (MA et/ou LB). En effet, le meilleur effet

antifongique, contre F. napiforme (ON204349) a ét¢ enregistré dans le cas des disques
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imprégnés par le surnageant du milieu de culture (MA) avec des diametres de 16 mm apres

24h.

Les especes de Bacillus sont réputées pour leurs capacités antifongiques significatives,
caractérisées par la production d'une gamme de métabolites puissants et d'enzymes

hydrolytiques, comme il a ét¢ observé dans 1'é¢tude de Rahman ef al., en 2007.

Au sein de ce genre, de nombreuses especes bactériennes ont ¢été identifiées comme
productrices de substances bioactifs (Ongera et al, 2005). Les taux d'inhibition élevés
peuvent étre attribués a une densité cellulaire plus élevée ou a la présence d'un plus grand
nombre de métabolites secondaires antifongiques (Zhu et al., 2020). Les résultats obtenus sont
¢galement similaires a ceux qui ont été rapportés par Diabankana et al. (2021) ou la souche B.

mojavensis (PS17) a démontré une forte inhibition contre Fusarium sp.

Dans ce travail, 1'utilisation conjointe du modele de Box-Behnken (BBD) et de la méthode
des surfaces de réponse (RSM) ont ¢t¢ employée pour déterminer les conditions optimales
permettant d'optimiser l'activité antagoniste du surnageant de culture de B. halotolerans
contre F. napiforme (ON204349). Les conditions optimales identifiées étaient une
concentration en substrat de 7 g/L, un temps d'incubation de 30 heures, un pH de 3,4 et une
température de 37,4°C. Sous ces conditions optimales, une zone d'inhibition significative de
18 mm a été observée apreés 24 heures d'incubation sur le diagramme de la surface de réponse
qui illustre les impacts proportionnels de deux paramétres indépendants tout en gardant les
deux autres variable fixées a leurs niveaux moyens respectifs. Ces résultats démontrent
l'efficacité du modele utilisé pour optimiser l'activité antagoniste in vitro de B. halotolerans
contre F. napiforme. Etant donné que le diamétre de 1’activité antagoniste avant optimisation
était égal a 16 mm. Parallelement, une autre approche a ét¢ explorée en utilisant le modéle des
réseaux de neurones artificiels (ANNs) associ¢ a un algorithme génétique (GA) pour
optimiser au mieux, l'effet antagoniste. Les conditions optimales résultantes étaient similaires
en termes de concentration en substrat, de température et de temps d'incubation, soit 7 g/L,
37,4°C et 30 heures respectivement, mais différaient au niveau du pH, qui était de 2,31.
L'application de ces conditions, a permis d'obtenir une zone d'inhibition encore plus
importante, mesurant 18,5 mm apreés 24 heures. Ces valeurs ont confirmé la validité du test,
car les résultats prédits par ce modéle dans ces conditions optimisées pour [’activité
antagoniste de B. halotolerans étaient 19,21mm. Par conséquent, cette valeur est proche de la

valeur réelle obtenue expérimentalement (18,5 mm).
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D’autres ¢études ont utilis¢é le modele BBD-RSM pour optimiser 1’activité antagoniste
comme celle de Zhang ef al. (2019) qui ont utilisé le modele de BBD-RSM pour optimiser les
conditions de culture de Bacillus velezensis ZX01 afin d'améliorer sa capacité antagoniste
contre Botrytis cinerea. Les conditions optimales identifiées étaient ¢galement basées sur des
parametres tels que la concentration en substrat, le temps d'incubation et le pH. Cette étude a
¢galement montré une amélioration significative de l'activité antagoniste une fois les
conditions optimales appliquées. Chen et al. (2018) ont également utilisé une approche
conjointe du modele de Box-Behnken (BBD) et de la méthode des surfaces de réponse (RSM)
pour optimiser les conditions de culture de Pseudomonas aeruginosa JBO1 afin d'améliorer
son activité antagoniste contre Fusarium oxysporum. Les conditions optimales déterminées

ont conduit & une augmentation significative de l'activité antagoniste.

Dans une autre étude, Li ef al., (2020) ont adopté une approche différente en utilisant le
modele des réseaux de neurones artificiels (ANNs) pour optimiser la production de
métabolites bioactifs par Bacillus subtilis X1. Leur méthode impliquait l'utilisation d'un
mod¢le combinant des ANNs avec un algorithme génétique (GA) pour ajuster les parametres
de culture tels que la concentration en substrat, le temps d'incubation et le pH. Les résultats
obtenus ont révélé une amélioration significative de la production de métabolites par rapport
aux conditions de départ. Les résultats de cette étude rejoignent ceux obtenus dans le présent
travail, a savoir optimiser au mieux 1’activité antagoniste de B. halotolerans vis-a-vis de F.

napiforme.

Les résultats du test de pathogénicité réalis¢ sur des plants de tomate infectés par F.
napiforme et A. alternata ont révélé que les agents phytopathogenes sont responsables des
maladies causées par Fusarium et Alternaria. La présence de ces champignons pathogenes
infectant les plants de tomate a été signalée par plusieurs études, (Fatih ef al., 2005 ; Leslie
and Summerell, 2006 ; AbdAllaet al., 2014 ;Kokaevaet al., 2015 ; Milet, 2017 ;Debbiet al.,
2018). Les plants de tomates traités par F. napiforme ont développé des symptomes tels qu'un
jaunissement et un flétrissement lors des deux premieres semaines d’incubation. A la
troisieme semaine d’incubation, nous avons observé la mort des plants de tomates, et le degré
de sévérité de la maladie a atteint le 88,9%, ce qui montre que F. napiforme a un pouvoir
pathogeéne important. Ces résultats sont en accords avec ceux de Debbi ef al., (2018) qui ont
montré que les plants de tomates infectés par des isolats de Fusarium présentaient des

symptomes typiques de la fusariose. En parall¢le, les plants de tomates traités par 4. alternata
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ont développé principalement au niveau des feuilles, des taches circulaires de couleur brune.
Au fil du temps, les feuilles atteintes par I’alternariose jaunissent et commencent a tomber.
Nous avons également remarqué que la maladie de I’alternariose se développe lentement lors
des premiers jours d’incubation, mais accélere lorsque le temps d’incubation augmente. Le
degré de sévérité calculé est compris entre 11 et 25%. D’autres études ont présenté des

résultats quasi-similaires (Stammler et al., 2014 ; Milet, 2017 ; Habib et al., 2021).

Dans le présent travail, des effets positifs significatifs sur la croissance et la protection des
plantes de tomate contre F. napiforme ont été¢ enregistrés en conditions de pots et en pleins
champs, avec un meilleur effet observé dans le cas des lots traité avec B. halotolerans
préalablement inoculé sur le milieu MA en comparaison avec le milieu LB. Ces résultats sont
conformes avec ceux de Ajilogba et al., 2013 qui ont montré que les plants de tomates traités
avec Bacillus sp étaient protégés a 75% de la maladie générée par Fusarium en comparaison
avec le témoin. Plusieurs travaux publiés dans la littérature concernant la production
d’antibiotiques et d’autres molécules bioactives par le genre Bacillus spp (Ferdous et al.,
2018 ; Mijlakovic et al., 2020) qui jouent un rdéle important dans la protection des plantes
puisque ces souches bactériennes peuvent synthétiser une série de métabolites antifongiques.
Il s'agit notamment de lipopeptides (LP) qui comprennent les familles, des surfactines, des
iturines et des fengycines (Milet, 2017 ; Ait kaki et al., 2020 ; Kang, R.B. et al., 2020).

Cependant, aucune étude, d’aprés la littérature, n’a concerné la production de
métabolites bioactives sur milieu a base de paille d’avoine comme seule source de

carbone et d’azote.

Des études antérieures ont montré que Bacillus spp a réduit de maniere significative
I’incidence de diverses maladies grace a plusieurs mécanismes (Kloepper et al., 2007). En
effet, les espéces du genre Bacillus renforcent la capacité de défense de la plante contre un
large spectre de champignons, de bactéries et de virus ; ce phénomene est connu sous le nom
de Résistance Systémique Induite (RSI) (Penha et al., 2020). Le mécanisme de défense peut
étre activé de la méme maniére que la réponse contre les microorganismes pathogénes avec
des interactions incompatibles (Garcia-Gutiérrez et al., 2013). La résistance systémique
induite est souvent représentée par des voies de signalisation dépendant de I'acide
jasmonique/éthyléne (JA/ET) (Penha ef al., 2020). Selon Rahman et al. (2015), bien que la

résistance systémique induite soit généralement indépendante de l'acide salicylique (SA),
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certaines rhizobactéries peuvent déclencher la voie de signalisation dépendante de l'acide
salicylique. Les LPs cycliques sont des contributeurs clés a 1'activité déclencheuse de la RSI
(Rahman et al., 2015). Les mécanismes déclenchés par la RSI sont liés a des changements
biochimiques, notamment le renforcement des parois cellulaires des plantes, la production de
phytoalexines antimicrobiennes et la synthése de protéines liées a la pathogenese (PR), telles
que les chitinases, les B-1,3-glucanases ou les peroxydases (Garcia-Gutiérrez ef al., 2013). La
protection conférée par Bacillus spp peut étre basé sur la production de métabolites
secondaires (des antibiotiques, des composés volatiles et non volatiles) en colonisant la
surface des racines, causant ainsi I’inhibition du mycélium fongique et de ce fait améliorer la
croissance des plants. (Jangaa ef al., 2017). De plus, les bactéries du genre Bacillus peuvent
survivre sous forme d'endospores pendant de longues périodes dans des conditions
environnementales difficiles. Des études ont montré que la tolérance au stress chez les plantes

augmente grace a la présence des especes du genre Bacillus (Radhakrishnan et al., 2017).

Dans notre étude, nous avons utilisé la technique de la double culture afin de tester 1’effet
antagoniste de B. halotolerans vis-a-vis de F. napiforme. La technique de microscopie a
fluorescence considérée comme l'une des techniques microscopiques les plus importantes
(kubitscheck et al., 2017), nous a permis une visualisation efficace des microorganismes
(Molinariet al., 2015). Le SYTO 9 est un colorant fluorescent d'acide nucléique largement
utilisé en microbiologie, en particulier pour les analyses par microscopie a fluorescence et
encytométrie de flux (Mc Goverin et al., 2020). Le SYTO 9 est excité par le bleu (maximum
d'excitation de 485 nm) et fluorescent par le vert (maximum d'émission de 'ADN de 498 nm
et de I'ARN de 501 nm), il est perméable aux cellules. Ce colorant a donc été utilisé¢ en
microscopie a fluorescence (Larrosa et al., 2012 ; Zotta et al., 2012 ; Tawakoli et al., 2013 ;
Bogachev et al., 2018), en cytométrie en flux (Lehtinen et al., 2004 ; Soejima et al., 2009 ;
Larrosa et al., 2012) et dans des études de fluorimétrie (Pascaud et al., 2009 ; Larrosa et al.,
2012). 11 se lie a l'acide nucléique, ce qui signifie que la quantité d'acide nucléique présente
dans la cellule influe sur la quantit¢ de SYTO 9 et par conséquent, sur l'intensité¢ de la
fluorescence. Par ailleurs, I’Evan bleu est un colorant d'exclusion acide, qui colore les cellules
mortes ou endommagées (Preethi et al., 2020). Le colorant ne pénétre pas dans les cellules
vivantes dont les membranes sont stables (Gaff et Okong'O-Ogala, 1971). L’observation
microscopique a fluorescence en utilisant le SYTO 9 et ’Evan bleu comme colorants, nous a
permis un changement morphologique important dans les conidies et des distorsions

substantielles dans les hyphes de F. napiforme causés par B. halotolerans. On suppose que B.
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halotolerans provoque soit une fuite, soit une désactivation du contenu cellulaire ou une
vacuolisation.

Nous avons également noté une inhibition de la formation et de la croissance des hyphes.
Ces résultats sont en parfait accord avec ceux de Vitullo et al., (2012) qui ont utilisé la
microscopie a fluorescence pour observer I’interaction entre B. amyloliquefaciens (BO7) et F.
oxysporom f. sp. Lycopersici (Fol). Le Dichlorhydrate de Diamidino-4’, 6-phényindole-2

(DAPI) a été utilis¢ comme colorant dans leur étude.

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a la production de lipopeptides secrétés par la
souche B. halotolerans sur les deux milieux cités auparavant, notamment les biosurfactants,

les fengycines et les iturines.

Les résultats obtenus ont montré que B. halotolerans a produit des surfactines et des
iturines lorsqu’il était cultivé sur milieu MA, alors que sur milieu LB, il n’a produit que des
surfactines. Il est a préciser qu’aucune trace de fengycines n’a été détectée sur les deux

milieux de culture

Les micro-organismes producteurs de biosurfactants améliorent la croissance des plantes
grace a l'amélioration de leur immunité contre les contaminants organiques présents dans
I'environnement. En outre, ils sont également efficaces pour atténuer les réponses au stress
chez les plantes tout en renforgant la croissance et le développement des plantes (Almansoory
et al., 2019). La surfactine de préférence et, dans une moindre mesure, la fengycine, sont des
lipopeptides qui sont capables de provoquer des réponses de défense et qui générent des
molécules de signalisation pour l'activation de la résistance systémique induite (ISR) chez les
plantes (Ongena et al., 2007). L'une des conséquences positives de I'utilisation des
lipopeptides en agriculture est leur biocompatibilité avec les organismes vivants (Lawniczak
et al., 2013). Dans le domaine de l'agriculture moderne, l'utilisation de biosurfactants
bactériens joue un rdle important car ils sont écologiques et abordables (Hafeez ef al., 2019 ;

Muthusamy et al., 2008).

Dans la présente étude, 1’identification des surfactines par UPLC-MS dans les surnageants
de culture des différents milieu MA et LB, a montré que B. halotolerans a la capacité de
produire des surfactines avec sept analogues (C12, C13, Cl14, C15, Cl16, C17 et C18) en
quantités significatives sur le milieu MA avec une proportion plus élevée des homologues

C15 et C16 en comparaison avec les autres analogues produits. Sur le milieu LB, la
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production des surfactines a également ét¢ observée, mais moins que sur le milieu MA, avec
seulement cinq analogues (C12, C13, C14, C15 et C16) avec une proportion plus élevée de
C15 que les autres analogues produits. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par
(Biniarz et al., 2017 et Janek et al., 2020, 2021) qui ont montré que les bactéries du genre
Bacillus ont la capacité de produire des surfactines. Ces résultats rejoignent également ceux
de (Polina et al, 2022) qui ont démontré la capacité de B. halotolerans a produire des
homologues de surfactines. Les résultats obtenus dans cette étude sont également cohérents
avec ceux d'autres études notamment celles de (Battal ez al., 2023) qui ont testé la capacité de
plusieurs especes du genre Bacillus a produire des surfactines. Ceux-ci ont montré une tres
bonne production de différents homologues de surfactines jusqu'au C18. En effet, le milieu de
culture peut influencer la proportion des homologues de surfactine avec différents fragments
d’acyle. Nos résultats corroborent, a titre d’exemple, ceux de Liu ef al. (2015) qui ont constaté
que la souche B. subtilis BS-37 produit des homologues de surfactine plus faibles avec des
proportions plus élevées de surfactine C15 lorsqu'elle est cultivée dans un milieu LB par

rapport a un milieu glucosé.

Comme déja signalé dans la partie précédente, c’est la premiére fois, a notre
connaissance, que la production de surfactine par B. halotolerans sur un milieu a base

d'avoine, comme seule source de carbone, est mise en évidence.

Dans cette ¢tude, la souche sélectionnée B. halotolerans a montré sa capacité a produire
des molécules a effet PGPR en I’occurrence : la fixation d’azote, la production d’amylase, la
production de protéase, la production du HCN, la production du NHj3, la production de I’AIA,

et la production de sidérophores.

Certains microorganismes présentent un effet PGPR qui favorisent la croissance des
plantes grace a divers mécanismes directs et indirects (Vacheron et al., 2013). Plusieurs
especes microbiennes sont mentionnées comme PGPR (Goswami et al., 2016 ; Fan ef al.,
2018). Les mécanismes directs par exemple peuvent fournir des nutriments (azote, phosphore,
potassium et minéraux) ou a réguler les niveaux d'hormones végétales (Figueiredo et al.,
2016). Les mécanismes indirects englobent les effets inhibiteurs sur divers pathogeénes
végétaux grace a des substances antagonistes produites par ces microorganismes, ou en
induisant la résistance aux pathogénes végétaux chez la plante. De plus, certains
microorganismes produisent des endospores qui les rendent résistants a des conditions
environnementales séveres, ce qui en fait un bon choix d'agents de bio-contrdle (Miljakovicet
al., 2018).
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De nombreuses recherches ont vérifi¢ que les rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR), améliorent positivement le développement des plantes aprés association avec

les bactéries dégradant les hydrocarbures dans le sol contaminé (Pawlik et al., 2017).

En effet, la fixation d’azote par les rhizobactéries est importante pour un systéme agricole
durable, car les plantes dépendent principalement du processus de fixation d’azote par les
bactéries vivantes dans la rhizosphére grace a la nitrate réductase (Mia et al., 2005 ; Martinez-

Viveroset al., 2010).

De plus, plusieurs enzymes lylolitiques produites par les souches bactériennes, sont
commercialement importantes et hydrolysent sélectivement des substrats complexe en sucres
simples plus petits ce qui leur permet d’étre facilement utilisés pour la production d’ATP

(Meghatiet al., 2017 ; Noor El Hussein et al., 2020).

Les travaux effectués par Castaldi et al. (2021) ont montré que 50% des Bacillus isolés de

la rhizosphére du sol ont une activité enzymatique lytique.

La production de substances inhibitrices volatiles peut augmenter le taux de survie des
bactéries dans le sol, en €éliminant les concurrents potentiels pour les nutriments (McNeill et
Unkowich, 2007). Elles ont des effets antibiotiques, et jouent un réle dans la protection de la
plante hdte. Parmi ces substances, on peut citer le cyanure d’hydrogene (HCN). Le HCN est
un composé antimicrobien a large spectre, impliqué dans le contrdle biologique des maladies
des racines (Ramette et al., 2003). La production de HCN par notre souche de B. halotolerans
de cyanure d’hydrogene rejoint les résultats de Dheeman et al. (2020) qui ont observé que

59,6% des Bacillus isolés du sol, étaient producteurs de HCN.

La production de I’ammoniac comme intermédiaire du catabolisme des acides aminés
racinaire assimilés par les bactéries, est un agent inhibiteur des phytopathogenes. Plusieurs
travaux ont montré la capacité des souches bactériennes a produire le NH; (Howellet al.,
1988 ; Joseph et al., 2007 ; Ahmed et al., 2008). En effet, Dans le but de stimuler et de
promouvoir la croissance des plantes, les bactéries rhizosphériques ont la capacité de produire
des métabolites tels que 1’acide indole acétique (Vejan et al., 2016). Plusieurs études ont
montré la capacité des bactéries rhizosphériques a produire cet acide. Parmi ces études, celle
effectuée par Dheeman et al.(2020) qui a montré que 70% des Bacillus avaient la capacité a

produire ’AIA.
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Les sidérophores sont des peptides non ribosomiques, chélateurs de métaux, produits par
certains microorganismes et plantes, en particulier dans des conditions de carences en fer
(Khan et al., 2017). Le role principal des sidérophores est de rendre accessible le fer
permettant ainsi sa solubilisation et son extraction des minéraux et des composés organiques.
L’importance des sidérophores dans la lutte biologique est basée sur la réduction de la
concentration du fer pour les phytopathogenes. (Beneduzi et al, 2012). La production de
sidérophores par des souches bactérienne, ont fait 1’objet de plusieurs travaux dont ceux
réalisés par Castaldi er al.(2021) dans lesquels il a été¢ ont montré que 59,9% des Bacillus

isolés du sol rhizosphérique étaient producteurs de sidérophores.

La production de biosurfactant par des souches bactériennes ont fait 1’objet de travaux
notamment illustres par Hussain et Khan (2020) et Zhou et al. (2019), qui ont montré que les
genres Bacillus et Pseudomonas se sont révélés étre les principaux producteurs de molécules
biosurfactantes. Samak et al., (2020) ont rapporté¢ que la température optimale pour la
production de biosurfactants est 30°C, ce qui correspond aux résultats obtenus dans la
présente étude. Ces résultats sont également en accord avec ceux de Carrillo et al., 1996, qui
ont démontré une relation entre 'activité hémolytique et la production de biosurfactants. Ces
résultats sont similaires a ceux obtenus par Plaza et al., 2005 et Al Dhabi et al., 2020, qui ont
montré que les bactéries ont la capacité de produire des biosurfactants, en particulier le genre

Bacillus.

Dans I’ensemble de ces tests, il ressort que B. halotolerans possede un large potentiel de
biocontrole contre le phytopathogéne F. napiforme. L'utilisation de microbes fongicides en
tant que mécanismes naturels peut prévenir les pertes de production en agriculture causées par
les phytopathogenes et limiter les effets des pesticides chimiques et des antibiotiques sur
l'environnement et 1'écosystéme (Foysal ef al., 2018). En outre, de nombreux Bacillus associés
a la rhizosphére et présentant une activité inhibitrice significative a 1'égard des
phytopathogenes ont été mentionnés, ce qui confirme que les especes du genre Bacillus sont

des candidats idéaux pour le biocontrdle (Vagvolgyi et al., 2013).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

6- Conclusion et perspectives

L’exploration des échantillons du sol et du bois en provenance de 1’arbre de pin de la Forét
d’El Baraouia, de la région de Constantine et des coques de noix et d’amandes, a abouti a la
sé¢lection d’un isolat bactérien (M4) et un isolat fongique (P2L) in vitro, pour leur capacité a
dégrader la cellulose, I’hémicellulose et la lignine. De cette partie, on souligne le potentiel
prometteur de ces microorganismes dans le domaine de la biotechnologie et de la valorisation

des déchets ligno-cellulosiques.

Les deux isolats M4 et P2L sélectionnés ont développé des effets antifongiques divers vis-
a-vis de Fusarium napiforme (ON204349) et de Alternaria alternata (ON714501), avec une
inhibition plus intéressante et remarquable chez la bactérie M4 par rapport au champignon
P2L. De cette partie, il ressort que la bactérie M4 isolée a partir du sol, et la moisissure P2L
isolée des coques de noix, ont la capacité de produire des substances bioactives qui inhibent la
croissance des agents phytopathogénes de fusariose et de l'alternariose. Cette observation
souligne le potentiel de ces souches a étre utilisées comme agents de lutte biologique contre

les maladies des plantes.

L'identification moléculaire de ces deux isolats sélectionnés a confirmé¢ que M4 est un
Bacillus halotolerans (ON204239), tandis que P2L est un Chaetomium strumarium, ce dernier

ayant été ignoré pour le reste de I'é¢tude en raison de son caracteére pathogene pour I'Homme.

Sur la base des résultats de 1'étude pédologique révélant des conditions partiellement
inhabituelles et de 1'analyse climatologique de la région forestiere d’El Baaraouia, ainsi que de
la tolérance de B. halotolerans a des températures, a des niveaux de salinité et a des degrés de
pH élevés, il ressort que B. halotolerans est adaptée spécifiquement a cet environnement et

semble avoir joué un role significatif dans I'écosystéme de la forét d'El Baaraouia.

L’¢tude de I’activité antifongique des surnageants issus de la mise en culture de B.
halotolerans dans le milieu MA, contenant la paille d’avoine comme seule source de carbone
a révélé des zones d'inhibition plus importantes contre F. napiforme (ON204349) et A.
alternata (ON714501), par rapport a son inoculation sur le milieu synthétique LB. De cette
partie, ressort l'importance de I’utilisation de ’avoine dans la culture de B. halotolerans pour
maximiser son potentiel antifongique, ce qui ouvre, désormais, la voie sur I’exploitation

industrielle de ce déchet lignocellulosique comme substrat de fermentation.
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Les résultats de la modélisation ont permis de démontrer que le modele des réseaux de
neurones artificiels (ANNs) couplé a un algorithme génétique (GA) a mieux optimisé
I’activité antagoniste du surnageant B. halotolerans (MA) contre F. napiforme que le plan de
Box-Behnken (BBD) et de la méthode des surfaces de réponse (RSM). De ce fait, cette
approche offre une méthode prometteuse pour optimiser l'utilisation de B. halotolerans dans
le controle des pathogénes fongiques, ce qui pourrait avoir des implications importantes dans

la gestion des maladies des plantes en agriculture.

Les tests de pathogénicité ont confirmé que F. napiforme est a ’origine des symptomes
apparus de fusariose (flétrissement des racines, tiges et plantules), et que 4. alternata est

I’agent causal de I’altération observée sur les parties aériennes des plants de tomate.

Les tests in vivo, tant en conditions de pots qu'en plein champ sur les plantules de tomates,
ont révéleé des effets significatifs positifs du B. halotolerans par rapport aux lots témoins. Ces
effets étaient divers en fonction du substrat de fermentation utilis€é pour inoculer B.
halotolerans. En fait, son inoculation sur milieu MA a montré un effet meilleur sur la
croissance des plantes de tomate et une diminution de la sévérité de fusariose, en comparaison
avec B. halotolerans inoculé sur le milieu LB. Ceci souligne d’une part, 1'importance du
substrat de fermentation qui est I’avoine dans l'efficacité¢ de B. halotolerans en tant qu'agent
de lutte biologique, et d’autre part le fort potentiel de B. halotolerans dans le biocontrole de F.

napiforme, champignon phytopathogeéne de la tomate.

Les observations microscopiques a fluorescence ont mis en évidence I’inhibition de la
croissance et une déformation des hyphes de F. napiforme par B. halotolerans (M4), ce qui

confirme les résultats des tests d’antagonisme mentionnés précédemment.

La production des lipopeptides notamment des iturines et des surfactines par la bactérie B.
halotolerans, lorsqu’elle est inoculée sur le milieu MA, a montré une capacité notable a
produire une large gamme d'analogues variant de C12 a C18, contrairement au milieu LB ou
moins d’analogues ont été produits par cette méme souche (C12 a C16). Ceci souligne
I'importance du substrat (avoine) dans la régulation de la biosynthése des lipopeptides chez B.
halotolerans, et ouvre la voie a son utilisation dans des formulations de biofungicides pour

une protection accrue des cultures.

Les résultats de 1’¢tude des caractéristiques PGPR de B. halotolerans ont montré que cette

souche est capable de fixer 1’azote et de produire l'amylase, la caséinase, le HCN,
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I’ammoniac, I’TAA et les sidérophores ainsi que des biosurfactants. Ceci souligne le potentiel

fertilisant et biopesticide de cette souche bactérienne.

Au terme de cette étude, il est tres intéressant de souligner que cette derniere décrit, pour la

premicre fois, I’isolement d’un Bacillus halotolerans a partir du sol autour du pin ayant la

capacit¢ de dégrader la matiere ligno-cellulosique et possédant en méme temps des

potentialités PGPR intéressantes in vitro et in vivo. Par ailleurs, ’importante de cette thése

apparait dans les deux points suivants :

1-

L’importance de la souche sélectionnée ici (B. halotolerans) qui réside dans sa double
fonction : d'une part, en tant qu'agent de dégradation de la matiere ligno-cellulosique
d’ou son intérét dans 1’élimination et la valorisation des déchets végétaux
lignocellulosiques et d'autre part, en tant qu'agent fertilisant et de biocontrole appliqué,
dans le cadre d’une agriculture plus durable et respectueuse de l'environnement
incluant la lutte intégrée et la lutte biologique.

La rentabilité, la facilité d’utilisation et I’efficacité de B. halotolerans (M4). En effet,
cette souche appartient au genre Bacillus connu pour son pouvoir sporulant qui est un
critere trés recherché parfois méme exigé pour 1’exploitation a grande échelle. En plus,
B. halotolerans est une souche qui a pu pousser sur un milieu bon marché (paille
d’avoine). Enfin, a I’issu de la culture de cette bactérie en fiole sur milieu MA, le
produit de fermentation a été utilis€ directement tel quel, sans passer par la

centrifugation pour faire les tests in vivo et les résultats obtenus étaient satisfaisants.

Plusieurs perspectives sont a envisager pour compléter cette étude, elles concernent les

deux volets suivants :

I-Application du B. halotolerans comme agent de dégradation de maticre

lignocellulosique.

- Exploiter B. halotolerans dans le développement de processus de bioconversion
pour produire des biocarburants ou d'autres produits a valeur ajoutée a partir de ces
matériaux.

- Approfondir la compréhension des mécanismes impliqués dans la dégradation de

la biomasse ligno-cellulosique par B. halotolerans.
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2- Application du B. halotolerans comme agent de fertilisation.

- Tester I’effet de la concentration sporale des bactéries sur la croissance et la
protection des plantes de tomates contre la fusariose ;

- Tester plusieurs approches de traitement, a différents moments de la culture, et
¢valuer I’effet observé (traiter le sol, traiter les graines, mettre le traitement dans
I’eau d’irrigation, etc.) ;

- Elargir la gamme de tests a d’autres plantes et contre d’autres phytopathogenes.

121



Résumeés



7- Abstract

In the present study, 43 bacteria and 29 fungi were isolated from soil and wood samples taken from the El
Baraouia forest (Constantine-Algeria); and almonds and walnuts shell. Among these isolates, only the M4
bacterium and P2L fungus isolates showed an interesting enzymatic activity of cellulose, hemicellulose and
lignin hydrolysis. These two microorganisms have developed various antifungal effects against the two
phytopathogenic fungi identified here by molecular analyses as Fusarium napiforme (ON204349) and
Alternaria alternata (ON714501), with a better effect observed in M4 (inhibition rate of 72% and 64%,
respectively) versus the P2L (35.4% and 52.3% inhibition rate, respectively). M4 (16S DNA analysis) and
P2L (ITS analysis) were identified by molecular analyses as Bacillus halotolerans (ON204239) and
Chaetomium strumarium, respectively. B.halotolerans (ON204239) showed significant tolerance to
extreme conditions, including NaCl concentrations ranging from 0 to 100 g/L, at pH between 4 and 11, and
in incubation temperatures varying from 25 to 55°C.

The antifungal activity supernatants resulting from the cultivation of M4 strain in two different media,
namely: MA, containing oat straw as the sole carbon source and LB, Luria-Bertani medium, revealed
inhibition zones of 12 mm and 15 mm of diameter against F. napiforme (ON204349) and A. alternata
(ON714501), respectively, for the LB supernatant; and greater inhibition zones in the case of the MA
supernatant (16 mm and 20 mm, respectively); This last result could open the way to the industrial
exploitation of this lingo-cellulosic waste.

The model of Box-Behnken Design (BBD) and Response Surface Methodology (RSM) made it possible to
determine predicted optimal values of pH, incubation time, substrate concentration and temperature, with
the aim of the optimization of the antagonistic activity of B. halotolerans (MA) supernatant against F.
napiforme (ON204349) using the model of Box-Behnken Design (BBD) and Response Surface
methodology (RSM), determine the following optimal conditions: substrate concentration of 7 g/L,
incubation time of 30 h, pH 3.4 and incubation temperature of 37.4°C. The application of these optimized
conditions in a real in vitro test gave a large inhibition zone (18 mm), after 24 hours. The optimization of
this same antagonistic effect using the Artificial Neural Networks (ANNs) model coupled with a Genetic
Algorithm (GA) determined the following optimal conditions: substrate concentration of 7 g/L, incubation
time 30 h, pH of 2.31 and incubation temperature of 37.4°C; with obtaining a large inhibition zone (18.5
mm) after being applied in real conditions.

Pathogenicity tests confirmed that F. napiforme and A. alternata are indeed the cause of the disease
symptoms which appeared on tomato plants with severity rates of around 88.9% and 25%, respectively. The
tests carried out in vivo in pot conditions and in the open field using the MA supernatant, showed a
significantly greater effect than that of the LB supernatant, on disease severity reduction, and plant growth
promotion including plant size, average number of leaves and flowers per plant, and average root mass
increase. The microscopic observation of the antagonistic effect of B. halotolerans (ON204239) against F.
napiforme (ON204349) by fluorescence microscopy revealed a significant decrease of the number of live F.
napiforme cells (ON204349), thus confirmed the inhibitory effect of B. halotolerans (ON204239) on this
phytopathogenic agent responsible for Fusarium wilt. UPLC analysis of B. halotolerans supernatant has
shown that this bacterial strain produced surfactins and iturins when it was cultured on MA medium, while
on LB medium, it only produced surfactins. UPLC-MS analysis of surfactins produced by B. haolotolerans
(ON204239) inoculated on the LB medium identified five analogues: C12, C13, C14, C15 and C16. On the
other hand, two other surfactin analogues appeared in the mass spectra of the MA supernatant (surfactins
C17 and C18). Evaluation of the PGPR effect in vitro revealed that B. halotolerans (ON204239) possesses
significant bioactivities such as production of amylase (EI =2.51), caseinase (EI =1.40), nitrogen,
cyanogenic acid (HCN), ammonia, indole acetic acid, siderophores and biosurfactants. Which means this
strain could play a beneficial role in plant stimulation and growth.

Keywords: Lignocellulosic biomass, Bacillus halotolerans, Fusarium napiforme, fusarium wilt, Artificial
Neural Networks (ANNSs), Genetic Algorithm (GA), surfactins, biocontrol
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10- Annexes

Annexe 1

1- Milieux de culture

1.1- Milieu Luria-Bertani (LB)

PepLone ..o
EXErait de LEVUTLE .. .ueen et

Chlorur de sodium(NaCl).........ccoiiiiiiiiii e

1.2- Milieu Sabouraud

SADOUTAUA ..o

pH = 6 £ 0.2 Stérilisation a 120°C pendant 15 minutes.

1.3- Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Laver et couper en petits cubes 200g de pommes de terre non pelées. Les mettre dans un litre

d’eau distillée et porter a I’ébullition pendant une heure. Ecraser, filtrer et compléter un litre.

Composition du milieu finale :

Extrait de pomme de terre 1000ml

Glucose 20g

Agar 15¢g

Stériliser 30 minutes a 110°C (Larpent, 1997)
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1.4- Milieu CMC

EXTrait de LOVUTIE ....oeeiiiieciieeceeeee ettt e e et e e et e e e e e enseeesnaaeee e a e eaeas 0.1g

CIMC ettt ettt et h et et h e bbbt bt e a e h e b et sae e be et 20g

QS 17 o OSSR lg
(@01 1230 G 171 © TS RTRS 0.001g
CAHI2NZO0......e ettt ettt ettt sttt et e bt et e st s et e bt eateebeenaeenee 5g
IMESOATHZO . ...ttt ettt et sttt et e et e st e nte e st enteentesseeseenseeneenseeneenneans 0.5g
YN 2 | TP 17¢g
Eau distillEe ... .o e 1000mL

Stérilisation a 120°C pendant 15 minutes.

1.5- Milieu XMB

EXTrait de LOVUTC. ... ..eeieiieiiieeceeece ettt e e e et e e s e e e s sae e e e nbeeensaeeenseeennneas 0.1g

XWLANE ..ttt ettt ettt ettt e e bt e et e e bt e sa e e bt e enb e e beeenbeenbeeeaaeenseennes 40g
QS 17 S0 OSSR lg

CACI2ZH20 ..ttt ettt sttt et sb e bt et sb e e nae e 0.001g
(O 5 500\ O 1 TSP S5g
IMESOATHZO ...ttt sttt et sttt et b et e it e sbe et e et e saeebeeaeenaeen 0.5g
YN | PSR RPURTRRRPRPPR 17g
Eau diStillEe.....c.eieiiiie ettt 1000mL

Stérilisation a 120°C pendant 15 minutes. Complément : 0.25% w/v Lugol.
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1.6- Milieu LMBG

oS 017071 1 PP 3g
[ 18 o701 T 10g
KHZPOA . ..ottt ettt et st s bt et e e s e bt entesaeenseeneeeneenteensenneens 0.6g
NSOttt ettt et e h bbbttt et sbe bt eaees 0.001g
K2HPOA . .ottt et sttt ettt ettt e e e e e 0.4g
FESO4 .ottt ettt et ettt ettt et e nt e aeenteenee e 0.0005g
IMESOA ..ttt ettt e ettt e et e st e et e et e et e e ab e e et e e eenbeeenteas 0.5g
IMINSOA ..ttt ettt e et e ettt e st e e e bt e e s abte e s bt e e sabeeenabeeenbeeeanee 0.05¢g
YN | U PURTRRRPPRR 17g
Eau diSHIIEE ...t 1000mL

pH=6 %+ 0.2 a 25°C additionné de 0.02% du Gaiacol Stérilisation a 120°C pendant 15
minutes.

1.7- Milieu Winogradsky

KHOPO 4. ettt ettt ettt et e sttt sttt e neeneas 0.6g
IMEZS Ottt ettt et h e bbbt b eaee 0.001g
N AL e 25¢g
FES Ottt ettt ettt neeaeenes 0.0005g
Nay MOO 4. 2HoO . oo e e g
MNSO4.AHZO ..ottt ettt ettt neenae et 0.05g
D glUCOSE. .ottt e e 0.5g
A 03 e 0.1g

F N | SRR 17¢g
Eau diSHIIEE ...c..eeeieiieieeee e 1000mL

pH =72+0.2
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1.8- Milieu King B

YN | SR 3g
oS 0] 70 1 L 10g
KOHPO . . .ottt ettt et e st e et a e et e st eaee e 0.6g

A £ TP PRI 0.5¢g

GLYCETOL ot et e et e et e e et e e st aeeestaeesssaeesssaeeesseeenssaeensseeenses 0.05¢g
Eau diStillEe.....cueieiiiiiee e e 1000mL
pH=72+0.2

1.9- Chrome Azuol S (CAS)

A S ettt h ettt h ettt ettt e a e e e e as 60.5g
|5 D 11 PP 5g
PIPES. . oottt ettt ettt b et b ae s e st et et e teeneereeneenes 5g
ImM FeCl5.6H,0 dans T0mMM HCI ... e e ee e 10ml

pH=7,5+0.2
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Annexe 2

2- Colorants et Réactifs

2.1- Coloration de Gram

Réaliser un frotti.

Fixer la préparation a la flamme sans dépasser 50 — 60° C (supportable a la main).
Inonder les lames dans la solution de cristal violet pendant 1 min.

Lavage a I’eau.

Immerger les lames dans du lugol pendant 1 min.

Ringage de nouveau a I’eau.

Décolorer jusqu’a disparition de la couleur violette dans I’alcool en faisant couler goutte a
goutte sur la lame inclinée.

Lavage a I’eau.

Réaliser une contre coloration avec la solution de safranine diluée ou de fuchsine diluée
pendant 20 a 30 secondes.

Ringage a I’eau et séchage a I’air ou en chauffant les lames a 50°C. Les lames doivent étre
parfaitement seches.

Observer aux objectifs X10 et X40. L’observation a 1’objectif X100 se fait avec I'huile a
immersion.

2.1- Rouge Congo a 0.1%
ROUZE COMEO ..o e lg

Bau diStIllEe ... 1000ml

2.3- Réactif DNS (acide dinitrosalicylique)

DN S e, 10g
NaAOH . e l6g
KNaC4H4O6 : 4H20 ..................................................................................... 300g

Bau diStIllEe. . oo 1000mL
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ABSTRACT

The primary objective of this study was to produce lipopeptide surfactin using Bacillus halotoler-
ans (GenBank accession: ON204239), which was isolated from the rhizosphere of pine trees in the
El Baaraouia forest in Eastern Algeria. B. halotolerans demonstrated the capacity to biosynthesize
surfactants when cultured on a blood agar medium, resulting in the formation of clear zones
around the colonies. Antagonism tests were conducted using the culture supernatant on two lig-
uid media: LB (Luria-Bertani) and a natural medium (OSM) with oats as the sole carbon source.
The results showed significant inhibition zones (15 mm) on LB medium compared to larger zones
(25 mm) on OSM after 24 h. In vivo, antagonistic activity under field conditions after 12 weeks
revealed that B. halotolerans inoculated in OSM effectively enhanced and protected tomato plants
against F. napiforme compared to the LB medium and the control group. The results exhibited no-
table differences in plant size, number of leaves, number of discolored leaves, and root mass, all
favoring the OSM-inoculated plants. The study utilized a combination of Box-Behnken design
within the response surface methodology (BBD-RSM), artificial neural networks (ANNs), and the
genetic algorithm (GA) to optimize culture conditions and achieve maximum surfactin produc-
tion. The optimal conditions for surfactin production included a substrate concentration of 7 g,
incubation time of 30 h, pH of 2.31, and a temperature of 37.4 °C. Under these conditions, the an-
tagonism test against phytopathogenic F. napiforme (GenBank accession: ON204349) using the
culture supernatant revealed a significant inhibition zone of 18.5 mm after 24 h. UPLC-MS analy-
sis of the lipopeptides produced by B. halotolerans cultured on an oat straw medium confirmed
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the production of various surfactin analogs. Seven analogs (C12, C13, C14, C15, C16, C17, and
C18) were identified. Notably, the production of surfactin analogs by B. halotolerans in the Luria-
Bertani medium yielded fewer analogs (C12, C13, C14, C15, and C16) in comparison. In sum-
mary, this study successfully optimized surfactin production conditions using BBD-RSM, ANNs,
and GA, leading to enhanced antagonistic activity against F. napiforme and the identification of
multiple surfactin analogs.

1. Introduction

Microorganisms are responsible for causing plant diseases, contributing to substantial agricultural losses, accounting for up to
40% of these losses (Khan et al., 2020). Among these microorganisms, phytopathogenic fungi are recognized as particularly menacing
agents, as they are the causative agents behind numerous diseases afflicting various crops (Almeida et al., 2019). The overreliance on
chemical pesticides to control these phytopathogens has resulted in excessive and indiscriminate use, leading to adverse repercus-
sions (Rani et al., 2021).

Considering these issues, there is a growing emphasis on exploring alternative approaches to combat phytopathogenic fungi. Bio-
control agents represent a compelling alternative to traditional pesticides (Zhang et al., 2022). The application of biocontrol agents in
biological pest management is considered a more sustainable and environmentally friendly option. This approach can help reduce the
introduction of harmful chemical residues into the food chain, depending on the effectiveness of antagonistic organisms in curbing
plant pathogens (Aragdo et al., 2021).

Among the biocontrol agents, the Bacillus genus stands out as one of the most extensively researched and exploited groups due to
its remarkable antagonistic capabilities. This genus has led to the development of various biological control products that are now
commercially available (Yuan et al., 2022).

Lipopeptides are synthesized by various species of the Bacillus genus, and it's noteworthy that a single strain can concurrently pro-
duce multiple lipopeptide families (Labiadh et al., 2021). These compounds have gained recognition as natural agents for biological
pest control, providing a more environmentally friendly alternative to chemical pesticides. The extensive use of chemical pesticides
often leads to environmental problems, including the development of pest resistance and contamination issues (Torres et al., 2017).

Bacillus lipopeptides encompass three primary families, namely iturin, surfactin, and fengycin (Dimkic et al., 2013). Surfactins
belong to the lipopeptide group and are characterized by shared structural attributes, although they exhibit significant structural
diversity. This diversity is primarily attributed to variations in the amino acid composition within the peptide chain and differences
in the length and isomeric forms of the lipidic chain (Théatre et al., 2021). Remarkably, the natural production of surfactins can re-
sult in the formation of over a thousand variants, a diversity stemming from their intricate biosynthetic process (Zhi et al., 2017).

The objective of this study is to optimize four key parameters (pH, substrate concentration, temperature, and incubation time) to
enhance the antagonistic effectiveness of B. halotolerans inoculated on an oat straw medium against the phytopathogen F. napiforme.
Oat straw was selected as the substrate for various reasons. Firstly, due to its richness in lignocellulosic biomass known for its resis-
tance to degradation. Additionally, oat straw is widely available in large quantities at the national level, particularly in Algeria. This
choice aligns with sustainability goals, emphasizing the use of a natural medium (OSM) with oats as the sole carbon source, promot-
ing environmentally friendly practices.

The study's efforts contribute to sustainable agriculture through the implantation of biocontrol methods. The selection of oat straw
as a substrate also reflects a commitment to utilizing renewable resources, further supporting the overall goal of environmentally con-
scious research and development. The unique aspect of our approach lies in the combination of Response Surface Methodology (RSM)
and ANNSs, making it a powerful strategy to address this challenge.

RSV, a statistical method employed in this research, allows for a systematic exploration of multiple variables through a series of
controlled experiments (Bouchareb et al., 2014; Rabahi et al., 2018). It is valued for its ability to reveal intricate relationships within
a defined parameter space using a straightforward polynomial model. RSM has a broad range of applications, including optimizing
extraction processes (Jiang et al., 2014).

In addition to RSM, we harness the potential of ANNs to model and predict complex, multi-dimensional data (Rajasekaran et al.,
2022). ANNs are inspired by the human nervous system, and they learn and adapt from experiences and errors. Unlike traditional sta-
tistical methods, ANNs have the capacity to autonomously process intricate information (Raj et al., 2023). They have been employed
successfully for predicting ecofriendly of natural dye extraction (Aftab et al., 2024).

It's important to note that while ANNs provide valuable insights, they do not guarantee the identification of the ultimate global so-
lution, as pointed out by previous studies (Dragoi and Vasseghian, 2021; Bouizzar et al., 2023). In ANNSs, individual computational
units are often referred to as artificial neurons, which have been a subject of exploration (Vasseghian et al., 2021).

To enhance the optimization process and reduce the complexity of ANNs, we integrate the Genetic Algorithm (GA), a powerful
evolutionary and adaptive optimizer. GAs draw inspiration from genetic evolution principles, employing operations such as selection,
mutation, inversion, and crossover over multiple generations to identify optimal operational parameters. This integrated approach
demonstrates effective performance (Fan et al., 2018).

We assess the predictive accuracy and modeling effectiveness of both RSM and ANNSs using metrics like the correlation coefficient
(R?) and the absolute error. Additionally, we employ Analysis of Variance (ANOVA) and sensitivity analysis to determine the relative
significance of the input variables. This combination of RSM, ANNs, and GA offers a comprehensive and effective approach to opti-
mizing antagonistic activity in this bioprocess.
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2. Material and methods

2.1. Molecular identification of Bacillus strain

The Bacillus strain was isolated from the rhizosphere of pine trees in the El Baaraouia forest located in the Eastern region of Alge-
ria. Molecular identification was carried out using 16S rDNA sequencing, following the protocol provided by the GENE LIFE SCI-
ENCES Laboratory in Sidi Bel Abbes, Algeria.

2.2. Molecular identification of Fusarium phytopathogenic

The phytopathogenic Fusarium agent, provided by the Laboratory of Mycology, Biotechnology and Microbial Activity, was identi-
fied through ITS DNA sequence analysis. This analysis followed the protocol recommended by the GENE LIFE SCIENCES Laboratory
in Sidi Bel Abbes, Algeria. DNA extraction was carried out using the NucleoSpin Plant II commercial kit from Macherey-Nagel in Ger-
many.

2.3. Production of biosurfactant by B. halotolerans

Hemolytic activity was carried out as described by (Carrillo et al., 1996) with a few modifications. B. halotolerans was inoculated
on a blood agar base medium with 5% of blood and incubated at 30 °C for 48 h. The clear zone around a colony confirmed the produc-
tion of biosurfactants (Ghasemi et al., 2019).

2.4. Antagonist test in vitro using culture supernatant of two medium (Luria-Beratani (LB) and oat straw medium (OSM)

2.4.1. Preparation of oat straw

The oat straw variety used in this work was provided to eastern Algeria, the choice of this substrate is justified by its abundance at
the national level and particularly rich in lignocellulosic biomass. This substrate is therefore favorable for Bacillus growth. A quantity
of oat straw was crushed with a mill and then put into a sieve to remove a large particle.

To carry out the antagonist test using the culture supernatant, two fermentation medium were proposed: the synthetic medium
(LB) and the natural medium based on oats as the only carbon source (OSM). For this purpose, two fermentation medium are per-
formed: First a preculture, by taking young colonies aged 18-24 h, then incubated in a 250 mL flask containing 100 mL of LB culture
medium and incubated at 30 °C for 18h. 10 mL of this preculture was added to 500 mL flasks containing 200 mL of liquid LB culture
medium and OSM separately. The cultures were incubated for 72 h at 30 °C at 180 rpm.

After fermentation, and to test the antifungal activity of the supernatants, the culture was centrifuged at 6000 rpm for 20 min to
separate the cells from the culture medium supposed to contain the bioactive molecules. The obtained supernatant was filtered
through sterile millipore filters of 0.22 uL diameter. To perform this test, fungal suspensions of F. napiforme of 5 x 10° spore/mL
were spread with a sterile swab on Petri dishes containing Sabouraud agar. After drying (about 5 min), 6 mm diameter discs of
Wattman paper soaked with 10 uL of the extract to be tested, were dried, and placed on the surface of the plates. The latter are placed
at 4 °C in a refrigerator for 2 h to allow a pre-diffusion of the bioactive substances, then incubated at 30 °C for 3 days (Tagg and
McGiven, 1971).

2.5. In vivo field antagonist test

The field trials were carried out on the experimental field of Chaab-arssas (Fréres Mentouri - Constantine 1- University, Algeria)
during the period of June to September 2021. The field was divided into several plots, each with an area of 1 m? separated from each
other by 0.6 m, potting soil was added to each plot and wells were formed (18 wells/plot) for transplanting into the tomato plants.
The roots of the tomato plants of the Louisa Royale variety aged between 4 and 5 weeks were immersed in 10 mL of the Fusarium spo-
ral suspension for 10min. They were then immersed again in 10 mL of bacterial suspension. Untreated tomato plants served as a con-
trol.

After 12 weeks of incubation, eight parameters were studied: Plant size, number of leaves, number of discoloured leaves, number
of flowers, number of fruits, weight of fruit, number of plants grown, and root mass were studied.

The statistical study was carried out with the Minitab 18 software developed by Minitab, Inc. for the Windows operating system
only. The analysis of variance ANOVA was used for this study. All the studied parameters in the presence of B. halotolerans on both
OSM and LB medium showed a statistically significant positive effect (P < 0.05).

2.6. Factors selection

Four independent variables were selected (pH, substrate concentration, temperature, and incubation time). Table S1 shows the
domain of study with coded levels and real values of studied variables. The Box Behnken Design matrix represented in coded units for
the four independent variables is illustrated in Table S2.

2.7. Box-Behnken design of response surface methodology

The study initially focused on four specific parameters: pH, substrate concentration, temperature, and incubation time. To analyze
these factors, RSM with the Box-Behnken design (BBD) was applied, following the approach outlined by Lanka and Latha in 2015
(Lanka and Latha, 2015). The optimization and mathematical correlation of the independent variables were conducted using the
Minitab 19.0 statistical software package. The BBD within the RSM framework required a total of twenty-eight experiments for the 4-
factor design, which included four central points. Each factor was assessed at three different levels, denoted as —1, 0, and +1. Each ex-
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periment was replicated three times, and the responses were fitted to separate second-order polynomial models, as expressed in Eq.

.
Y =0+ Z Bix; + Z Bix;x; + Z Bijxix; m

The correlation between the coded value xi and the actual value X, representing the independent variable, is expressed as follows
in Eq. (2):
X, — Xy

1

oX

xi =

(2)

The coefficient of determination (R?), in addition to the adjusted R?, was used for statistical assessment to quantify the accuracy
and confirm the dependability of the polynomial model equation.

2.8. Antagonism test in vitro

Different concentrations of oat straw (1, 4, and 7g) were distributed in a 500 mL Erlenmeyer with a ratio of 250 mL per flask, the
pH was adjusted with the values of 4, 7.5 and 11). All preparations were autoclaved at 120 °C for 20 min the pre-culture was obtained
by inoculating colonies of Bacillus in 250 mL shake flasks containing 100 mL of LB medium and incubated at 30 °C for 18h. The Erlen-
mayer were inoculated by 10 mL of B. halotolerans, pre-culture was incubated at different temperature (25, 40 and 50 C°) at different
time of incubation (16, 32 and 48 h). The factors varied according to the design of the experiment as presented in Table 1. All cultures
were incubated with 180 rpm agitation.

After fermentation, 50 mL of each Erlenmayer was centrifuged at 6000 rpm for 20 min to separate the cells from the culture
medium supposed to contain the bioactive molecules. The obtained supernatant was filtered through sterile millipore filters of
0.22 pL diameter. To perform this test, fungal suspensions of Fusarium (5 X 10° spore/mL), were spread with a sterile swab on Petri
dishes containing Sabouraud agar. After drying (about 5 min), 6 mm diameter discs of Wattman paper soaked with 10 pL of the ex-
tract to be tested, were dried, and placed on the surface of the plates. The latter is placed at 4 °C in a refrigerator for 2 h to allow a
prediffusion of the bioactive substances and then incubated at 30 °C for 3 days (Tagg and McGiven, 1971).

2.9. Validation of the antagonist test

To validate the optimized conditions, two experiments were conducted using 500 mL shake flasks with a 250 mL working volume.
In the first experiment, the factors were set as follows: 7g of oats, pH 3.4, a temperature of 37.43 °C, and an incubation time of 30 h.
In the second experiment, the factors were adjusted to 7g of oats, pH 2.31, a temperature of 37.4 °C, and a culture time of 30 h.

2.10. Machine learning assisted optimization of antagonistic activity

In ANNS, there are typically three distinct layers: the input layer, hidden layer(s), and the output layer, each composed of multiple
neurons. Building an ANN model involves various stages, including the training phase, which consists of input feed-forward multi-
layer processing and error backpropagation, followed by the validation phase. To create and train an ANN model using the previously
mentioned BBD data, we employed either the feed-forward backpropagation (BP) or the Levenberg-Marquardt (trainlm) algorithm.
However, as recommended by (Maji et al., 2014), we expanded the dataset to include 200 data points generated from a second-order
polynomial equation. This expansion was necessary because the experimental data from the BBD alone was insufficient to create an
optimal network architecture. The validation process was conducted to ensure the reliability of the model developed during the train-
ing phase. The model is considered suitable for future applications only if the validation results align with the expected outcomes.

2.11. Artificial neural network modeling

At this stage, a standard input feed-forward multilayer Artificial Neural Network (MLP) was utilized along with an ANN training
algorithm for modeling. MLPs are renowned for their adaptability in approximating physicochemical processes and are widely em-
ployed for this purpose (Jasso-Salcedo et al., 2017). Typically, the connections within the network are represented by bias and
weights. In addition to defining the network's topology, selecting internal parameters is guided by empirical data to achieve the best

Table 1

Comparison between the effect of B. halotolerans (OSM) and B. halotolerans (LB medium) on tomato plants against the phytopathogen F. napifomre after 12 weeks in-
cubation in the field conditions.

Parameters B. halotolerans (OSM) B. halotolerans (LB medium) Control
Average plant size (cm) 52 + 20 24 + 13 16 = 14
Average number of leaves 68 + 8 56 + 10 34+ 25
Average number of discoloured leaves 52 =13 59 + 15 80 + 12
Average number of flowers 20 £ 6 18 =12 13+6
Average number of tomatoes grown 6 4 1
Average weight of tomatoes (g) 32+ 14 27 + 13 10
Number of plants grown 16 8 4
Average root mass (g) 80 + 26 70 + 14 49 + 25
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possible ANN performance. To identify the crucial parameters of the ANN and the optimal number of hidden neurons, approximately
11 different training algorithms were used in conjunction with a five-fold cross-validation strategy.

The inputs for the current process consist of pH (X;), substrate concentration (X,), temperature (X3), and incubation time (Xy),
with the system's output being the yield of antagonistic activity. We opted for two hidden layers, each with a neuron count ranging
from 1 to 10.

Table S3 provides a summary of the design parameters used in developing the current ANN model.

The signals emitted by the hidden layer are represented in terms of weights and thresholds through a transfer function, as de-
scribed in Eq. (3). Furthermore, the signals transitioning from the hidden layer to the output layer constitute the predicted value,
which can be expressed using Eq. (4).

x,-=F<foxwt;/+P,-> 3

i=1

yifpred =Fl <Zvjxxj+Q> (4)

i=1

In this context, x; represents the input values, while P; stands for the hidden neuron values. To prevent numerical overflows due to ex-
cessively large or small weights, all training values for the ANN model were normalized between 0 and 1 using the min-max method,
as expressed in Eq (5).

_ Xi = Xinin
Xi=o0————
Xonax — X,

max min

)

Here, X; represents the normalized value of X, while X,;;, and X, denote the minimum and maximum values of X in its original scale.

After the training phase, the BP algorithm undergoes iterations of error backpropagation to minimize the mean squared error
(MSE) between experimental and simulated output data. During this process, it continually adjusts the weights and biases among neu-
rons. To evaluate the accuracy of the ANN model's predictions in comparison to the actual targets, performance indices, such as the
MSE (as described in Eq (6)) and the determination coefficient (R?) (as described in Eq (7)), were employed. These metrics were used
to develop an optimal ANN model (Wu et al., 2021).

The determination of the number of hidden neurons with a focus on minimizing the MSE. Subsequently, optimal network architec-
ture was chosen, considering the dual criteria of minimizing the MSE and maximizing R-values. This choice aimed to reduce the over-
fitting of the data and enhance the accuracy and predictability of the model's outputs (Thomas et al., 2021).

- (yi_yi— red)z
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The calculation for the hidden neuron weight (W) is provided by Eq. (8), which is presented as follows:
W, = Z WiiX; 8

Likewise, the calculation for the output neuron weight (Wy) is determined by Eq. (9):

Wi = Z WikX; (©)]
j=1
The predicted output is generated by the activation function, utilizing the neuron's weight in either the hidden or output layer, as
described in Eq. (10):
y=f(W+B) (10)

To assess the influence of connection weights and the relative impact of input factors on the output, sensitivity analysis was con-
ducted using the Garson algorithm (Wang et al., 2023). This analysis involved the application of the Garson equation (Eq. 11) and the
exploration of various potential combinations of variables (Ayodele et al., 2021).
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The optimization process using the genetic algorithm employs an Al-driven stochastic nonlinear optimization approach that simu-
lates natural selection and genetic processes. Genetic algorithms (GAs) are instrumental in preventing models from becoming trapped
in local optima (Samuel Ratna Kumar et al., 2023). They achieve this by selecting suitable initial weights and thresholds for an exist-
ing ANN model and incorporating them into fitness function (as described in Eq. (12)). The fitness function can be expressed as fol-
lows:

F = Purelin(JW = tan sig (KW = [xl;xz;x3;x4] + bj) + by (12)

The Genetic Algorithm (GA) begins by generating an initial population of solutions, using parameters such as initial operating pH,
substrate concentration, temperature, and incubation time as optimization inputs (Table S4).

2.12. Identification of lipopeptides (surfactin)

B. halotolerans was cultured in agitated flasks at 180 rpm using two different culture media: the optimal medium and LB medium.
After cultivation, the cultures underwent centrifugation at 15,000 rpm for 20 min. Following this, supernatant samples were applied
to C18 solid-phase extraction cartridges, and lipopeptides were eluted with 100% acetonitrile (ACN). Subsequently, the samples
were analyzed using a reverse-phase UPLC system coupled with a single quadrupole mass spectrometer (UPLC MS (SQD), Waters Ac-
quity H-Class), equipped with a Waters Acquity UPLC BEH C18 column (1.7 pm, 2.1 X 50 mm) and a column guard.

The mobile phase in this research consisted of a mixture of water (A) and acetonitrile (B), both acidified with 0.1% formic acid.
The flow rate was consistently maintained at 0.6 mL/min, and the column temperature was held at 40 °C. The gradient profile
spanned 7 min: starting with 70% water and 30% ACN, shifting to 5% water and 95% ACN at 5.20 min, and maintaining this ratio
from 5.20 to 7 min to condition the column. Lipopeptide compounds were identified based on the retention times of purified stan-
dards. Each lipopeptide was subsequently characterized, referencing a Single Quadrupole Mass Detector (SQD). The analysis temper-
ature was set at 130 °C, the desolvation temperature at 400 °C, the nitrogen flow rate for desolvation was 1000 1/h, and the cone volt-
age was set to 50 V.

3. Results and discussion

3.1. Identification of the bacterial strain

Preliminary identification of the bacterial strain by macroscopic and microscopic observation and a catalase test showed that it be-
longs to the Gram + group of bacteria. The sporulation test showed that the bacterial strain belongs to the genus Bacillus. Molecular
identification (by the 16S rDNA sequence of the bacterial strain were compared to the 16S rDNA sequences in the GenBank database.
The sequences were 99% similar. Thus, according to the sequence comparison, the bacterial strain is B. halotolerans (ON204239).

3.2. Molecular identification of phytopathogenic strain

Preliminary identification of the phytopathogenic strains by macroscopic and microscopic observation showed that they belong to
the genera Fusarium. Molecular identification by ITS rDNA gene sequences of Fusarium sp after correction and comparison with previ-
ously published sequences in GenBank were 99% like those of F. napiforme (ON204349).

3.3. Biosurfactants production

After 48 h of incubation, B. halotolerans showed its capacity to produce biosurfactants, resulting in the appearance of clear zones
around the colonies (Fig. 1). These results are in line with those of Carrillo et al. (1996) who demonstrated a relationship between he-
molytic activity and surfactant production (Carrillo et al., 1996). These results are also like those found by Al-Dhabi et al. (2020) who
showed that bacteria have the capacity to produce biosurfactants, in particular the genus Bacillus (Al-Dhabi et al., 2020).

3.4. Study of antagonistic activity using the culture supernatant

The results of the antagonist test using the culture supernatant after fermentation (Oh, 24h, 48h, and 72h) on the above-mentioned
culture media against fungal phytopathogen show that the inhibition zones differ from one culture medium to another and depend on
the incubation time. In fact, the most important zones of inhibition by B. halotolerans towards F. napiforme were obtained with the
discs impregnated by the culture medium supernatant (OSM) with diameters of 25 mm after 24 h (Fig. 2). B. halotolerans inoculated
on a liquid medium with oats straw as the only carbon source showed a very interesting inhibition effect on pathogens in comparison
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Fig. 1. Production of biosurfactant (a) by B. halotolerans on blood agar medium; (b) the control.

Fig. 2. Antagonistic activity of B. halotolerans against F. napiforme using culture supernatant: (a) OSM, (b) LB medium, and (c) Control.

with B. halotolerans inoculated on LB medium. Bacillus species are renowned for their significant antifungal capabilities, characterized
by the production of a range of potent metabolites and hydrolytic enzymes, as observed in the study by (Rahman et al., 2007). Within
this genus, multiple bacterial species have been identified as producers of active lipopeptides, as noted by (Fira et al., 2018).

3.5. Invivo test on field condition

3.5.1. Antagonist test in vivo

The effect of the B. halotolerans strain (inoculated on OSM and LB medium) on tomato plants in conferring protection against the
phytopathogen F. napiforme was studied under field conditions.

After 12 weeks of incubation, a comparison was made between the antagonistic effect of B. halotolerans incubated on OSM and LB
medium against F. napiforme (Fig. S1 and Table 1).

The average root mass (antagonist) is equal to 102 g in the OSM medium, 89 g in the LB medium and 44 g for the control (Fig. S2
and Table 1).

It might be noted that all the fruits grown on the batches treated with B. halotolerans whether on OSM and LB medium were
healthy compared to the control samples treated only with the phytopathogen F. napiforme (Fig. S3 and Table 1).

In the field, tomato seedlings treated with B. halotolerans (inoculated on OSM and LB medium) after 12 weeks of inoculation were
resistant to F. napiforme compared to seedlings treated with phytopathogen only. These results are in good agreement with those re-
ported by (Ajilogba et al., 2013). They have shown that tomato plants treated with Bacillus spp were 75% protected from Fusarium in-
duced disease compared to the control. In previous studies, Bacillus spp has shown significant reductions in the incidence of various
diseases through several mechanisms (Kloepper et al., 2007).

The protection conferred by Bacillus spp may be based on the production of secondary metabolites (antibiotics, volatile and non-
volatile compounds) by colonizing the root surface, causing inhibition of the fungal mycelium, and thereby improving plant growth
(Janga et al., 2017).

3.6. Influential factors screen using Box-Banken design

The antagonistic activity of B. halotolerans against the phythopathogen F. napiforme is influenced by physico-chemical parameters.
Indeed, in the present study, the pH, temperature, substrate concentration, and incubation time were supposed to optimize the antag-
onistic activity of B. halotolerans using the BBD.

The outcomes derived from various experiments establish a correlation that reveals the impact of pH (X;), substrate concentration
(X5), temperature (X3), and culture time (X,) on the response variable. This correlation is generated using Minitab 19 software and is
represented by the following second-order polynomial equation (Eq. (13)).

Y =17,75 — 1,417X; + 1,333 X, — 1,917 X5 — 1,667 X5 — 5,96 X;X; — 0,33 XpXo — 5,71 X3X3 — 6,08 X4

X4 = 050Xy X, = 0,75X; #X3 — 0,00 X; *X4 — 0,00 X5 *X3 4+ 0,50 Xo * X4 + 0,50 X3 * Xy 13)

ANOVA, a widely used statistical tool, was employed to assess the model's suitability, and the results are summarized in Table S5.
The coefficient of determination, labeled as R?, functions as a metric to validate the model's precision and how well it fits the data,
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usually falling within the range of 0-1. An R? value approaching 1 indicates strong predictive power. Researchers often suggest that
an R? value of 0.80 or higher indicates a well-fitting model, as noted by (Vasseghian and Dragoi, 2018).

In this study, the practical values closely matched the expected values, resulting in an R? value of 0.812, signifying that 81.20% of
the variations in antagonistic activity could be explained by the independent variables.

The Fisher value, denoted as 'F' (F-value = SS2r/SS2e), represents the ratio of the mean square of the model to the residual error
and is a valid measure of how well the factors describe the variation in the data. In the ANOVA results (Table S5), the 'F' value (F-
value = 4.01) and the low probability p-value (p = 0.008). Typically, a low P-value associated with the F-value signifies the high
significance of the regression model. The adequacy of the model can also be evaluated by considering the regression coefficients of
the factors presented in Table S3, which includes information such as their standard errors, statistics, and corresponding P-values.

3.7. Response surface

The graphical representations, such as the 3D response surface plots, were generated to enhance our understanding of the relation-
ships among the four tested variables and to identify the optimal parameters for achieving the highest level of antagonistic activity in
B. halotolerans (Figs. S4-S9)

3.8. Process modeling using ANNs-GA

The main goals of this study involve creating a robust artificial neural networks (ANNs) model for enhancing the antagonistic ac-
tivity generated by B. halotolerans, all while minimizing the average error between the real and predicted output values.

In this investigation, we employed the tangent-sigmoidal transfer function for the hidden layer nodes and the pure-linear transfer
function for the output layer nodes. These functions outperformed others, resulting in the lowest Mean Squared Error (MSE) and the
highest R? values. The selection of an appropriate number of hidden neurons was made with careful consideration, as it significantly
influences simulation performance and the optimal network architecture, as noted in previous studies by (Dhanarajan et al., 2014). A
low number of neurons can slow down the modeling process, while an excessive number can lead to overfitting, absorbing noise in
the data used for training and thereby reducing the robustness and generalizability of the model (Fan et al., 2018).

To determine the optimal number of hidden neurons, we employed a 'trial-error minimization' approach (Wang et al., 2022). This
approach involves comparing the network's calculated error with the desired output and continuously adjusting the weights and bi-
ases of the training network until the lowest Mean Squared Error (MSE) achievable for a specific number of hidden neurons is
reached.

3.9. Model validation

To identify the optimal conditions for maximizing antagonistic activity across the four factors, we leveraged the ANN-GA feature.
The mathematical model yielded the following optimal experimental parameters: pH of 2.31, substrate concentration of 7 g, tempera-
ture at 37.4 °C, and an incubation time of 30 h. The highest anticipated or forecasted outcome achieved under these optimized culture
conditions for antagonistic activity was 19.21 mm, which closely matched the experimental value of 18.50 mm. This close alignment
between predicted and experimental values confirms the successful validation of the model. Furthermore, the sequential optimization
strategy demonstrated its effectiveness in determining the best procedural conditions, as detailed in Table 2.

Thus, the combination of Artificial Neural Network and Genetic Algorithm (ANN-GA) stands out as a superior model in terms of
predictive accuracy compared to the Response Surface Methodology (RSM)-Box-Behnken Design (BBD) model. The complex and mul-
tifaceted nature of lipopeptide surfactin production involves intricate relationships among various physicochemical factors. The
ANN-GA model, harnessing the power of neural networks and genetic optimization, adeptly captures the non-linear interactions and
nuances of the system. This underscores the effectiveness of the ANN-GA approach in optimizing parameters for enhanced lipopeptide
surfactin production in a challenging medium such as oat straw.

3.10. Surfactin production

Lipopeptide analysis by UPLC-MS showed that B. halotolerans has the capacity to produce lipopeptides surfactin of seven analogs
(C12, C13, C14, C15, C16, C17, and C18) in significant quantities on a medium based on oats straw as the sole carbon source with a
higher proportion of the C15 and C16 analogs than the other analogs produced (Fig. 3). On LB medium surfactin production was also

Table 2
Factors configuration with the predicted and experimental response values.
Factors Actual value of predicted optimum Predicted max. Y value (mm) Desirability Experimental Y value (mm)
RSM-BBD 19.11 1 18
pH 3.4
Substrate concentration 7
Temperature 37.43
Incubation time 30
ANN-GA 19.21 18.5
pH 2.31
Substrate concentration 7
Temperature 37.4
Incubation time 30
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Fig. 3. Chromatograms corresponding to surfactin produced by B. halotolerans on optimum medium analyzed by UPLC/MS technique.

observed, but less than on oat straw medium, with only five analogs appearing (C12, C13, C14, C15, and C16) with a higher propor-
tion of the C15 than the other analogs produced (Fig. 4). These results agree with those obtained by (Biniarz et al., 2017) and (Janek
etal., 2021) who showed that the bacteria of the genus Bacillus could produce lipopeptides biosurfactant. These results also join those
of (Tsalgatidou et al., 2023) who have demonstrated the ability of B. halotolerans to produce biosurfactant analogs. The results ob-
tained in this study are also consistent with those of other studies in particular those of [42] have tested the ability of several species
of the Bacillus genus to produce surfactants (Duarte et al., 2023). These showed a very good production of different surfactant analogs
up to C18. To our knowledge, Bacillus halotolrans is the first strain to produce lipopeptides biosurfactants on an oat medium as the sole
carbon source. Fig. S2 shows a superposition of the chromatographs obtained for surfactin produced on an optimized medium based
on oat straw as the sole carbon source and on LB medium. The results show that B. halotolerans inoculated on a natural medium pro-
duced a greater quantity of surfactin with different analogs compared with B. halotolerans inoculated on an LB medium. Fig. S3 repre-
sents the mass spectra of some analogs surfactin produced by B. halotolerans.

Finally, it is essential to note that this study contributes to the bioeconomic aspect by optimizing surfactin production conditions
using sustainable practices, aligning with the United Nations Sustainable Development Goals (UN SDGs). The emphasis on environ-
mentally friendly substrates, such as oat straw, reflects a commitment to sustainable resource utilization. Additionally, the enhanced
antagonistic activity against F. napiforme supports the social aspect of work by promoting healthier and more resilient crop systems,
positively impacting agriculture and communities. Furthermore, the identification of multiple surfactin analogs showcases the poten-
tial for novel antimicrobial substances through the synergistic effects of these analogs. In the face of antimicrobial resistance and drug
shortages, the study's findings underscore the importance of exploring alternative and sustainable solutions for agricultural and med-
ical applications. The integration of biocontrol methods and the discovery of diverse surfactin analogs contribute to the broader effort
to address global challenges in agriculture and public health.

4. Conclusion

In this study, B. halotolerans (ON204239), inoculated on oat straw medium as the sole carbon source, demonstrated a significant
inhibitory effect against the phytopathogen F. napiforme (ON204349) in vitro. This effect was further confirmed in vivo under field
conditions, providing tomato plants with substantial protection against F. napiforme, in comparison with the results obtained by inoc-
ulating B. halotolerans on LB medium. For the optimization of fermentation conditions to produce lipopeptide surfactin by B. halotoler-
ans, we employed the ANN-GA model. The optimized fermentation conditions included a pH of 2.31, a substrate concentration of 7 g,

Fig. 4. Chromatograms corresponding to surfactin produced by B. halotolerans on LB medium analyzed by UPLC/MS technique.
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a temperature of 37.4 °C, and an incubation time of 30 h. The results obtained under these optimized conditions surpassed those
achieved under standard conditions.

Furthermore, oat straw was identified as a suitable substrate for enhancing the production of surfactin by B. halotolerans. The find-
ings revealed a higher yield of surfactin when B. halotolerans was incubated on an oat straw medium as the sole carbon source, com-
pared to an LB medium.
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Titre : Valorisation de la biomasse lignocellulosique pour la recherche et la production de micro-
organismes développant des potentialités de bio-controéle et étude de leur application dans
P’agriculture.

Auteur : MANSOUR Mehdi

Résumé :

Dans la présente étude 43 isolats bactériens et 29 isolats fongiques ont été isolés a partir des échantillons du sol
et du bois provenant de la forét d’El Baaraouia (Constantine- Algérie) ; en plus des coques des noix et des
amandes. Parmi ces isolats, seules les bactéries M4 et la moisissure P2L ont démontré une activité enzymatique
intéressante d’hydrolyse de cellulose, d'hémicellulose et de la lignine. Ces deux microorganismes ont développé
des effets antifongiques divers vis-a-vis les deux champignons phytopathogenes identifiés ici par voie
moléculaire comme Fusarium napiforme (ON204349) et Alternaria alternata (ON714501), avec un meilleur
effet observé chez la bactérie M4 (taux d’inhibition de 72% et de 64%, respectivement) versus le champignon
P2L (35,4% et de 52,3 de taux d’inhibition, respectivement). L’identification moléculaire de M4 (analyse d’ADN
16S) et P2L (analyse ITS) a prouvé qu’il s’agit de Bacillus halotolerans (ON204239) et de Chaetomium
strumarum, respectivement. B. halotolerans (ON204239) a montré une tolérance importante aux conditions
extrémes. En effet, il s’est bien développé sur milieux a concentration de NaCl allant de 0 a 100 g/L, a pH
compris entre 4 et 11, et dans des températures d’incubation variant de 25 a 55°C.

L’étude de I’activité antifongique des surnageants issus de la mise en culture de la souche M4 dans deux milicux
différents, a savoir : MA, contenant la paille d’avoine comme seule source de carbone et LB, milieu Luria-
Bertani, a révélé des zones d'inhibition de 12 mm et 15 mm de diamétre contre F. napiforme (ON204349) et A.
alternata (ON714501), respectivement, pour le surnageant LB; et des zones d’inhibition plus importante dans le
cas du surnageant MA (16 mm et 20 mm, respectivement), ce qui ouvre, désormais, la voie sur I’exploitation
industrielle de ce déchet ligno-cellulosique. Le modéle de Box-Behnken (BBD) et de la méthode des surfaces de
réponse (RSM) a permis de déterminer des valeurs optimales prédites du pH, du temps d’incubation, de la
concentration du substrat et de la température, et ce dans le but d’optimiser I’activité antagoniste du surnageant
de culture de B. halotolerans (MA) contre F. napiforme (ON204349). Les conditions optimales trouvées sont les
suivantes : concentration en substrat de 7 g/L, temps d'incubation de 30 h, pH 3.4 et température de 37,4°C.
L’application de ces conditions optimisées in vitro ont réellement permis d’obtenir une importante zone
d'inhibition (18 mm) aprés 24 heures. L’optimisation de ce méme effet antagoniste en utilisant le modele des
réseaux de neurones artificiels (ANNs) couplé a un algorithme génétique (GA) a permis de déterminer les
conditions optimales suivantes : concentration en substrat de 7 g/L, temps d'incubation de 30 h, pH de 2,31 et
température de 37,4°C ; avec obtention d’une importante zone d'inhibition (18,5 mm) aprés avoir été appliquées
en conditions réelles.

Les tests de pathogénicité ont confirmé que F. napiforme et A. alternata sont bien a 1’origine des symptomes de
maladie qui sont apparus sur les plantes de tomate avec des taux de sévérité de I’ordre de 88,9% et 25%,
respectivement. Les tests réalisés in vivo dans des conditions de pots et en plein champs en utilisant le surnageant
MA, ont montré un effet significatif plus important que celui du surnageant LB,et ce sur la diminution de la
sévérité de la maladie provoquée par F. napiforme, et I’augmentation de la taille moyenne des plants, du nombre
moyen de feuilles et de fleurs par plante, ainsi que la masse moyenne racinaire. L.’observation microscopique de
I’effet antagoniste du B. halotolerans (ON204239) contre F. napiforme (ON204349) par le microscope a
fluorescence a révélé une diminution significative du nombre de cellules vivantes de F. napiforme (ON204349),
confirmant ainsi l'effet inhibiteur de B. halotolerans (ON204239) sur cet agent phytopathogéne responsable de la
fusariose. L’analyse UPLC des surnageants de B. halotolerans a permis de montrer que ce dernier a produit des
surfactines et des iturines lorsqu’il était cultivé sur milieu MA alors que sur milieu LB, il n’a produit que des
surfactines. L'analyse UPLC-MS des surfactines produits par B. haolotolerans (ON204239) inoculé sur le milieu
LB a permis d’identifier cinq analogues: C12, C13, C14, C15 et C16. Par contre, deux autres analogues de
surfactines en plus de ces derniers sont apparus dans les spectres de masse du surnageant MA (surfactines C17 et
C18). L'évaluation de I’effet PGPR in vitro a révélé que B. halotolerans (ON204239) posséde des activités
significatives telles que la production d'amylase (IE =2,51), de caséinase (IE =1,40), d'azote, d'acide cyanogene
(HCN), d'ammoniaque, d'acide indole acétique, de sidérophores et de biosurfactants. Ce qui signifie que cette
souche pourrait jouer un réle bénéfique dans la stimulation et la croissance des plantes.

Mots-clés : Biomasse ligno-cellulosique, Bacillus halotolerans, Fusarium napiforme, fusariose, réseaux de neurones
artificiels (ANNGs), algorithme génétique (GA), surfactines, biocontrdle.
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