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Introduction

1 Introduction

Depuis longtemps les légumineuses sont considérées comme des espéces qui peuvent
améliorer la terre sur laquelle elles sont cultivés. Ils peuvent prospérer dans des
environnements dépourvus d'azote car ils ne nécessitent pas d'engrais (Leysen et Goffart,
1977, Duke, 1981). Les légumineuses sont une bonne source de protéines, de minéraux et de
vitamines et peuvent étre utilisés pour I'alimentation animale et la consommation humaine
(Morsy et Tarrad., 2005), D'autre part, elles fixent I'azote dans I'air par un processus important
en association avec les procaryotes (Solargo, 2001). D’un point de vue écologique, les
procaryotes peuvent étre divisés en deux catégories. : fixateurs symbiotiques et non-

symbiotiques (Tena et Magallanes, 1985).

La fixation symbiotique est le principal moyen pour l'azote de pénétrer dans
I'écosysteme sol/plante (Newton et al., 1983). Elle est médiée par des bactéries symbiotiques
appartenant a la famille des Rhizobium (Ndoye, 1990), dans lesquelles la symbiose
rhizobium/légumineuses est contrdlée par un échange de signaux moléculaires trés spécifique
entre deux partenaires. Le succes des rhizobiums a infecter les légumineuses et la formation
des nodules dépend de facteurs environnementaux et de la survie de ces bactéries et de leur

tolérance a divers stress : secheresse, salinité, chaleur et nutriments (Berrada et al., 2012).

L'arachide (Arachis hypogaea L.) est l'une des oléagineux les plus cultivés dans le
monde (Aune, 2007). Il est produit dans diverses zones agro-écologiques et contribue
également a la fertilisation naturelle du sol, comme la plupart des légumineuses fixatrices
d'azote (Nwokolo, 1996). Sa culture en Algérie se développe (Benmohamed et al., 2004), ou
il est cultivé dans plusieurs wilayas comme : EL-Tarf, Skikda, Ghardaia, EI Oued et Sidi Bel-
Abbes. Cependant, en raison de la faible production et des grands changements, la production
nationale est toujours inférieure a la demande. En fait, le rendement moyen en 2015 était
d'environ 25 quarks/ha, tandis que le rendement potentiel de I'arachide était de 60-70

quarks/ha (anonyme, 2016).

Selon Oerke (2006), 70 % des dommages des culture sont causés par des
champignons. Ces agents pathogenes sont des micro-organismes ubiquistes qui affectent les
plantes, sont les plus destructeurs et causent des dégats considérables aux cultures (Javier et
al. 2014, Thilagam et al. 2018). Cependant, les champignons phytopathogénes deviennent
incontr6lables en raison de leur résistance aux fongicides chimiques, nocifs pour

I'environnement (pollution des sols, déséquilibre écologique, etc.) et I'homme. La plupart de
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ces fongicides dangereux interdits dans les pays développés sont encore utilisés dans les pays
en développement du monde entier (UNEP, 2000 ; Venkateswara et al., 2005) ; cela est d0 a
I'analphabétisme et au manque de sensibilisation des agriculteurs de ces pays (Venkateswara
et al. 2005).Cependant, d'autres méthodes de contrble doivent étre adoptées, telles que des
stratégies de contr6le biologique, des mesures de protection de I'environnement inoffensives
pour les cultures et les humains, y compris une gestion optimale des champignons
phytopathogénes et des mauvaises herbes qui atteignent un sol fertile sans parasites (UNEP,
2000). Par conséquent, des recherches sérieuses ont été menées pour déterminer ces méthodes
de protection des plantes (Prapagdee et al.2008), Pour cette raison, une idée intéressante pour
lutter contre les agents pathogénes est d'utiliser des agents microbiens antagonistes, tels que
les biopesticides, qui offrent un potentiel trés prometteur et réalisable grace a la diversité des
agents microbiens (Laird et al., 1990). De plus, ces antagonistes sont généralement efficaces
en petites quantités et leur activité protectrice peut étre produite par divers mécanismes, de
sorte qu'une faible pression de sélection déclenchera rarement une résistance aux agents
pathogenes (Fravel, 2005 ; Lee et al.2006).lls sont aussi reconnus pour avoir un effet
bénéfique sur le développement des plantes résultant d'une activité antagoniste envers certains
agents pathogénes par la production de substances antimicrobiennes (Whipps, 2001), en plus
de leur rdle dans la promotion de la croissance des plantes (El-Tarabily et Sivasithaparam.,
2006),

Rhizobium est considéré comme un antagoniste trés efficace des champignons
phytopathogénes. Il a été rapporté qu'ils sont d'importants inhibiteurs de la croissance de
champignons pathogeénes, tels que : Pythium, Phaseolus Pythium, Fusarium, Rhizoctonia et
Phytophthora (Bardin et al., 2004 ; Kumar et al., 2006 ; Hemissi et al., 2011 ; Ozgonen et
Gurku, 2011). D’ou I’intérét d’étudier 1’action des souches de Rhizobia sur la croissance et
I’inhibition de certains champignons phytopathogénes.

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence I’activité antagoniste in-vitro des
rhizobia isolés des nodules d’arachide poussant principalement dans la région de Ghardara et
ouargla envers trois champignons a savoir Cladosporium sp. Fusarium oxyspurum,

Aureobasiduim sp. isolés de la méme région.

Ce mémoire est élaboré en trois chapitres : (i) Le premier chapitre consiste en une
revue bibliographique traitant 1’espéce étudiée 1’arachide et ses maladies fongiques
causées par les champignons phytopathogénes et I’interaction rhizobium-arachide. Les

deux autres
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chapitres sont consacrés a la partie pratique et les résultats obtenus : (ii) le second chapitre est
consacré a I’é¢tude de I’antagonisme entre ces bactéries rhizobiennes et les souches des

champignons in vitro, (iii) le troisieme chapitre renferme la discussion des résultats obtenus.
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Chapitre I : Revue bibliographique

1 Origine de I’arachide

Le centre d’origine du genre Arachis se situe trés probablement dans la région centre-

sud du Brésil (Gregory et al., 1980). L'espéce cultivée, A. hypogaea L.

On dit que les arachides ont été domestiquées il y a plus de 3 500 ans. Au XVle siecle,
les Portugais I'ont introduit du Brésil, d'Afrique, d'Inde et d'Extréme-Orient. Les Espagnols
ont ensuite importé l'espece de la cote ouest de I'Amérique du Sud vers le Pacifique
occidental, I'Indonésie et la Chine. Puis les cacahuétes se sont déplacées d'Asie vers I'Afrique
de I'Est. Au milieu du XVle siécle, il s'est répandu en Amérique du Nord et dans d'autres
parties du monde. En Afrique, la fusion des matériaux du Brésil d'une part et des Philippines,
de I'Inde et de la Chine d'autre part, ont fait du continent le troisieme péle de diversification

originel, mais elle est plus récente que la période initiale de domestication.

Les cacahuetes appartiennent a la famille des légumineuses, la sous-famille des
Papilionidae. Une famille contenant plus de 17 000 espéces, constituant ainsi le groupe de
plantes supérieures le plus riche et le plus diversifié. Les plants d'arachide se caractérisent
par la longueur de la tige principale et de la branche principale de 0,20 a 0,70 m, selon la
variété et les conditions environnementales. Les branches sont toujours herbacées, vert
clair, vert foncé ou plus ou moins violet. Ils ont des cornes en section transversale quand
ils sont jeunes, et deviennent cylindriques avec I'age ; avec le temps, la moelle centrale

disparait et les vieilles tiges se creusent. (Clavell et Gautro,1997). (Figurel).

Fabaceae

Arachis hypogaea L

Figure 1 : Représentation d’une plante d’arachide (Arachis hypogaea L.) (Réf élc 1) :
feuille composée de 4 folioles, 2 : fleur, 3 : hypanthe, 4 : gynophore, 5 : gousse, 6 : bec de
lagousse, 7 : constriction ; 8 : tégument de lagraine,9 : graines anstégument,10

: cotylédon portant I’hypocotyle, I’épicotyleet laradicule.
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2  Systématique et taxonomie d’arachide

Les cacahuétes font partie de la famille du soja. La famille est divisée en trois sous-
familles : la sous-famille Mimosa, la sous-famille Cactus et la sous-famille Papilio. C'est dans
cette derniere sous-famille que I'on trouve la plupart des féves cultivées de haute importance
économique. La famille Papilio peut étre subdivisée en 4 clades principaux (Figure2)
(Wojciechowski et al., 2004)

- Les Phaseoloides comprenant le haricot, le niébg, le soja...

-Les Galegoides comprenant le pois, les lentilles, les féves, le pois chiche et les
espéces modeles Medicagotruncatula et Lotus japonicus...etc.

- Les Genistoides comprenant le lupin...

- Les Dalbergioides comprenant 1’arachide. ..

Galegoides

Pisum

Phaseolides Vicia
o i Medicago

o Dalbergioides ghycme’ Lotus
Genistoides aseoius Sesbania

Arachis Vigna

basal
genera

Figure2 : Arbre phylogénétique des Papilionoideae (Wojciechowskietal.,2004)

2.1 Stades de développement

L’arachide est une plante annuelle dont le cycle de développement varie de 90 a 125

jours en région tropicale. Trois grandes phases de développement peuvent étre distinguées
selon Boote (1982) :

- Germination - début floraison
- Floraison — fructification

-Fructification — maturation
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2.2 Importance d’arachides

Le succes de la culture de I'arachide est principalement attribué a sa capacité a fixer
I'azote atmosphérique, ce qui lui permet de fournir des rendements méme modérés sur des sols
pauvres avec une intervention minimale. Sa tolérance au froid lui permet de s'adapter a des
climats relativement secs, et le développement souterrain de ses fruits le rend moins
vulnérable aux agressions extérieures que les céréales (Annerose, 1990).

2.3 Utilisation, Importance nutritionnelle

L’arachide produite dans le monde est principalement transformée en huile, en farine
et en dérivés qui entrent dans la composition de plusieurs produits alimentaires (confiserie,
beurre de cacahuete, pate d’arachide...). Durant la période 1996-2000, 49.2% de la
production mondiale a servi a produire de I’huile et de la farine et 41.1% est entrée dans la

composition de produits alimentaires (Revoredoet, 2002).

L’arachide est aussi utilisée pour 1’alimentation animale. Par exemple, le tourteau qui
résulte de I’extraction d’huile constitue un aliment riche en protéines pour le bétail. De méme,
dans la plupart des pays du Sahel, les fanes sont séchées apres la récolte et apportées en foin
pour I’alimentation animale. Elles constituent souvent 1'un des principaux apports
alimentaires pour les petits ruminants pendant la saison séche. La montée des cours mondiaux
du pétrole a provoqué une forte demande en énergies alternatives non-fossiles. La filiere
oléagineuse a été tres tot identifiée pour servir de biocarburant. Dans cette filiére, 1’huile
d’arachide est de plus en plus présentée comme source potentielle pour la production de
biocarburant. Cependant les colts liés a sa production et la demande importante en huile
alimentaire rendent I’huile d’arachide moins compétitive que les autres huiles d’origine
végétale comme le soja par exemple. Pour pallier les problémes de compétitivité de 1’huile
d’arachide, des recherches sont en cours a I’Université de Géorgie pour produire des variétés
d’arachide a forte teneur en huile, impropres a la consommation humaine et a faible besoin en
intrants. La variété « Georganic » qui semble répondre a tous ces critéres est présentée comme
I’avenir des biocarburants a base d’huile d’arachide
(Réf élc)
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La production mondiale d’arachides (non décortiquées) s’est €levée a 37, 18 millions

de tonnes en 2014 (Touil, 2017). Les principaux pays producteurs d’arachide sont indiqués

dans le tableau 1.

Pays Production (Millions de tonnes)
Monde 37,18
Chine 16,6
Inde 5
Etats unis 2,97
Nigeria 1,55
Indonésie 1,15
Argentine 1,01
Vietnam 0,55
Brésil 0,26
Afrique du sud 0,12
Nicaragua 0,12

2.5 Laproduction algérienne

En Algérie, la productivité reste faible. Le rendement moyen de l'arachide ne dépasse

guere 25 gx/ha alors que chez quelques agriculteurs dits performants, les rendements peuvent

dépasser 40 gx/ha et atteindre parfois les 60 gx/ha. Ce faible rendement de 1’arachide peut étre

da a la faible productivité des sols Algériens mais aussi a 1’indisponibilité des semences de

qualité ainsi que les pratiques culturales peu adaptées.

Plusieurs facteurs de l'itinéraire technique de cette culture peuvent étre a l'origine de la

réalisation de rendements élevés. Dans cet itinéraire, on note principalement le respect de la

rotation, les travaux de préparation du sol, le choix de la date de semis, l'utilisation de

semences saines ou traitées, la fertilisation, la conduite de l'irrigation et les traitements

phytosanitaires. (Touil, 2017).
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2.6 Interaction Rhizobium-légumineuses

L’interaction entre les Rhizobia et les légumineuses est chez la majorité des
légumineuses tempérées spécifique. Cela a permis d’établir une premiere classification basée

sur la spécificité d’hote.

Les légumineuses tropicales telles que I’arachide, en Afrique sub-saharienne, sont

nodulées par le genre Bradyrhizobia sp (Zhang et al., 1999).

La symbiose légumineuse-rhizobia est le résultat d’une interaction hautement
complexe de reconnaissance entre les deux organismes. La bactérie induit chez la plante la
formation d’un organe spécialisé le nodule encore appelé nodosité, a I'intérieur duquel la
bactérie se différencie en bactéroide capable de fixer I’azote atmosphérique. L’établissement
et le fonctionnement de la symbiose sont sous le contréle génétique de chacun des deux
partenaires (Rosenberg, 1997)

2.7 Chimiotactisme et dialogue moléculaire

La formation des nodules est le résultat d'un dialogue moléculaire entre le
microsymbiote et la plante héte (Figure3). La plante émet des molécules essentielles a la
réalisation de chaque étape du processus de nodulation et de fixation. Les flavonoides
constituent les premiers signaux de I'néte qui déclenchent chez la bactérie I'expression des
génes de régulation de la nodulation (Peters et Verma, 1990). Ces flavonoides et / ou les
isoflavonoides libérés de la racine de I'n6te des légumineuses induisent la transcription de
genes de nodulation dans des rhizobiums compatibles, conduisant a la formation de molécules
de lipochitooligosaccharides qui, a leur tour, signalent a la plante héte de commencer la
formation de nodules. Ainsi, une centaine de genes de la légumineuse et du rhizobium sont

impliqués (Graham et Vance, 2003).
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Figure3 : Différentes étapes de 1’établissement de la symbiose rhizobia
Iégumineuse Réf élc 2

Pendant le processus de reconnaissance entre la légumineuse et le rhizobium, plusieurs

facteurs biotiques et abiotiques peuvent altérer le processus d’infection et donc ’association

symbiotique, mais aussi le processus de fixation d’azote.

En effet, l'association symbiotique est généralement trés spécifique. Chaque espéce
bactérienne possede un spectre d’héte bien defini, souvent limité (Figure4).
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Figure4.Comparaison des phylogénies moléculaires bactériennes et des
légumineuses.
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Laphylogéniebactérienne (agauche)est basée sur les sequences genétiques de
I'ARNr16S et montre trois groupes trés distincts de bactéries impliquées dans la
symbiose fixatrice d’azote avec les légumineuses et le Par asponia (Ulmaceae). Des
bactéries symbiotiques sont représentatives sont représentées ; les lignées des
bactéries non symbiotiques sont indiquées par des cases, avec un représentant indiqué
entre par en théses pour les lignées étroitement liées aux groupes symbiotiques. A
droite, les relations phylogénétiques sont présentées pour certains genres de
I[égumineuses nodulés par des bactéries présentes sur I'arbre bactérien. Les fleches

relient les symbiotes bactériens a leurshotes. (Doyle,1998).

2.8 Biochimie de la fixation biologique d’azote

A partir du moment ou les nodules sont mis en place et efficientes, la fixation d’azote
commence. Cette fixation biologique de I'azote est catalysée par une enzyme « la nitrogénase
». L'enzyme nitrogénase catalyse la rupture réductrice de la triple liaison de N2 pour générer
I’ammoniac NH3 accompagnée d'une réduction des protons en H2 et se fait selon la réaction

suivante :

N2 + 8H + + 8e- + 16 ATP nitrogénase 2NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi N

La nitrogénase (Figure 5) se compose de deux principaux composants protéiques
(Rubio et Ludden, 2005), la dinitrogenase (protéine MoFe ou composant I) et la
dinitrogenase réductase (protéine Fe ou composant Il). Quand elles sont exposées a
I’oxygene, les proteines de la nitrogénase sont dénaturées et ne peuvent fonctionner
que dans un environnement anaérobie (Dighe et al., 2010). Cette sensibilité a I’oxygéne
représente 1’une des propriétés les plus frappantes de la nitrogénase. La couleur rouge
des nodules indique la présence de leghémoglobine, une protéine présente dans les
nodules, qui sert de régulateur d’oxygene en le transportant vers les bactéroides. La
régulation de 1’apport d’O2 protége la nitrogénase bactérienne de 1’effet inhibiteur de
I’oxygéne. Cette régulation garantit donc [D’efficacit¢ du nodule a fixer 1’azote

atmosphérique.
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Figure5.Structure du complexe enzymatique de la nitrogénase.

La figure montre les composants de la protéine MoFeet Fe, avec les trois
métalloclusters (F pour [4Fe4S], P pour le cluster P et M pour FeMo co).
(OldroydetDixon, 2014).

3 Le microsymbionte arachide

Le terme Rhizobium vient du grec Rhiza=racine et bios=vie et provient de la premiére
appellation au XI1Xeéme siécle du premier genre bactérien vivant dans le sol et pouvant
noduler les légumineuses. Les rhizobiums sont des bactéries de la famille des Rhizobiacées,
ils sont Gram négatifs, non sporulant, et ils apparaissent en forme de batonnets mobiles
(Figure 6). Ce sont des microorganismes aérobies de petite taille dont la température de

croissance optimale est de 28°C et le pH optimal estde 6 a 7.

Figure 6. Nodule d'arachide (Arachis hypogaea L.) (Réf élc 3).

3.1 Taxonomie des rhizobia

Les rhizobia sont des bactéries fixatrices d'azote qui forment des nodosités radiculaires
sur les plantes Iégumineuses. Ces symbiotes des Iégumineuses appartiennent a deux sous-
classes phylogénétiques distinctes : les o et B-protéobactéries. Plus de 100 espéces regroupées
en 13 genres : (i) 11 appartenant a la sous-classe a- Protéobactéries et comprenant les genres :
Rhizobium, Mesorhizobium, Ensifer actuellement Sinorhizobium, Bradyrhizobium,

10
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Phyllobacterium, Microvirga, Azorhizobium, Ocrhobactrum, Methylobacterium, Devosia et
Shinella. (ii) Deux genres appartenant a la sous-classe BProteobactéries, I'ordre des Burkholderiales
dont Burkholderia et Cupriavidus anciennement Ralstonia (Zakhia et delLajudie, 2001 ; Riberg et
al., 2003 ; Velazquez et al., 2017) (Tableau2).

Tableau? : Classification des rhizobia (Noel,2009).

Protéobactéries Espéces
Division |Genre Nombre | Représentatives Hotesrepreésentatives
R.leguminosarum P. sativum,Trifoliumetc.
R.etli Phaseolus,
Rhizobium 16 R.tropici Leucaena
B.japonicum Glycine,Vigna
Bradrhyzobium 7 B.elkanii Glycine
Alpha
Sinorhizobium(Ensifer) S.eliloti Medicago
11 S. fredii Glycine,Vigna
Azorhizobium 2 A.caulinodans Seshania
Mesorhizobium 11 M.loti Lotusspp.
Allorhizobium 1 A. undicola Neptunia
Methylobacterim 1 M.Nodulans Crotalaria Spp.
Devosia 1 D.neptuniae Neptunia
Ochrobacterim 1 O.lupinus Lupinus
Phyllobacterim 1 P. lupinii TrifoliumetLupinus
Burkholderia 5 B.phymatum Mimosa
Beta Cupriavidus
(Ralstonia) 2 C.taiwanensis Mimosa

11




Chapitre I : Revue bibliographique

3.2 Utilisation des rhizobia dans la lutte biologique

Les Rhizobia sont des microorganismes qui ont la capacité a coloniser les surfaces des
racines et a former des associations symbiotiques avec les plantes légumineuses (Ndoye,
1990). Non seulement ils jouent un rdle majeur dans la fixation biologique de I'azote, dans
I’amélioration de la croissance des plantes mais également réduisent l'incidence des maladies
dans diverses cultures (Gopalakrishnan et al., 2015). Les Rhizobia et leurs différents genres
ont un potentiel important pour controler la croissance de nombreux champignons
phytopathogenes (Chao,1990). L'activité antagoniste des Rhizobia est principalement
attribuée a la production d'antibiotiques, d'enzymes mycolytiques et de sidérophores dans des
conditions limitantes en fer (Figure7) ;(Ongena et al.,1999 ; Mishra et al., 2006). En plus de
la compétition et I’induction de résistances systémiques liées a la défense des plantes (El
badry et al., 2006).

A
Assimilation des minéraux |- A 2
- \} 1 7 Production de sidérophores
¥ ¢/ -
2 2
e } =
Fixation de mtrogéne # ~ 471 o - Seni
tion de mtrogene g | w | ([ /7 % Résistance systémique
7 1P £
P del 12| “\& 2 e -
romotion de la croissance g = g ;
_ o : e 3 5 Production d'antibiotiques
2 K
RN 7 =
Colonisation des J = | = Production d’enzymes
Tracines / o ') r ‘: Iv“qut\
v -
!
-~
Colonisation des racines }——" AJY e Rhizobacténe

Figure 7. Représentation schématique des mécanismes action directe et indirecte employes
par les RGPR (Ngomaet al.,2012).
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4  Les champignons Phytopathogenes
4.1 Définition de la phytopathologie

La phytopathologie se définit comme étant I’étude des microorganismes et des
facteurs environnementaux qui induisent des maladies chez les plantes, ainsi que I’étude des
meécanismes par lesquels ces différents éléments agissent. Cette science s’intéresse en plus,
aux méthodes de prévention et de contrble des maladies. En général, les maladies causées par
les insectes et les animaux supérieurs ne font pas partie de la phytopathologie (Knudsen
etDandurand.2013).

4.2 Lesgrands groupes des champignons phytopathogénes

4.2.1 Leschampignons a plasmode (Plasmodiophoromycota)

Ce sont des organismes dépourvus de paroi dans la majeure partie de leur cycle de
développement. Leur thalle est constitué d’un plasmode. Ils sont des parasites d’organes
souterrains chez lesquelles, ils provoquent souvent une hypertrophie ou une hyperplasie des
tissus infectés. Trois genres présentent des effets pathogénes directs sur la plante :
Plasmodiophora sp, Polymyxa sp et Spongosporasp. (MaalemetSansri.2014).

4.2.2 Les champignons a thalle unicellulaire ou filamenteux coenocytiques
Ces especes sont regroupeées au sein de 3 phylums :

-Oomycota : Ce sont caractérisés par un thalle constitué d’une masse de filaments,ramifiés

non cloisonnés. (Aouar.2012)

-Chytridiomycota : Il constitue un phylum avec une classe unique, les Chytridiomycétes.
Leurthalle est un mycélium ramifié et ils produisent des zoospores uni-flagellées. (Aouar,
2012)

-Zygomycota : Ce sont caractérisés par 1’absence des zoospores, trois ordres présentent un
intérét agronomique : Mucorales, Entomophthorales et Glomales (Aouar, 2012)

4.2.2.1 Ascomyceétes et les Deutéromycétes

-Les Ascomycetes : Ce sont des champignons a mycélium cloisonné dont les spores sexuées
seforment sur des asques. Les principaux taxons appartenant a ce phylum

sont:Archiascomyceétes, Pyrénomycetes, Loculoascomyceétes et Discomycetes (Aouar, 2012)
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-Les Deutéromycetes : Encore appelés champignons imparfaits, sont caractérisés par un
mycéliumsepté et par 1’absence de reproduction sexuée. Les principaux genres
phytopathogénes sont : Moniliales, Sphaeropsidales et Mélanconiales(Aouar, 2012).

4.2.2.2 Basidiomycetes

Ce sont des champignons caractérisés par la production de spores monocaryotiques,
haploides,appelées basidiospores, a 1’extérieur de sporocystes appelés basides. Sur le plan de
la systématique, on distingue : les Urédinomycétes, les Ustilaginomycetes, les
Hyménomycetes (Aouar, 2012).

4.3 Les phytopathogénes

Les anomalies du phénotype par rapport a la norme attendu portent le nom de
symptdmes. La pathogenése représente 1’ensemble des processus inducteurs de la maladie qui
aboutissent a I’expression des symptdmes. Ces derniers comportent essentiellement des

changements de couleurs, des altérations d’organes, des modifications anatomiques et des

altérations du métabolisme. En effet, il est possible de distinguer les maladies
phytopathogénes en deux grands types : les maladies parasitaires et non parasitaires (Semal et
Lepoivre, 2003).

4.3.1 Les maladies non parasitaires

Elles résultent d'une inadequation des conditions écologiques. Il peut s’agir de
problemes liés aux conditions climatiques, aux phénomenes de pollution ou a des problémes
nutritifs et la toxicité des pesticides (Lepoivre, 2003).

4.3.2 Les maladies parasitaires

Ce sont les maladies causées par l'action d'agents pathogénes (virus, bactéries,
champignons, protozoaires, etc.). Ces parasites sont généralement infectieux car ils
envahissent I'hdte et s'y multiplient et ce sont contagieux (Paul et Impens, 2003)

4.4 Les maladies fongiques des Arachides

Les maladies fongiques de 1’arachide (Arachishypogaeal..) ont fait I’objet
d’uneenquéte effectuée dans différentes régions dans le monde. La liste des agents
rencontrés aucoursdel’enquéte estdresséedans le Tableau 3 (Resplandyet al.,1954 ;
Sougnabe et Foko, 2003).
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Agents

Organeattaqué

Symptémes

Pircciniaarachidis

Feuilles,stipules,
tiges

Rouille

CercosporidiutnPersonarirt

n Feuilles,tiges Lésionsfoliaires
Cercosporaarachidicola Feuilles,tiges Lésionsfoliaires
Leplosphaerulinacrassiaca Feuilles Lésionsfoliaires
e

Phomaarachidicola Feuilles Lésionsfoliaires
Pesiuloliopsisarachidis Feuilles Lésionsfoliaires
Helminthosporiumsp Feuilles Lésionsfoliaires
Ascochytaarachidicola Feuilles Lésionsfoliaires
Allernariaarachidis Feuilles Lésionsfoliaires
Gloeosporiumsp. Feuilles Lésionsfoliaires
Cladosporiumsp. Feuilles Lésionsfoliaires

Sclerotiutnrovsii

Collets,tiges,feuille
s

Réseaumycélien,flétrisseme
nt

Aspergillusniger

Collets

Flétrissement

Borryodiplodiasp.

Collet,basedetiges

Flétrissement

Réseaumycélien,taches,

Rhizoctoniasolani Feuilles,tiges foliaires, flétrissement
Aspergillusflavus Plantules Fontedesemis
Fusarium dimeru(Sougnabe | Collet, Lésions et des

et Foko.2003)

lesracinestigelles

décolorationsfoliaires.

Macrophominaphaseolina
(Sougnabeet Foko.2003)

C_:ollet, lesracines,
tigelles

Des lésions petites, rondes,
brunes a noires
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes
1 Objectif

Le présent travail porte sur I’étude de I’antagonisme entre les champignons

phytopathogénes et les bactéries nodulants 1’arachides (Arachis hypogaea L.).

2  Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans cette eétude est forme des souches
phytopathogéne er des rhizobia nodulant I’arachide (arachishypogeae I.) provenant des

agrosystemes des régions de Ghardaia et Ouargla.

3 Méthodologie
3.1 Provenance des bacteries
Les quatre isolats de rhizobium utilisés dans cette étude (HBA1/EP72/SP32/EP1S2)
ont été récupérés a partir des nodules de I’arachide dans les régions de Ghardaia et
Ouargla, ces souches ont été fournis par Professeur Azib(Université de KASDI Merbah,
Algérie).

3.1.1 Revivification des bactéries

Les souches isolées ont été examinées sur milieu YEM (annexel) quant a leurs forme,

couleur et I’aspect des colonies selon Ahmad et al. (1984).

Les souches sont revivifiées par un repiquage successif sur milieu YEM dans des
boites de pétri a I’aide d’une anse de platine, et ensemencée, chaque souche bactérienne est
repiquée avec trois répétitions, et incubée a 28°C pendant 72 h.

3.1.2 Caractérisation Morphologique et physiologique

La morphologie des colonies a été caractérisée sur YEMA selon Ahmad et al. (1984)
sur la base de la couleur, forme et coloration de Gram. Bien que physiologique la
caractérisation a été déterminée comme suit ; par, l'effet de Température et salinite, la
résistance a antibiotiques,

3.1.3 Tolérance de température

La capacité des souches bactériennes a se développer a des temperatures élevées et
basses a été contrblée a 4, 37 et 50°C sur des plaques YEMA comme décrit par Maatallah et
al. (2002), Hung et al. (2005). La plaque témoin a été incubée a 28°C.
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3.1.4 Tolérance au sel

Pour la tolérance au sel, le milieu YEMA a été additionné de NaCl a 0,5, 1 et 2%, et
des isolats en croissance ont été observés aprés 72 heures a 28°C. Alors que le contrdle
YEMA contenait 0,1% de NaCl, [Sadowsky MJ, et al (1983)].

3.1.5 Résistance intrinséque aux antibiotiques

La resistance intrinséque a été déterminée sur YEMA contenant les antibiotiques

suivants : ampicilline, pénicilline G et amoxicilline.

L'antibiotique a été ajouté aseptiquement a du YEMAmedium stérile a une
concentration de 100 pg.ml-1, inoculé avec des bactéries et incubé pendant 3 jours a 28°C.
Les plaques de controle ne contenaient aucun antibiotique Alexandre et al (2006).

3.2 Provenance des champignons

Les souches fongiques utilisées dans ce travail ont été obtenues a partir des graines
fraiches de I’arachide juste apres récolte (présentant des symptomes de maladies) cultivées
dans la région de Ghardaia. Trois especes de champignons ont été identifiés a savoir :
Fusarium oxysporum B2S1, Cladosporium sp B1S2, Aureobasidium sp B1ES3. Les isolats
ont été identifiés selon leurs caractéres morphologiques, microscopiques et macroscopiques
selon Leslie et Summerell (2006), puis conservées.

3.2.1 Revivification des champignons

Les trois souches fongiques ont été revivifiée par un repiquage successif sur milieu
PDA(ANnnexe2) a I’aide d’anse de platine dans des boites de pétri a raison de trois répétitions
par souche, puis incubées a 28C° jusqu’a I’apparition des colonies. La pureté est controlée par

observation microscopique des cultures.

3.3 Tests d’antagonisme

In vitro Le test d’antagonisme a été effectué selon la technique décrite par Landa et
al. (1997) et Idris et al. (2007) ; entre les microorganismes isolés : les rhizobia nodulant

I’arachide et les champignons phytopathogenes.

L'effet antifongique des bactéries antagonistes est caractérisé par une inhibition
partielle ou totale de la croissance radiale du champignon réalise comme décrit par Buyer et
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al. (1989), sur le milieu YEM solide. Ce milieu mime relativement la composition minérale et
organique de la rhizospheére, ce qui permet I'évaluation des capacités compétitives des souches
de Rhizobium, envers les champignons phytopathogenes utilises dans ce travail.

3.4 Potentialités antagonistes in vitro des isolats
3.4.1 Méthode de confrontation directe bactérie/champignons en boite de Petri
L’évaluation du phénoméne d’antagonisme est réalisée vis-a-vis du Fusarium

Oxysporum, Aureobasidium sp et Cladosporium contre les BNL de [I’arachide. Les
champignons comme les espéces bactériennes proviennent de pré cultures en boites de Petri.
Selon la méthode de stries Un disque de champignon (Fusarium. Oxysporum ;
Aureobasidium. sp ; Cladosporium .sp) de 8 mm de diamétre est prélevé puis déposé a 1’aide
d’une pipette paster stérile dans le centre d’une boite de Petri contenant le milieu
YEM(Figure8).

N

Disque fongique

Strie de rhizobium

~

Figure 8. Représentation schématique de la méthode de strie utilisee pour les tests

d’antagonisme.

A 2cm de la pastille du Fusarium, Cladosporium, Aureobasidium, une souche
bactérienne est ensemencée en trait. Chaque souche bactérienne est confrontée au Fusarium

oxysporum et au Cladosporium sp. Et au Aureobasidium sp., a raison de 3 répétitions.

Le témoin consiste en une boite contenant une pastille du champignon de 8mm de
diamétre et ou I’inoculum bactérien est remplacé par de 1’eau distillée stérile (Dennis et
Webster, 1971 ; Wong et Baker, 1984 ; Weller et Cook, 1986 ; Inam-ul-Haq et al., 2003).
L’incubation des boites est faite a 28°C pendant 10 jours pour Fusarium. Oxysporum pour

Cladosporium sp.et pour Aureobasidiumsp.
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3.4.2 Meéthode de confrontation indirecte bactérie/champignons en boite de Petri

Cette technique consiste a confronter indirectement la souche bactérienne avec le
champignon phytopathogéne et évaluer 1’action antagoniste grace a I’action des substances
volatiles sécrétées par la bactérie testée. Dans cette technique, nous avons utilisés une culture
bactérienne liquide préparées dans des tubes a essais contenant milieu YEM(Annexel)
liquide inocules par une colonie bactérienne et incubées pendant 72 heures a 28°C sous
agitation 200tr/min, un volume de 100ul de la culture bactérienne prélevé a 1’aide d’une
micropipette a été ensemence par étalement dans des boites de pétri contenant du milieu
YEM.

Puis dans des conditions stériles son couvercle est remplacé par le fond d’une autre
boite contenant du milieu PDA (Annexe2), ensemence par une pastille de 8 mm de diametre
du champignon ; les 2 fonds de boites superposés sont scellés avec du parafilm afin d’éviter

toute déperdition de substances volatiles (Figure 9).

A gent

phytop atho gene

/

Parafilm

Milien de

culture

— T Bactérie
ENSEMENCEE par

frottage

Figure 9. Méthode de confrontation indirecte sur milieu de culture par action des substances
Volatiles entre les souches bactériennes et 1’agent phytopathogéne.

Dans la boite servant de témoin, I’inoculum bactérien est remplacé par de 1’eau
distillée stérile (Fiddaman et Rossall, 1993 ; Montealegre et al., 2003 ; Chaurasia et al., 2005 ;
Trivedi et al., 2006). L’incubation est faite a 28°C pendant 10 jours. La lecture des résultats se

fait comme décrit précédemment.
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3.4.3 Lecture de la croissance des champignons

La lecture résultats consiste a mesure la distance parcourue par les champignons dans
la boite a partir du disque Wanget al.,2002). L’évaluation du pourcentage d’inhibition de la
croissance des champignons a été calculé en utilisant la formule décrite par Whipps (1987) :
ou le pourcentage d’inhibition (%) = (R-r /R) x100.

r est le rayon de la colonie fongique en présence de la colonie bactérienne
R le rayon de la colonie fongique témoin.
3.4.4 Mise en évidence de sécrétion de substance inhibitrice

Selon les résultats obtenus de la confrontation direct et indirectentre les champignons
et les rhizobiums. Les boites sélectionnées pour ce teste sont celles marquées par la formation
des zones d’inhibition, ces derniéres sont mises dans un milieu dans le but d'étudier les types
de réaction antagoniste soit, c’est d0 & la production de substances inhibitrices ou bien c’est

du seulement & une compétition nutritive.

Cette technique est réalisée par le prélévement d’un disque de champignon provenant
d’une culture fraiche de 7 jours déposer au centre de la boite de Pétri contenant le milieu
YEM. Trois disques préleves a partir les zones d'inhibition ont été déposés dans les trois cotes

de la méme boite. Celles-ci sont ensuite incubées a 28 °C pendant 10 jours.

Photo 1. Mise en évidence de sécrétion de substance inhibitrice
3.4.5 Coloration et observation microscopique des champignons

L’étude macroscopique nous a permis de relever le diametre, la pigmentation et
I’aspect des colonies. Alors que I’étude microscopique par I’intermédiaire de la coloration,
nous a permis d’examiner la forme, le mode d’association et le résultat de la coloration des

champignons.
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Dans cette coloration nous avons utilisé le rouge congo et 1’eau distillée :

Rouge congo : Colorant des parois des cellules (boucles, hyphes, cystides, basides) ™
révélateur des milieux acides : il devient alors tout noir. Il s’utilise comme colorant de routine

: mise en évidence des gélifications (congophobie des hyphes gélifiées) (Lecomte, 2010).

L’eau distille : Premier milieu d’observation, et le seul capable de révéler tous les éléments
constituants (ils sont nettement mis en évidence par le contraste de phase, ou le DIC). Elle
doit étre préférée a I’eau du robinet, qui est souvent trés calcaire et peut générer des

précipités. (Lecomte, 2010).

Deux types de lames ont été préparées (avec coloration et sans coloration) sur les
lames une goutte soit d’eau distillé soit le rouge congo ont été déposes (voir annexe3).
Al’aide d’une anse de platine nous avons prélever une partie des extrémités des colonies des
champignons des trois types de confrontation direct, indirect et a partir des zones d’inhibition.
Le fragment de champignon a été bien étalé et mélangé avec 1’eau distillée et le colorant dans
le cas de I’observation avec coloration, ce qui nous permet d'avoir une bonne observation sous

le microscope.

Les lames préparées sont observées sous le microscope avec un grossissement x10
avec logiciel LAS EZ au niveau du laboratoire de la faculté de médecine de 1’université
KASDI Merbah, Ouargla.
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

1 Résultats
1.1 Résultat de I’antagonisme par confrontation directe sur boite de Petri

La confrontation directe de 4 souches de rhizobia nodulant 1’arachide (Arachis
hypogaea L) précédemment isolées et caractérisées avec trois especes de champignons
phytopathogenes (Fusarium oxysporum ; Aureobasidium sp ; Cladosporium sp.) sur milieu de
culture YEM ; nous a permis de mettre en évidence 1’aptitude des bactéries a inhiber jusqu’a
100% la croissance des pathogénes. Les résultats d’inhibition de la croissance des

champignons sont indiqués dans le tableau suivant.

Parmi les 4 souches de rhizobia testées, 1’inhibition des champignons est variable
d’une souche a I’autre (voir annexe 4), la plus petite inhibition a été obtenue contre le
champignon Aureobasidium avec 29.81% et la plus grande contre le Cladosporium avec
77.20% (Figure 10).

Inhibition%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%

10,00%

0,00%

Fusarium Cladosporium Aureobasidium

Figure 10. Histogramme représentant les pourcentages moyens d’inhibition de la croissance
des champignons par confrontation directe

1.1.1 Action des rhizobia sur le Fusarium Oxysporum

Les pourcentages d’inhibition les plus élevés de la croissance mycélienne de Fusarium
oxysporum sont obtenus avec les souches rhizobiennesB4 et B3 avec 67.82% et

100%respectivement (Figure 11). Les souches B2 et B1 présentent un pourcentage
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d’inhibition faible d’environ 35% pour le Fusarium oxysporum(Figure 11). Ces souches

rhizobiennes se sont révélées moins performantes que les d’autres souches.

7

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00% -
30,00%

20,00%
1000% pr—

0,00%

B1 B2 B3 B4

M Fusarium

Figure 11. Histogramme représentant les pourcentages moyens d’inhibition de la croissance
de Fusarium oxysporum confrontation directe.

1.1.2 Action des rhizobia sur Cladosporium sp.

L’action inhibitrice des souches bactériennes sur Cladosporium sp. Amontrer que les 4
souchesprésentent des résultats élevés et proches (Figure 12). Lasouche B4 a montré un
pourcenOtage d’inhibition de 72.82%, suivie par B2 avec 76.44%, B1 avec 78.26% etB3 avec
81.28% respectivement.

82,00%
£0,00%
78,00%
76,00%
74,00%

72,00%

pourcentage d'inhibition

70,00%

68,00% m Cladosporium
B1 B2 B3 B4

Figure 12. Histogramme représentant les pourcentages moyens d’inhibition de la croissance

de Cladosporium sp confrontation directe
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1.1.3 Action des rhizobia sur Aureobasidium sp

Les 4 souches bactériennes testées ont une action inhibitrice de lacroissance sur
Aureobasidium sp. Supérieure a 20%. Les pourcentages observés étaient de 25.28 % avec B3,
30.94% avec B1 et B2 et 32.07% avec B4 (figurel3).

35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%
B1 B2 B3 B4

M@ Aureobasidium inhibition%

Figure 13. Histogramme représentant les pourcentages moyens d’inhibition de la croissance

d’Aureobasidium sp. En confrontation directe

1.1.4 Reésultats de confrontation indirecte bactérie/champignons dans des boites de Petri

A partir des résultats obtenus de la confrontation indirecte (voir annexe 5), les

moyennes d’inhibition des souches bactériennes contre les trois champignons ont été tres
faibles avec des pourcentages qui varient entre 9% et 13.86% avec Fusarium oxysporum et
Cladosporium sp. Respectivement. Cependant, aucune inhibition n’a été observée avec
Aureobasidium sp. Les inhibitions obtenues étaient de 9.00 % avec B2 et de 13.86% avec
B1l(figure 14).
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Inhibition %
14,00%
12,00%
10,00%
8,00%
6,00%
4,00%

2,00%

h N
0,00%

Fusarium Cladosporium Aureobasidium

Figure 14. Histogramme représentant les pourcentages moyens d’inhibition de la croissance

des champignons par confrontation indirecte

Les 4 souches ont montré un effet antagoniste variable en fonction des champignons
testés contre le Fusarium oxysporum, il s’agit de : B1 avec3.10%, B2 avec25.19%, B3
avecl2.79%, B4 avecl4.34% (Figurel5) en les comparant au témoin. Le reste des

champignons, les souches a montré une inhibition remarquable et parfois nulle.

100,00%
90,00%
80,00%

5 70,00%

5 60,00%

£ 50,00% 37,36%

5 40,00%

830,00%

0% % 0% 0% 0%0,00%0%
-

inhibition% inhibition % inhibition %

Fusarium Cladosporium Aureobasidium

EB1 EB2 EB3 CB4

Figure 15. Histogramme représentant les pourcentages moyens d’inhibition de la croissance
des champignons de confrontation indirecte, pour le Cladosporium nous avons eux une
inhibition de 37% pour la souche B2, cependant aucune inhibition n’a été observée pour

["Aureobasidium.
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1.2 Mise en évidence des substances inhibitrices sécrétées.
1.2.1 Confrontation directe & partir des zones d’inhibition obtenues.

La confrontation directe des champignons avec les zones d’inhibition, obtenues a
partir du test précedent, a montré des résultats variables (voir annexe6). L’Aureobasidiumsp.
A été inhibé a 92%, suivie par Fusarium oxysporum avec 58.51% et Cladosporiumsp. Avec

36.92% respectivement (figure 16).

Inhibition %
100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%
Fusarium, Cladasperlum Aurgohasidium

Figure 16. Histogramme représentant les pourcentages moyens d’inhibition de la croissance
des champignons a partir les zones d’inhibition en confrontation directe.

1.2.2 Confrontation indirecte a partir des zones d’inhibition obtenues

La figure ci-dessous (17) n’a montré aucune inhibition entre I'efficacité des zones
d’inhibition et leur pouvoir d'antagonisme envers les champignons, sauf avec le

champignon Cladosporium sp. Ou I’inhibition est de 68.65 % (voir annexe7).

Inhibition %

70,00%

60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

R .

0,00%

Fusarium Cladosporium Aursobasidiym

Figure 17. Histogramme représentant les pourcentages moyens d’inhibition de la croissancedes

champignons a partir les zones d’inhibition de confrontation indirecte
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1.2.3 Résultats d’observation microscopique

Les observations microscopiques des hyphes de champignons confrontés vis-a-vis des
rhizobia dans la zone de contact entre ces dernieres et les champignons montre une lyse des
hyphes observeé pour le Fusarium oxysporum et le Cladosporium sp(photol) en réponse au
stress biologique provoqué par les rhizobia. Ce comportement des champignons (Fusarium et
Cladosporium) dans le cas de la confrontation avec les disques des zones d’inhibition est

probablement dd a la présence de molécule présentant une action lytique.
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Al : Témoin Fusarium A2 : Fusarium X B1 A3 : FusariumXB a partir les

zones d’inhibition

B1 : TémoinCladosporium B2 :Cladosporium X B1 B3 :Cladosporium X B1 apartir
les zones dinhibition

C1 :Temoin Aureobasidium C2 :AureobasidiumX B4 C3 :AureobasiumX B4 a partir
les zones d’inhibition

Photo 2 : Observation microscopique des hyphes des champignons phytopathogenes dans la
zone de confrontation avec les rhizobia (X100).

Ces résultats vont avec celui de Mannai et al. (2020), qui ont signalé une grande
altération des hyphes du champignons phytopathogéne dans les zones des contacts entre
Pythiumultimum et Burkholderiaglathei, exprimée par la lyse du mycélium et la formation des
cordes mycélienne malgré 1’absence d’inhibition significative in vitro. Par ailleurs, aucune

modification remarquable n’a été signalée pour I’ Aureobasidium sp.
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2 Discussion

Dans cette étude, I’intérét s’est porté en premier lieu sur ’activité antagoniste des
souches de rhizobia nodulant ’arachide et trois champignons phytopathogenes de la méme
plante a savoir : Fusarium oxysporum ; Cladosporium sp. Aureobasidium sp. Les résultats ont
montré une grande variation entre les champignons testés. Deux essais ont été réalisés, 'un a
partir de culture solide de rhizobiums dans la confrontation directe et I’autre a partir de culture
liqguide dans la confrontation indirecte. Dans un deuxieme temps, nous nous Sommes
intéresses a déterminer la production de métabolite secondaire dans le milieu par les rhizobia

testées

Les rhizobia sont des bactéries connues pour leur aptitude a coloniser les racines des
Iégumineuses et a créer une symbiose avec ces plantes. Cette symbiose est nécessaire pour la
fixation d’azote atmosphérique a travers la formation de nodules. Or la fixation d’azote n’est
pas la seule caractéristique des Rhizobia car elles ont aussi I’aptitude a stimuler la croissance
des plantes et a réduire I’incidence des maladies sur les cultures. L’activité antagoniste des
Rhizobia contre les pathogenes du sol est principalement liée a la production d’antibiotiques
(Chandra et al., 2007), a I’acide cyanhydrique (Martinez-Viveros et al., 2010), a certaines
enzymes mycolytiques (Sridevi et Mallaiah, 2008), aux siderophores, mais aussi a I’induction
de la résistance systémique chez les plantes et 1’amélioration de I’expression des génes de
défense chez la plante (Ramos et al., 1997). Dans la littérature, plusieurs especes de
rhizobiums ont été décrites comme des inhibiteurs naturels de certains agents pathogénes du
sol. Parmi ces espéces, on peut citer ; Rhizobium leguminosarum décrit par Singh et al.
(2010 ;Miloud 2018) contre Fusarium oxysporum chez le pois chiche, Rhizobium japonicum
décrit par Al-Ani et al. (2012) contre Macrophomina phaseolina et Fusarium solani chez le
soja, ainsi que d’autres espéces de rhizobia non identifiées contre Sclerotiumrolfsii,
Cylindrocladium parasiticum, Pythium sp. Etc. En réalisant un test d’antagonisme,
Essalmani et Lahlou (2002) avaient montré que Rhizobiumleguminosarum possédait une

action létale surles conidies de Fusarium oxysporum.

Dans une étude in vitro,lzallalen (1997;Kanouni2019) avait montré que le genre
Rhizobium a une activité antagoniste a I'encontre de Fusarium oxysporum, Aspergillus flavus,
Penicillium et Alternaria. Ces antagonistes (rhizobiums) manifestent des actions inhibitrices
et des modes d'actions différents vis-a-vis de ces pathogénes, soit par la production des
antibiotiques ou bien par une autre substance antifongique ou encore une compétition entre

eux.
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Apres les résultats obtenus de 1’antagonisme direct, montrent que pour les isolats les
plus performants ont une zone d’inhibition grande aucun contact physique avec le pathogene
n’a eu lieu, ce qui pourrai di a présence de métabolites antifongiques produits par les
bactéries (Montealegre et al., 2003). La différence entre les pourcentages d’inhibition de nos
souches suggére que le mode d’action et/ou le type de métabolite produit par les isolats peut
varier, mais aussi que les bactéries sont taxonomiquement différentes (Williams et Asher,
1996).

Les métabolites sécrétés par la bactérie peuvent agir sur le champignon
phytopathogéne comme fongistatique, inhibiteur de la germination, fongicide ou en lisant le
mycélium (Gloud, 1990). Selon Vining (1990), la production de ces métabolites secondaires

s’effectue durant la phase stationnaire de la bactérie.

A partir des résultats de la confrontation indirecte, les pourcentages d’inhibition des
souches bactériennes varient. Ceci montre que I’action des composés volatils sur la croissance
des champignons est moins importante que lors des confrontations directes. D’ailleurs, ces
résultats rejoignent ceux rapportés par Johnston (1967) avec. avenaceum (Fr.) Sacco. D'autre
par Antounet al. (1977), ont signalé que certaines substances volatiles produites par certaines
rhizobia n'affectent pas la croissance radiale des champignons phytopathogénes, les réactions

d'antagonismes observées seraient donc uniquement attribuables a la compétition nutritive.

Cependant, les composés volatils tels que ’ammoniac et le cyanure d’hydrogene
(HCN) sont produits par un grand nombre de rhizobiacée set jouent un grand role dans le
biocontrole.Brimecombe et al. (2001) et Alabouvette et al. (1993) ont démontré que
I’efficacité d’un agent de contréle biologique n’était pas due a un seul mécanisme mais a une

combinaison de différents modes d’action.

Nos résultats concordent avec ceux de Siddiqui et al. (2000), qui ont prouvé que la
réduction de la croissance fongique in vitro par certains rhizobiums et la formation des zones
d'inhibitions sont le résultat de la libération des métabolites, par les bactéries dans le milieu de

culture.

L’essai a partir de la culture liquide des rhizobia (confrontation indirect) a montré de
faibles inhibitions par rapport a la confrontation directe. Les champignons se sont bien
développés sur certaines boites. Ceci pourrait étre di a la faible concentration des bactéries.

Dans ce sens, Al-Ani et al. (2012) ont montré que plus la concentration du filtrat de la souche
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de Rhizobium japonicum est faible plus la croissance radiale du Fusarium solani et de
Macrophomina phaseolina est grande et plus le pourcentage d’inhibition diminue. Dans le
premier essai ou les rhizobia ont été ensemencé a partir de culture solide, les 4 isolats de

rhizobiums ont montré des résultats reproductibles, dont I’espéce Cladosporium sp.

Concernant les tests de confrontation entre les disques de champignons et les disques
prélevés des zones d’inhibition des confrontations directe et indirecte, les résultats obtenues
ont été trés variables d’une souche a une autre et d’un mode de confrontation a 1’autre. Dans
certaines boites I’inhibition a atteint 92% pour I'Aureobasdium sp.Dans le cas des disques de
la confrontation directe et de 68.65% vis-a-vis du Cladosporium sp. A partir des disques
prélevés des boites de la confrontation indirecte. Par ailleurs, aucune inhibition n’a été

signalée dans certaines biotes

Ces résultats sont en accord avec plusieurs d’autres études, qui ont montré que
I’inhibition de la croissance mycélienne des champignons in vitro par rhizobia étaient
probablement dues aux métabolites libérés par ces bactéries. 1l a été démontré que les rhizobia
examinés produisaient des protéases et lipopolysaccharides. Ces métabolites ont été impliqués
dans l'inhibition des champignons phytopathogenes, comme pour le Mesorhizobium lotiqui
sécrété un sidérophore de type hydroxamate,la souche a montré un fort effet antagoniste
contre Sclerotinia sclerotiorum, un pathogéne de la pourriture blanche de Brassica
campestris. La croissance de Sclerotinia sclerotiorum a été inhibée de 75% aprés une
incubation prolongée. De plus,une diminution drastique (99%) de l'incidence de la pourriture
blanche a été observée en raison de I'application de Mesorhizobiumloti MP6 (Chandra et al.,
2007). Ainsi Deshwal et al., (2003) ont remarqué une activité antagoniste des souches de
Bradyrhizobium (Arachis) sp. Issues de l'arachide contre Macrophomina phaseolina par la

sécrétion dessidérophores in vitro.
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Conclusion

Le travail présenté dans ce mémoire visait I'étude d'une stratégie de lutte biologique
envers les souches de champignons phytopathogénes précédemment isolés a partir de
I’arachide, par I’exploitation de l'effet bénéfique de certains souches rhizobiennes provenant

de la méme plante afin de déterminer leurs rdles bio protecteur envers les champignons.

A cet effet, 4 souches de rhizobia de I'arachide cultivée dans la région de Ghardaia et
Ouargla ont été testés sur 3 souches de champignons phytopathogenes : Aureobasidium sp.

Fusarium oxysporum, Cladosporium sp.

Le test de confrontation directe nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antagoniste des souches de rhizobia vis-a-vis des trois souches fongiques phytopathogenes.
En effet, la suppression des espéces fongiques est variable d’une souche a une autre. Les
pourcentages d’inhibition de la croissance fongique obtenues sont évalués al00% pour le
Fusarium oxysprum,81.28% pour Cladosporium sp.,32.07% pour Aureobasidium sp. A partir
la confrontation directe. Par ailleurs, les pourcentages de la confrontation indirecte montrent
une tres faible inhibition évaluée a 13.86% pour Fusarium oxysporium,9% pour

Cladosporium sp. Aucune inhibition n’a été observée pour 1’Aureobasidium sp.

Au terme de cette étude, Les mecanismes d'action impliqués dans l'antagonisme
observés sont variés. En effet, les essais in vitro ont démontré que certaines souches ont une
activité antifongique envers certaines souches fongique, d’ou l’intérét d’identifier les
molécules impliquées dans cette activité antifongique. L’exploitation de nos résultats dans de
prochains travaux de recherches s’avére d’un tres grand intérét., tout d’abord par
I’identification moléculaire des bactéries et I’extraction et I’identification des substances
antifongique sécretées par les rhizobia afin de déterminer avec exactitude ces molécules

inhibitrices.
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Annexe

Annexe 1:

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

YEM (Yeast Extract-Mannitol, Vincent, 1970)
Les composants Quantité (g/l)
PDA 39.0¢

Eau distiller 1.0 litre
Annexe 2:

Milieu YEM (Yeast Extrait Mannitol Agar)

YEM (Yeast Extract-Mannitol, Vincent, 1970)
Les composants Quantité (g/l)
K2HPO4 0.5

MgSO4, 7 H20 0.2

MgS04, 7 H20 0.1

Extrait de levure 0.6

Mannitol 10

Annexe 3 :

.

3.

= _' R —-‘:.
- -sﬂl A

Photo 1. Les deux types de coloration dans les lames prépares
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Annexe 4 : Photo 2. La confrontation directe sur les boites des pétri

Témoin

Rhizobium /Champignon

EP72/Fusarium Oxysporum

SP32/Fusarium Oxysporum

EP1S2/Fusarium Oxysporum

F

EP1S2/ Cladosporium

Témoin Aureobasidium

HBAZ1/Aureobasidium

EP72/ Aureobasidium

SP32/ Aureobasidium

EP1S2/ Aureobasidium
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Témoin Rhizobium /Champignon

EP72/Fusarium Oxysporum SP32/Fusarium Oxysporum EP1S2/Fusarium Oxysporum

Témoin Cladosporium HBAZ1/Cladosporium EP72/ Cladosporium SP32/ Cladosporium

L . HBAZ1/Aureobasidium EP72/ Aureobasidium SP32/ Aureobasidium EP1S2/ Aureobasidium
Témoin Aureobasidium

Annex 5 : Photo 3 : la confrontation indirecte sur les boites de pétri
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Annexe 6 : Photo 4 : Confrontation directe a partir des zones d’inhibition obtenues

Témoin

Rhizobium /Champignon

Témoin Fusarium

SP32/ Cladosporium

EP1S2/ Cladosporium

Témoin Aureobasidium

HBAZ1/Aureobasidium

EP72/ Aureobasidium
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Annexe 7 : Photo5: Confrontation a partir des zones d’inhibition obtenues

Témoin

Rhizobium

Témoin Fusarium

EP72/Fusarium Oxysporum

SP32/Fusarium Oxysporum

EP1S2/Fusarium Oxysporum

Témoin Cladosporium

EP72/ Cladosporium
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Interaction entre les rhizobia nodulant ’arachide (arachis hypogaea |.) et quelque champignons
phytopathogene

Résume :

Cette étude a été réalisée pour évaluer I'effet antagoniste de 4 souches de Rhizobia isolées a partir des
nodosités de 1’arachide obtenue de la région de Ghardaia et Ouargla envers trois souches des
champignons Fusarium oxysporium, Cladosporium sp, Aurecbasidium sp, isolés a partir des plantes
infectées. Les souches ont été revivifiéepuis confrontés directement et indirectement aux souches
antagonistes de Rhizobia & une température de 28° C sur milieu YEM. Les résultats obtenus aprés 10
jours d’incubation, ont montrées que les Rhizobiums inhibent la croissance mycélienne. Les
pourcentages d’inhibition varient entre 20 et 100 %. Le Fusarium oxysporum a été inhibé par 46.99% des
rhizobia, Cladosporium sp. Par77%, et [’ Aureobasidium sp. Par 29.81%.

Ainsi, nous avons remarques la présence de plusieurs mécanismes d’inhibitions impliqués par les
rhizobia vis-a-vis des champignons testés qui affectent fortement la croissance des champignons
phytopathogénes, a savoir ; la compétition nutritionnelle, la sécrétion des substances inhibitrices diffus dans le
milieu de culture et la production des composés volatils.

Mots clé : antagonisme ; rhizobia ; champignons phytopathogenes ; arachide ; inoculation.

Intera between rhizobia nodulating peanuts (arachis hypogaea I.) and some phytopathogenic Fungi

Summary This study was carried out to evaluate the antagonistic effect of 4 strains of Rhizobia isolated from
nodules of peanuts obtained from the region of Ghardaia and Ouargla against three strains of the fungi Fusarium
oxysporium, Cladosporium sp, Aureobasidium sp, isolated from infected plants. The strains were revived and
then directly and indirectly confronted with the antagonist strains of Rhizobia at a temperature of 28 ° C. on
YEM medium. The results obtained after 10 days of incubation showed that Rhizobia inhibit mycelial growth.
The percentages of inhibition vary between 20 and 100%. Fusarium oxysporum was inhibited by 46.99% of
Rhizobia, Cladosporium sp. By 77%, and Aureobasidium sp. By 29.81%.

Thus, we noticed the presence of several inhibitory mechanisms involved by rhizobia vis-a-vis the tested fungi
which strongly affect the growth of phytopathogenic fungi, namely; nutritional competition, the secretion of
inhibitory substances diffuses into the culture medium and the production of volatile compounds.

Keywords: antagonism; rhizobia; phytopathogenic fungi, peanuts; inoculation.
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