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RESUME

Les maladies fongiques constituent une menace majeure pour la production agricole
mondiale, pouvant causer des pertes estimées entre 10 et 23%. Par ailleurs et en dépit de
I’utilisation des fongicides chimiques, la lutte biologique utilisant les agents de lutte biologique
(ALBs) perd leur efficacité due a des épisodes de sécheresse prolongées. Le présent travail a
pour objectif d’isoler et d’évaluer le potentiel antagoniste des bactéries de la rhizosphére
d’Azadirachta indica (neem) présent dans la zone semi-aride de 1’extréme nord Cameroun en
vue de détecter des ALBs plus résilients. Pour y parvenir, 1’isolement des bactéries
rhizosphériques a été réalisé sur gélose nutritive puis, criblés pour leur potentiel antagoniste
contre Fusarium verticillioides, Macrophomina phasoelina et Aspergillus flavus. Les isolats
retenus ont été soumis aux tests de confrontation directe et indirecte afin de quantifier leur
pouvoir antagoniste. Ensuite, ’efficacité des meilleurs ALBs a été évaluée in planta vis-a-vis
de F. verticillioides. Les parametres de croissance, physiologiques, biochimiques ainsi que ceux
liés a I’infection ont été évalués par mesure directe et par spectrophotométrie. Les résultats
révelent un total de 53 isolats de rhizobactéries parmi lesquels, 14 ont été sélectionnés pour leur
activité inhibitrice contre les 03 phytopathogenes en étude. En confrontation directe, les ALBs
SZ1 et SZ12 ont montré un fort potentiel antagoniste, culminant a 95% tandis qu’en
confrontation indirecte, les isolats SZ12 et SZ15 se sont avérés plus performant avec des taux
d’inhibitions respectifs de 97,95% et 97,53% vis-a-vis des phytopathogénes testés. Le pré-
traitement des graines par les ALBs a entrainé une augmentation de 66,7% a 90,66% des
différents parametres de croissance tels que les longueurs et biomasses fraiches et séches des
parties aériennes et racinaires des plantules par rapport aux graines infectées et non traitées (F.
verticillioides seul). L’ALB SZ1 s’est démarqué avec des taux de protection des graines de
66,5%, ainsi que des augmentations des teneurs en chlorophylle et caroténoides respectives de
111,1% et 646,83%. Parallélement, 1’isolat SZ1 a entrainé une réduction des teneurs en PAL
(32,39%), PPO (19,48%) et proline (1,8%) par rapport aux plants infectés non traités. Les
résultats ainsi obtenus suggerent que les ALBs issus d’Azadirachta indica en occurrence I’isolat
SZ1 pourrait constituer une base prometteuse pour le développement d’un biopesticide efficace

et adaptable aux stress environnementaux liés au changement climatique.

Mots clés : Maladies fongiques, rhizobactéries, sol semi-aride, lutte biologique.
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ABSTRAT

Fungal diseases represent major threat to global agricultural production, causing
estimated yield losses of 10 to 23%. Despite the widespread use of chemical fungicides,
biological control agents (BCAs) often lose effectiveness under prolonged drought episodes.
This study aimed to isolate and evaluate the antagonistic potential of rhizobacteria associated
with Azadirachta indica (neem) in the semi-arid region of Far North Cameroon. The
rhizobacteria were isolated on nutrient agar and screened for antagonistic activity against
Fusarium verticillioides, Macrophomina phaseolina, and Aspergillus flavus. The antagonistic
isolates were subjected to direct and indirect confrontation assays to quantify their antagonistic
potential. The most promising isolates were further assessed in planta against F. verticillioides.
Agro-morphological, physiological, and biochemical parameters, as well as disease-related
traits, were evaluated through direct measurements and spectrophotometry. 53 rhizobacterial
isolates were obtained, of which 14 exhibited inhibitory action against the three phytopathogens
studied. Isolates SZ1 and SZ12 displayed strong direct antagonistic effects, culminating at 95%,
while in indirect confrontation, isolates SZ12 and SZ15 were most effective, with inhibition
rates of 97.95% and 97.53%, respectively. Seed pretreatment with BCAs enhanced growth
parameters by 66.7-90.66%, including shoot and root length as well as fresh and dry biomasses,
compared to infected untreated controls (F. verticillioides alone). Isolate SZ1 was particularly
effective, conferring 66.5% seed protection and significantly increasing chlorophyll (111.1%)
and carotenoid (646.83%) contents. Moreover, SZ1 reduced PAL (32.39%), PPO (19.48%),
and proline (1.8%) levels relative to infected untreated plants. Overall, these findings suggest
that isolate SZ1, recovered from Azadirachta indica, represents a promising candidate for the
development of effective biopesticides with enhanced resilience to environmental stresses

associated with climate change.

Keywords: Fungal diseases, rhizobacteria, semi-arid soil, biological control
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INTRODUCTION

L'insécurité alimentaire est une préoccupation mondiale et une réalité visible pour la
plupart des habitants des pays a revenu faible et intermédiaire (FAQ, 2022). Cette dernicre est
devenue un probléme mondial urgent qui affecte l'alimentation, la santé et le bien-étre humain
(Lee, 2013 ; Gundersen et al., 2015). Environ 2,3 milliards de personnes, soit 29,3% de la
population mondiale sont en situation d’insécurité alimentaire grave ou modéré (FAQ, 2023).
En Afrique, pres de 56% de la population est également confrontée a une insécurité alimentaire
grave ou modérée (FAQO, 2023) due a une indisponibilit¢ d'aliments de qualité nutritive

(Gundersen et al., 2015).

Toutefois, 1'acces limité et incertain d'aliments de qualité démontre que, la production
agricole fait face a deux contraintes majeures a savoir le stress abiotique qui conduit a de
diverses restrictions environnementales telles que la sécheresse, I'alcalinisation sodique, la
salinité, les fluctuations de température et I'exposition aux métaux lourds ( Tiwari et al., 2021
; Chen et al., 2023) et le stress biotique regroupant les virus, les bactéries, les insectes, les
nématodes et les champignons phytopathogeénes qui représentent 1'une des principales causes
des maladies des plantes (Abdhelmid, 2022). A I’échelle mondiale, ces derniers occasionnent
des pertes de rendements agricoles allant de 10 a 23% ( Eva et al., 2023 ).C'est le cas
d’Aspergillus flavus qui a entrainé des baisses de rendement allant de 30 & 39% tant en pré-
récolte qu’en post-récolte des cultures d’arachides (Acur et al., 2020), de Macrophomina
phasoelina qui a provoqué des pertes allant a 100% des cultures d’arachides (Marquez et al.,
2021), et de Fusarium verticillioides qui a entrainé des baisses de rendement allant de 13 a 70%

chez les cultures de mais (Benjamin et al., 2024).

Pour faire face a ces champignons phytopathogeénes, les agriculteurs font recours a
plusieurs méthodes parmi lesquelles I’usage des fongicides chimiques, efficaces, mais posséde
des effets néfastes sur la santé humaine et I’environnement ; de plus ’utilisation répétée de ces
substances conduit a 1’apparition d’une résistance chez les phytopathogénes (Liu ez al., 2023).
Par ailleurs certains agriculteurs se réferent plutét a 1’utilisation des agents de lutte biologique
a I’instar des biofongicides fait a base d'huile essentielle de cannelle, de clou de girofle (Raveau
et al., 2020) ou de microorganismes tels que les champignons et les bactéries (Whipps et al.,
2008 ) c'est le cas de Coniothyrium minitans, Trichoderma asperellum, Bacillus mojavenis et
Bacillus subtilis utilisés  respectivement dans le contrle biologique de Sclerotina

slerotiorum et de Fusarium oxyporum (Whipps et al., 2008 ; Camele et al., 2019 ; Bajsa et
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Fabiano, 2023). Bien que du point de vue de I’environnement et de la santé, les agents de lutte
biologique ont été proposés comme 1’une des alternatives les plus prometteuses aux produits
chimiques de synthése, leur efficacité reste fortement limitée par les phénomenes de
changements climatiques. (Anokhe et al., 2024) En effet, ces changements climatiques
entrainent une modification d’interaction entre la plante et I’agent de lutte biologique induisant
ainsi une production accrue de composes chimiques de défense chez la plante en réponse au
stress subit. Tous ceci, conduit & une réduction des nutriments nécessaire a la survie de I’ALB
impactant son métabolisme et par conséquent, sa capacité a lutter efficacement contre les
phytopathogénes (Sun ez al., 2020). Face a ces défis posés par les conditions de changement
climatique a I’instar des périodes de sécheresse plus longue, il est essentiel d’identifier des
agents de lutte biologique capable de résister aux conditions de changement climatique et dont
I’efficacité persiste en ces conditions (Takishita et al., 2021). L’une des pistes serait 1’'usage
des bactéries provenant de la rhizosphere des sols semi arides. En effet, ces bactéries sont
recrutées via des mécanismes de signalisations spécifiques impliquant les exsudats racinaires
produits par la plante en réponse stress subit (Fourneau et al., 2024). Ce processus d’attraction
permet aux rhizobactéries de se fixer autour des racines de la plante et de stimuler la croissance
de celle-ci par divers mécanismes tant directs qu’indirects (Bibi et al., 2023). De maniere
directe, ces bactéries améliorent la production et le rendement des cultures en augmentant la
biodisponibilité des micros et macro nutriments chez les plantes a travers la fixation de I'azote,
la solubilisation du phosphate, du potassium, ainsi que la séquestration du fer (Bashan et al.,
2005 ; Bhattacharyya et Jha, 2012). De plus elles stimulent, la croissance et de
développement des racines conduisant a une amélioration de la rétention d'eau a travers la

production de phytohormones tels que 1’acide indole acétique, la cytokinine et la gibbérelline.

D’autres part elles agissent indirectement comme agents de lutte biologique en protégeant la
plante contre divers phytopathogénes en induisant une résistance systémique a travers la
stimulation de plusieurs enzymes de défense notamment la Phenyalanine ammonia lyase et la
Poyphénol oxydase (Murali et al., 2021) par laquelle le systétme immunitaire de la plante est
prépareé a répondre plus efficacement aux attaques ultérieures (Olenska et al., 2020 et Shah et
al., 2021). Elles produisent également des antibiotiques et synthétisent des enzymes
hydrolytiques contre les pathogenes des racines des plantes (Shah et al., 2021). A ce sujet,
différents auteurs ont pu démontrer le pouvoir antagoniste de quelques rhizobactéries isolées
des sols semi-arides c'est le cas Asnake et al. (2024) qui ont démontré que les rhizobactéries

Bacillus pumillus et Bacillus megaterium isolées de la rhizosphére des sols semi -arides de

Mémoire de Master Il en Biochimie rédigé par CHUIDJANG NOULA LETICIA




Potentiel antagoniste des rhizobactéries d’Azadirachta indica contre trois champignons
phytopathogénes

I’arachide en Ethiopie présentaient une activité inhibitrice de 38% et 46% contre Fusarium
oxyporum et posseédaient une capacité a prospérer dans un milieu a disponibilité hydrique
limitée. De méme, Silva et al. (2020) ont prouvé que Streptomyces griseus isolée des sols semi-
arides du Brésil possédaient une activité antagoniste contre Fusarium verticillioides.
Néanmoins, a notre connaissance, les bactéries isolées de la rhizosphére d’Azadirachta indica,
une plante endémique des zones arides n‘ont pas encore été investiguées pour leur capacité a
inhiber la croissance des champignons phytopathogeénes. D'ou I’hypothése selon laquelle, les
bactéries isolées de la rhizosphére d’Azadirachta indica présent dans la zone semi-aride de
I’extréme nord Cameroun ont un effet antagoniste contre les champignons phytopathogénes.
C’est dans cet ordre d’idée que s’inscrit le présent travail dont I’objectif général était d’isoler
et d’évaluer le potentiel antagoniste des bactéries de la rhizospheére d’Azadirachta indica (neem)
présent dans la zone semi-aride de I’extréme nord Cameroun contre les phytopathogenes
Fusarium verticillioides, Macrophomina phasoelina, Aspergillus flavus associés a la pourriture

des cultures de mais et d’arachide.
Spécifiquement il s'agissait :
-D’isoler les bactéries de la rhizosphere du neem (Azadirachta indica).

- D’évaluer le potentiel antagoniste in vitro des isolats bactériens obtenus contre trois

champignons phytopathogénes d’intérét agricole : F. verticillioides, M. Phasoelina, A. flavus

- De vérifier le potentiel antagoniste in planta des meilleures rhizobactéries vis-a-vis F.

verticillioides.
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CHAPITRE1 : REVUE DE LITTERATURE

I.1. Les champignons phytopathogénes
I.1.1. Généralité sur les champignons phytopathogénes

Les champignons représentent un groupe hétérogene de microorganismes pluricellulaire
ubiquistes qui peuvent se développer a 1’état saprophyte ou parasite sur de nombreux substrats
(Bennett et al., 2003). Les champignons phytopathogénes ou dites telluriques constituent un
groupe d’organismes microscopiques hétérotrophes, présentant des structures et des
caractéristiques biologiques extrémement diversifiées (Kirk et al., 2001). Ils sont a I’origine de
la plupart des maladies cryptogamiques chez les plantes et sont capable d’infecter n’importe
quel tissu de la plante, de la racine au fruit, et quel que soit le stade de croissance de la plante
(Abdelkader, 2012). La plupart des champignons phytopathogenes peuvent produire des
mycotoxines qui provoquent divers symptomes d'infection chez les plantes (Boudih, 2011).
Leur reproduction est complexe, reflétant leur hétérogénéité. Elle peut étre sexuée «
téléomorphe » qui est un mode de reproduction dit « parfait », ou asexuée « anamorphe » qui
se fait par bourgeonnement, fission binaire, fragmentation ou par formation de spores, ce mode

de reproduction est dit soit « imparfait » ou « végétatif » (Lepoivre, 2003).
On distingue ainsi cing grands groupes de champignons phytopathogénes (Corbaz, 1990) :

e Archimycétes : qui sont des champignons trés primitifs, liés a la présence d’eau, grace

aux zoospores flagellées qui ne se trouvent que dans la terre (Corbaz, 1990).

e Phycomyceétes ou siphomycetes : ce sont des champignons primitifs a thalle en forme
de tubes non cloisonnés, a cellules reproductrices flagellées, aquatiques. Certaines moisissures
sont des phycomyceétes saprophytes ; elles attaquent les aliments, le linge, le cuir (Doucet,
2008).

e Ascomycetes : ils possedent un mycélium cloisonné ; les spores sexuées sont formées
dans un sac, I’asque, situe au centre d’un réceptacle foncé appelé périthece ou apothécie selon
la forme. Les spores asexuées se trouvent soit en surface, soit a I’intériecure de divers réceptacle

dénommeé pycnides ou acervules (Corbaz, 1990).

e Basidiomycetes : ils possédent aussi un mycélium cloisonné. Les spores sexuées ou
basidiospores sont formees au sommet des basides, homologue des asques. Les basides ne sont

pas enfermées dans des réceptacles mais se trouvent en surface (Corbaz, 1990).
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e Deutéromycéte ou champignons imparfait : ils sont caractérisés par un mycélium septé
et qui groupent tous les champignons dont on connait que la phase végétative ou qui n’ont pas

de phase sexuée (Doucet, 2008).

I.1.2. Impact économique di aux champignons phytopathogénes

Depuis des siécles, le secteur agricole mondial est régulierement menacé par les
maladies fongiques qui représentent une menace majeure pour l'agriculture mondiale,
provoquant des pertes économiques considerables chaque année. Selon I'Organisation des
Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture (FAO, 2019), les maladies des plantes, y
compris celles causées par des champignons, entrainent des pertes annuelles d'environ 550
milliards de dollars pour I'économie mondiale, entrainant une diminution de 20 a 40 % de la
production agricole. En particulier, les champignons phytopathogénes contribuent a une
diminution pouvant atteindre 20 % des rendements agricoles mondiaux, ce qui pourrait nourrir
jusqu’a 600 millions de personnes par an (Anonymous, 2017). Celles-ci affectent au moins 125
millions de tonnes de cing cultures essentielles comme le blé, le riz, les pommes de terre, le

mais et le soja les plus cultivées a travers le monde (Academic press, 2016)

I.1.3. Cycle d’infection des champignons phytopathogénes
Les spores des champignons sont omniprésentes dans 1’air, elles sont transportées par le

vent ou par les insectes (figure 1), par ces différents moyens elles se fixent sur les plantes.

Une fois fixée, elles pénétrent les tissus de maniére naturelle ou en profitant des
blessures causées par des insectes, des outils agricoles ou méme d'autres pathogénes, ce qui
crée des points d'entrée vulnérables pour les champignons. Lorsque que les conditions leurs
sont favorable ils produisent des enzymes pour décomposer les parois cellulaires et faciliter leur
pénétration c’est ainsi qu’ils se développent, se nourrissent des tissus de la plante et entrainent
la destruction de celles-ci ; cela entraine des symptdmes visibles comme les feuilles nécrosées,

les rameaux tachés et les pourritures etc... (Nasraoui, 2006).

5
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Figure 1:Cycle d’infection des champignons phytopathogénes (Nasraoui, 2006)

I.1.4. Quelques champignons phytopathogenes affectant les cultures
1.1.4.1. Fusarium

1.1.4.1.1. Description

Fusarium est un champignon filamenteux appartenant a l'embranchement des
Ascomycetes (Ascomycota) (Leslie et Summerell, 2006). 1l forme un mycélium cloisonné et
ramifié, et posséde des conidiophores produisant des conidies en forme de fuseau (Leslie et
Summerell, 2006). Il forme également des péritheces contenant des ascospores (Xu et
Nicholson, 2009). Ce pathogéne hautement agressif infecte une large gamme d'héte incluant
les cultures agricoles (blé, malis, riz, soja, coton, fruits et Iégumes), les plantes ornementales et
forestieres, les animaux et les aliments stockés. Sa dissémination se fait principalement par voie
aérienne via des conidies et d'ascospores trés résistantes (Leslie et Summerell, 2006 ; Xu et
Nicholson, 2009), causant des flétrissements et des pourritures racinaires chez de nombreuses
espéces vegetales (Xu et Nicholson, 2009 ; Aylor, 2017). Son développement est favorise par
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des températures modérées (20-30°C) et une forte humidité. Ce phytopathogéne infecte plus
facilement les plantes affaiblies ou stressées au niveau racinaire (Heit, 2015). La résistance de

ses spores aux traitements chimiques rend sa lutte difficile (Summerell, 2019).

1.1.4.2. Aspergillus
1.1.4.2.1. Description

Les champignons du genre Aspergillus sont des moisissures cosmopolites,
omniprésents, appartenant a 1’embranchement des Ascomycétes (Samson et al., 2014). Ce
dernier peut se développer sur différents substrats tel que la matiére organique décomposée, le
sol, le compost, les fruits etc... (Morin et al., 1994). Formé d’un mycélium filamenteux
cloisonné et ramifié, il se reproduit asexuellement par des conidiophores portant des tétes de
conidies caractéristiques en forme de "goupillon”, et sexuellement par la formation de
cléistothéces contenant des ascospores (Houbraken et Samson, 2011 ; Samson et al., 2014).
Ce champignon peut infecter une grande variété d'hotes, incluant les cultures agricoles (blé,
mais, noix, arachides), les denrées stockées (céréales, fruits secs, produits laitiers) et,
occasionnellement, les humains (infections opportunistes) (Latgé, 1999 ; Perrone et Gallo,
2017).

Dans des conditions environnementales favorables, Aspergillus peut contaminer les
récoltes en champ et les produits stockés dans les silos ou les greniers, certains d’entre eux
produisent également des métabolites toxiques appelés mycotoxines (Gauthier, 2016). Parmi
les nombreuses espéces, Aspergillus flavus et Aspergillus niger sont particulierement
importants car ils causent des maladies des plantes entrainant des réductions de rendement
pouvant atteindre 50 % (Pal et al., 2014).

1.1.4.3. Macrophomina
1.1.4.3.1. Description

Macrophomina phasoelina est un champignon ascomyceéte de la famille de
Botryosphaeriaceae. Il est caractérisé par des hyphes hyalins a parois minces de couleur brun
clair ou brun foncé (brun noir) avec des cloisons. Il peut présenter une grande hétérogénéité
dans la couleur du mycélium, la distribution des microsclérotes et la formation des pycnides.
Ce champignon est un champignon généraliste du sol présent partout dans le monde. Il affecte
au moins 500 especes de plantes dans plus de 100 familles et provoque des maladies telles que
la pourriture des tiges et des racines, la pourriture charbonneuse et la brulure des semis. Sous

des températures élevées et a une faible humidité du sol, ce champignon peut provoquer des
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pertes de rendement substantielles des cultures telles que le soja, le sorgho, et d’arachide. La
large gamme d’hotes et la forte persistance de M. phasoelina dans le sol sous forme de micro

sclérotes rendent la lutte contre la maladie difficile (Marquez et al., 2021) .

1.2. Moyens de lutte
1.2.1. Méthodes culturales

Les pratiques culturales influencent significativement le développement des maladies
des plantes en modifiant les conditions environnementales (pH, température, humidité du sol).
Des techniques comme la fertilisation, l'irrigation, I'aménagement des cultures, le travail du sol
et I'amélioration générale des conditions de croissance peuvent contribuer a leur réduction
(Maufras, 2001 ; Hosford, 2012). L'irrigation, par exemple, peut avoir des effets contrastés :
des études ont démontré une plus forte incidence de Phytophthora avec l'irrigation par rigole,
impactant négativement la rentabilité de la culture du poivron. La rotation des cultures est une
méthode particulierement efficace contre les maladies racinaires causées par des champignons
tellurigues comme Fusarium et Verticillium (Guyader, 2020 ; Lepoivre, 2003). Néanmoins,
sa mise en ceuvre peut s'avérer complexe et ne garantit pas systématiquement une productivité

optimale (Tran et al., 2021).

1.2.2. Approche transgénique

Les pratiques d'innovations ont été utilisées pour modifier génétiqguement les plantes
afin d'améliorer leur valeur nutritionnelle, la qualité des cultures et leur résistance contre divers
ravageurs (Singh et al., 2017). Divers génes provenant de différentes sources ont été utilisés
pour transformer les plantes en variétés résistantes aux fongiques. A cet effet, les enzymes
obtenues en dégradant la chitine cellulaire dans les pathogénes sont utilisées comme mécanisme
de défense. Les plantes transgéniques développées avec des génes de chitinase ont montré une
résistance aux infections fongiques. D'autres genes, tels que la chitinase (chil) de Rhizopus
oligosporus et la chitinase (RCC2) de riz dans le chrysanthéme résistant a la moisissure grise,
ont également montré une résistance contre certains phytopathogenes (Singh et al., 2017).
Cependant, cette technique aurait un impact sur la diversité des cultures ainsi que sur la diversité
des microorganismes bénéfiques a la croissance de la plante et pourrait contribuer au

développement de la résistance chez les microorganismes nuisibles (Ubalua, 2009).

1.2.3. La lutte chimique
La lutte chimique est une méthode utilisée pour lutter contre les phytopathogénes

(Leroux et al., 2003). Elle est basée sur l'application de fongicides congus pour deétruire,
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affaiblir ou repousser les organismes nuisibles (Ajouz, 2009). Ces produits ont généralement
un effet fongistatique ou fongicide. Comme fongicides utilisés on citera les strobilurines, le
metsulfuron-methyl qui agissent en inhibant la synthése de I’ATP chez les fongiques
géneralement utilisées dans le contréle de Zymoseptoria tritici, agent responsable de la
septoriose du blé (Torriani et al., 2009), les mancozebes généralement utilisés dans le contrdle
des champignons du genre Alternaria, Fusarium qui inhibe la synthése des protéines et des
acides nucléiques dans les cellules fongiques. Cependant, bien qu’étant la méthode la plus
utilisée, et malgré son efficacité, ils ont un impact négatif sur I'environnement et la santé

humaine et peuvent entrainer des espéces résistantes dans le temps (Liu et al., 2023).

1.2.4. Lutte biologique

La lutte biologique fait référence a une réduction ou a une suppression des activités et
des populations d'un ou plusieurs agents pathogénes des plantes grace a l'utilisation d'agents
biologiques, pour la protection des plantes. A cette fin, plusieurs organismes vivants appelés
agents de lutte biologique (ALB) sont utilisés pour contrdler plusieurs agents pathogeénes des
plantes ainsi que les maladies causées par ceux-ci (Hajek et Eilenberg, 2018). On pourra citer
: les levures, les virus, les actinomycetes, les champignons et les bactéries qui sont généralement
utilisés comme ALB et ont un large éventail d'actions sur les agents pathogénes des plantes
(Guetsky et al., 2002). Les ALBs sont recommandés dans la gestion intégrée des maladies des
plantes en raison de leur capacité a éviter les maladies avec des niveaux de gravité €élevés, en
réduisant les dommages quantitatifs et qualitatifs (Hajek et Eilenberg, 2018). En effet, selon
Berg. (2009), il existe un marché croissant pour les inoculas microbiens a travers le monde,
avec un taux annuel d'environ 10 %. Par ailleurs, les inoculas microbiens, comparés aux
pesticides et aux engrais chimiques, sont :  plus sirs, réduisent les dommages
environnementaux, ont une activité plus ciblée, sont efficaces en plus petites quantités et sont
moins susceptibles d'induire une résistance chez les agents pathogenes et les ravageurs (Berg,
2009). L'utilisation des ALB a été principalement documentée dans la littérature comme une
alternative potentielle pour controler les phytopathogénes (Wegulo et al., 2015 ; Tian et al.,
2016). Des études récentes ont identifi¢ des agents bactériens, principalement Bacillus et
Pseudomonas, comme les micro-organismes les plus couramment étudiés pour controler les
phytopathgénes notamment Fusarium et Aspergillus (Gowtham et al., 2016 ; Miiller et al.,
2016 ; Palazzini et al., 2016). A cet effet, les bactéries associées aux racines des plantes connues
sur le nom de bactéries rhizosphériques peuvent étre d’excellents agents de lutte biologique

(Fourneau et al., 2024) en raison de leur capacité a produire des effets plus intéressants dans
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le controle des maladies des plantes. Bien que cette technique présente de nombreux avantages,
leur efficacité reste limitée par les phénomenes de changement climatique ( (Anokhe et al.,

2024) et reste restreinte lors d’une grande pression de ravageur (Lefort, 2010).

L.3. Les rhizobactéries comme agent de lutte biologique
1.3.1. Définition

Les rhizobactéries sont des bactéries associées aux racines trés compétitives capables
de coloniser le systeme racinaire riche en éléments nutritifs, tout au long du cycle de
développement de la plante (Dorjey et al., 2017). Leur nature hétérotrophique typique
nécessite 1’utilisation de composés organiques comme source d’énergie et leurs besoins sont

entierement satisfaits a I’intérieur de la plante et méme dans la rhizosphere.

1.3.2. Diversité des rhizobactéries

La rhizosphére végétale contient diverses espéces de rhizobactéries qui ont le potentiel
d'améliorer la croissance des plantes et I'activité de lutte biologique. Les différents genres PGPR
comprennent Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcous, Pseudomonas,
Serratia et Cellulomonas Flavigena. (Gray et Smith, 2005 ; Duy et al., 2016). Par ailleurs on
distingue les rhizobactéries endophytes fixatrices d'azote tels que Allorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium et Rhizobium de la famille des Rhizobiaceae qui colonisent
Iégumineuses et augmentent la croissance des plantes directement ou indirectement. Les autres
PGPR tels que Pantoea, Methylobacterium, Exiguobacterium, Paenibacillus et Azoarcus
colonisent également les racines et présentent de nombreux effets bénéfiques sur les plantes.Un
autre groupe de rhizobactéries les actinomycetes ceux-ci stimulent la croissance des plantes et
suppriment les agents pathogénes des plantes par la colonisation des racines. Certaines souches
du genre d’actinomycétes Streptomyces, Streptosporangium, Thermobifida et Micromonospora
ont été signalées comme présentant une activité de contréle biologique contre les agents

pathogenes fongiques des racines (Franco-Correa et al., 2010).

1.3.3. Interactions entre les microorganismes de la rhizosphére

Au niveau de la rhizosphére, de nombreuses interactions intenses entre les
microorganismes se produisent ; ces interactions sont catalysées par les exsudats racinaires qui
favorisent certains groupes de microorganismes au dépend d’autres (Curl et Truelove, 1986).

Les interactions sont les suivantes :
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» Le commensalisme :

C’est une relation biologique naturelle entre deux étres vivants dans lequel 1’hote
donne une partie de sa nourriture a un visiteur sans recevoir d’effets négatifs. Dans la
rhizosphere, ce phénomeéne se manifeste par des changements environnementaux, comme
I'numidité et le pH, réalisé par un microorganisme qui favorise la croissance d'un autre. De plus
certains organismes peuvent dégrader ou neutraliser des substances toxiques facilitant ainsi le

développement d’autres espéces. (Curl et Truelove, 1986).

» Le mutualisme :

De maniere générale, la symbiose est une relation permanente entre deux organismes
d’espéces différentes bénéfiques pour les deux parties. On distingue deux types de symbiose :
le mutualisme, ou chaque organisme dépend de l'autre pour sa survie, et le synergisme (ou
proto-coopération), ou la présence des deux organismes améliore leur développement, sans que

leur survie soit interdépendante (Nehem, 2008).

» L’antagonisme :
En écologie, le terme d'antagonisme fait référence & une inhibition ou une action
défavorable d'un organisme vis-a-vis d'un autre a I’intérieur d'une population microbienne
mixte. En général, ’antagonisme se manifeste soit par une compétition, un hyperparasitisme,

une production de sidérophores ou par une antibiose (Djellout et al., 2019).

1.3.4. Mécanismes d’actions utilisés par les PGPR pour lutter contre les maladies

La protection conférée par un microorganisme de lutte biologique s’appuie sur un ou
plusieurs mécanismes d’action tels que la production d’antibiotiques, la production d’enzymes
Iytiques, résistance systémique induite, compétition des nutriments. (Perez-Montano et al.,
2013).

» Production d’antibiotiques
Les souches rhizobactériennes sont les moyens d'actions les plus étudiés et les plus
efficaces pour produire des antibiotiques contre les microbes pathogeénes. La production
d'antibiotique par les rhizobactéries est extrémement efficace pour prévenir les infections
pathogéenes dans la rhizosphére des plantes (Hakim ez al., 2021). Les antibiotiques produits par
les PGPR ont récemment ét¢ employés afin de neutraliser les effets néfastes des agents
pathogenes présents dans le milieu racinaire des plantes c’est le cas des phénazines,

pyrrolnitrines, 2,4-Diacetylphoroglucinol etc... (Ju et al., 2020).
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» Production d’enzymes lytiques

Les PGPR produisent des enzymes lytiques (lipases, les chitinases, les protéases et les
glucanases) qui sont sécrétées a l'extérieur de la cellule et qui ont la capacité de dégrader les
parois cellulaires des phytopathogenes. Ces enzymes ciblent divers composés polymériques tels
que les protéines, la cellulose, la chitine et I'némicellulose, représentant ainsi une forme cruciale
de biocontrole (Mukhtar et al., 2019). La dégradation de ces composés par les enzymes
lytiques entraine une suppression directe de la croissance des phytopathogenes dans le sol par
décomposition de la paroi cellulaire (Kumari et al., 2019).

> Résistance systémique induite (RSI)

La résistance induite est définie comme une amélioration de la capacité de défense de
la plante contre un large spectre de pathogenes et de ravageurs, acquise apres une stimulation
appropriée. La résistance accrue produite par un agent inducteur lors d'une infection par un
pathogene est appelée résistance systémique induite (RSI) ou résistance systémique acquise
(RSA). L'induction d'une résistance systémique par les rhizobactéries est appelée RSI, tandis
que d'autres organismes la désignent RSA. Les PGPR activent I'RSI, une voie impliquant la
signalisation du jasmonate et de I'é¢thyléne, conférant une protection non spécifique contre les
champignons pathogenes, les bactéries, les virus ainsi que contre plusieurs insectes et
nématodes (Zamioudis et Pieterse, 2012). Un grand nombre d'enzymes de défense ont été
associées a I'RSI, notamment la phénylalanine ammoniac lyase (PAL), la chitinase, la B-1,3-
glucanase, la peroxydase (PO), la polyphénol oxydase (PPO), la superoxyde dismutase (SOD),
la catalase (CAT), l'ascorbate peroxydase (APX), la lipoxygénase et les inhibiteurs de
protéinase (Murali et al., 2021). Ces enzymes provoquent ¢galement la libération de molécules
qui déclenchent les premieres étapes de I'induction de la résistance, des phytoalexines et des
composés phénoliques.

» Compétition pour les nutriments

Dans la rhizosphere, les pathogenes interagissent de maniere indirecte par le biais de
la concurrence pour les ressources, notamment l'espace et les nutriments. Ce territoire est
souvent caractérisé par une disponibilité¢ limitée en nutriments, ce qui pousse les microbes a se
fixer sur des sites ou l'eau et les éléments nutritifs sont accessibles. Pour prospérer dans un tel
environnement, les microbes déploient des stratégies, telles que la production des sidérophores
hautement spécifiques pour le fer, afin de restreindre sa disponibilité aux pathogénes et de

limiter ainsi leur croissance dans la rhizosphere (Tabassum et al., 2017).

Mémoire de Master Il en Biochimie rédigé par CHUIDJANG NOULA LETICIA




Potentiel antagoniste des rhizobactéries d’Azadirachta indica contre trois champignons
phytopathogénes

1.4. Les Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes

Les rhizobactéries sont fortement stimulées par I'effet rhizosphérique. Elles activent la
croissance des plantes, influencent de maniére bénéfique la plante en la protégeant contre des
infections par des agents phytopathogénes (Ramjegathesh, 2013). Les PGPR colonisent la
rhizosphére en utilisant les exsudats racinaires comme substrats nutritifs, mais a la différence
des autres bactéries rhizosphériques elles ont, en retour, un effet bénéfique sur la plante via la
fixation de 1’azote atmosphérique, la solubilisation du phosphate, la production de

phytohormones (Jgrgensen et al., 2000 ; Kang et al., 2013).

» Solubilisation du phosphate
La fertilisation du sol est I'une des méthodes les plus communes pour accentuer la production
agricole. Le phosphore est un macronutriment indispensable a la croissance et au
développement des plantes mais aussi un important élément nutritif limitant cette croissance.
Malgré son abondance dans le sol, il n'est assimilable par les plantes qu’une fois solubilisé. Le
phosphore insoluble peut étre sous une forme organique ou inorganique (Chaiharn et
Lumyong, 2009). Les bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate (PSB) sont exploitées
pour leurs caractéristiques de solubilisation et de minéralisation du phosphore et sont introduites
et employées constamment dans la rhizosphére (Ahemad, 2015). Parmi les microorganismes
bactériens nous pouvons citer les genres : Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Burkholderia,
Micrococcus, Aerobacter, et Erwinia. (Khabbaz et al., 2019). De plus, ces bactéries protégent
les plantes des pathogénes par la production d’antibiotiques, d’HCN et de métabolites
antifongiques. Elles favorisent également la croissance des plantes par la fixation d’azote (N2),

la production de sidérophores et la sécrétion de phytohormones (Ahemad, 2015).

» Fixation d’azote

La fixation biologique de I'azote atmosphérique est un élément crucial des activités
microbiennes dans I’environnement. La majeure partie de cet ¢lément se trouve sous forme
d’azote gazeux (N2) inaccessible aux animaux et aux plantes. L’azote atmosphérique est
converti par de nombreux genres bactériens reconnus comme fixateurs d’azote, qui peuvent étre
libres (Azobacter spp ; Klebsiella pneumoniae) ou symbiotiques (Rhizobium meliloti ) (Roger
et al., 1996) en des formes assimilables a 1’aide d’un systéme enzymatique complexe connu
sous le nom de nitrogénase (Glick, 1995). Ces bactéries facilitent la croissance des plantes en

fournissant les nutriments souvent présents uniqguement en quantités limitées dans plusieurs sols
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(Glick, 2012). Les plantes peuvent acquérir 1’azote sous deux formes minérales, soit le nitrate
(NO3-) ou I’ammonium (NH4+) (Mantelin et Touraine, 2004).

» Production des phytohormones (production d’hormones de croissance)

La production des phytohormones par les PGPR est un mécanisme essentiel, auquel
plusieurs rhizobactéries approuvent la croissance des plantes (Spaepen et al., 2008). Les
hormones végétales (les auxines, les gibberellines et les cytokinines) sont des messages
chimiques qui aident la plante a se défendre dans son environnement. Ce sont de petites
molécules de signal produites en tres faible concentration influencant les processus
biochimiques, physiologiques et morphologiques dans les plantes (Baca et al., 2007 ;
Martinez-Viveros et al., 2010). De maniére générale, elles jouent un réle important dans la
réponse de la plante aux stress biotiques et abiotiques (Gupta et al., 2015), ainsi que dans

I’amélioration de la croissance des plantes (Glick, 2012).

L.5. Etat des lieux de la lutte biologique contre les champignons phytopathogénes
Au fil du temps, la lutte biologique a connu des avancées significatives, grace aux
efforts de nombreux chercheurs qui ont pu identifier et exploiter plusieurs agents de lutte

biologique. Parmi ces chercheurs on pourra citer a tire d’exemple :

Kadyan ef al. (2013) qui ont rapport¢ que, les souches de Bacillus, Brevibacillus,
Lysinibacillus, Paenibacillus, Terribacillus et Jeotgalibacillus isolées de la rhizosphére de
Phyllanthus amarus ont une activité inhibitrice contre le phytopathogenes Corynespora

cassiicola.

Jog et al. (2014) qui ont pu montrer le potentiel antagoniste de la souche Actinobacteria
isolée de la rhizosphére Triticum aestivum contre les phytopathogenes Aspergillus niger,

Penicillium chrysogenum, Microsporum gypseum.

Hunziker e al. (2015) ont rapporté que la souche Pseudomonas fluorenscens posséde une
activité antagoniste contre Phytophthora infestans agent responsable du mildiou de pommes

terre.

Boukerma et al. (2017) ont identifié¢ que les souches Pseudomonas putida & Pseudomonas
fluorescens possédaient une activité inhibitrice contre Fusarium oxysporum causant des

infections chez les plantes de tomate.
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Kumar et al. (2019) qui ont démontré que Bacillus subtilis isolée des sols semi-arides de
I'Inde a une activité inhibitrice contre Colletotrichum capsici (agent causal de la pourriture des

fruits chez les plantes).

Silva et al. (2020) qui ont pu prouver que Streptomyces griseus isolée des sols semi-arides
du Brésil posséde une activité contre Fusarium verticillioides (agent causal de la pourriture des
racines chez les plantes).

Khan et al. (2024) ont demontré que les isolats issu de la rhizosphere Vigna radiata.L de
MRP-7 et MRP-12 ont présenté une activité antifongique respectivement de de 58% et 55% vis
a vis de Macrophomina phasoelina de plus, ces isolats ont pu réduire significativement
I’incidence de la pourriture charbonneuse et amélioré diverses croissance agronomique chez

la plante hote.
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES
11.1. Matériel

I1.1.1. Matériel microbiologique

Le matériel microbiologique était constitu¢é de trois souches de champignons
phytopathogeénes a savoir : Fusarium verticillioides, Macrophomina phasoelina et Aspergillus
flavus fournies par la banque des souches du Laboratoire de Phytobiochimie et d’Etudes des
Plantes Médicinales de 1’Université de Yaoundé 1. Les souches de Fusarium verticillioides,

Macrophomina phasoelina et Aspergillus flavus utilisées dans cette étude ont été isolées

respectivement des graines de mais et d’arachides présentant des symptdmes de pourriture.

Photographie 1:Les souches de champignons phytopathogénes utilisées dans cette étude.

Fv : Fusarium verticillioides ; Mp : Macrophomina phasoelina ; Af: Aspergillus flavus (Photographie
CHUIDJANG, 2024).
I1.1.2. Matériel végétal

Les semences de mais de la variét¢ CMS (Cameroon Maize Selection 8704) utilisées
dans cette é¢tude ont été fournies par I’Institut de recherche agronomique pour le développement

(IRAD) (Photographie 2).

Photographie 2: Semences de mais variét¢ 8704 (CHUIDJANG, 2025)
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I1.2. Méthodes
I1.2.1. Isolement des rhizobactéries
I1.2.1.1. Présentation du site d’isolement

La commune de Yagoua (figure 2) est une commune du Cameroun située dans la
région de I’extréme-nord a proximité de la frontiere avec le Tchad (Bongor). Cette commune
est le chef-lieu du département du Mayo-Danay avec une superficie estimée a 950 km? et dont
les coordonnées geographiques sont 10° 20’ 34" de latitude Nord et 15° 14’ 26" de longitude
Est (Ousma et al., 1975).
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Figure 2: Carte du Cameroun montrant la zone d’étude (Yagoua).

I1.2.1.2. Sites choisis pour les prélévements

Les échantillons utilisés dans cette étude comprennent les sols rhizosphériques et des
racines de neem (Azadirachta indica) préleveés a différents sites a savoir : Guidanmoutou, Zébg,
Woudata situé dans le département du Mayo danay, arrondissement de Yagoua. Les différents
échantillons ainsi que leurs sites et leurs dates de prélevements sont mentionnés dans le tableau

| ci-dessous :
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Tableau II : Sites et date de prélévements des échantillons rhizosphériques

Sites de prélévements Echantillons prélevés Date de prélévement
Guidanmoutou Sol  rhizosphérique et | 01/05/2024
racines du neem

(Azadirachta indica)
Zéhé Sol rhizosphérique 01/05/2024
Woudata Sol rhizosphérique 01/05/2024

I1.2.1.3. Collecte des échantillons et isolement des rhizobactéries

La collecte des sols rhizosphériques a éeté effectuee en suivant le protocole décrit par
Waday et al. (2022). Aprés avoir creusé a une profondeur de 15 & 20 cm, les échantillons de
sol rhizosphérique ont été collectés sur les sites de Guidanmoutou, Woudata et Zebe tandis que
le systéme racinaire associé a la masse de sol rhizosphérique a été collecté sur le site de
Guidanmoutou. A la fin de la collecte, tous ces échantillons ont été introduit dans des sacs en
plastique stérile, étiquetés puis conservés dans une glaciére jusqu’au laboratoire. Dans des
conditions stériles de laboratoire, 10 g d’échantillons de sol rhizosphérique ont été pesés, puis
dilués dans 100 ml de solution d’eau physiologique contenant 0,9% de NaCl. Le flacon
contenant la solution a été agité sur un agitateur (200 tr/min) pendant 90 min a 4°C. Par la
suite, 1ml de la suspension de cette terre a été utilisée pour préparer des dilutions en série (10
a10°) et 100 pl des dilutions 10 et 10 (figure 3) ont été utilisées pour 1’étalement sur des
boites de Petri contenant le milieu Nutrient Agar (NA) a I’aide d’une anse stérile et incubées

pendant 5 a 7 jours a 28°C.

Pour ce qui est des racines, les échantillons de racines ont été lavés a 1’eau du robinet
pour éliminer I’exces de terre, puis coupés en morceaux de 2 a 3cm a I’aide d’une lame stérile.
La surface de chaque échantillon de racine a été stérilisée a 1’aide d’une solution d’éthanol de
75% pendant 5 min et d’une solution d’hypochlorite de sodium a 5% pendant 1 min. Ensuite,
les racines ont été rincées quatre fois a 1’eau distillée stérile pendant 10 min puis écrasées a
I’aide d’un pilon et d’un mortier stérile. Pour I’isolement, 10 g d’extrait tissulaire de racines
broyeé ont été ajoutés a 100ml d’eau physiologique contenant 0,9% de NaCl agités sur un
agitateur (200 tr/min) pendant 90min a 4°C. Par la suite, 1ml de cette suspension a été utilisee
pour préparer une dilution en série (101 a 10°) et 100 pl des dilutions 10 et 10°(figure 3)

ainsi que I’eau stérile utilisée lors du ringage final a été étalée sur des boites de Petri contenant
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le milieu NA (Nutrient Agar) a I’aide d’une anse stérile et incubées pendant 5 a 7 jours a 28°C
(Bibi et al., 2024).

Tous les isolats ont été soumis a des étapes de purification successives en les cultivant

anouveau sur milieu NA et conservés a 4°C pour des utilisations ultérieures ( Bibi et al., 2024).
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Figure 3: Préparation de la solution mere et dilution en série des échantillons de rhizosphere

(sols rhizosphériques et extrait tissulaire de racine broye¢).

11.2.2. Identification des isolats bactériens
L’identification des isolats bactériens obtenus a été faite sur la base des caractéres

morphologiques (macroscopiques et microscopiques).

11.2.2.1. Examen macroscopique
L’examen macroscopique consistait a faire une observation des colonies bactériennes a

I’ceil nu prenant en compte des éléments d’identifications suivants (Singleton, 2005) :

= Laforme des colonies : circulaires, filamenteuses, irrégulieres, rhizoides.
= [’¢élévation : convexe, bombée, plate, bossue, en forme de cratere.

= Le contour des colonies : réguliers, ondulés, filamenteux, bouclés, lobés.
= Lasurface de la colonie : lisse et rugueuse.

= L’opacité : translucides et transparentes.

= Couleur : rose, jaune, vert, jaunatre.
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= Consistance des colonies : seches, crémeuses, mugqueuses.

I1.2.3. Criblage préliminaire des isolats a potentiels antagonistes

Le criblage préliminaire des isolats antagonistes a été effectué selon le protocole décrit
par Nysanth et al. (2022) avec quelques modifications. En effet, les isolats bactériens ont été
cultivés sur gélose nutritive pendant 24 h a 28°C et les phytopathogénes ont été cultivés sur
milieu PDA pendant 5 jours a 28°C. Le milieu de gélose nutritive (NA) a été coulé dans les
boites de Petri de 90 mm de diametre et apres solidification, un bloc d’agar (1cm de diamétre)
a été coupe et retirer du centre de la boite avec un perce-bouchon stérile (figure 4) afin de
s’assurer que les stries bactériennes ne se touchent pas. Par la suite, un isolat bactérien a été
ensemencé sous forme de stries discontinues droites de 8cm de longueur le long du diamétre de
la boite puis, une strie perpendiculaire de la méme longueur a été réalisée avec un autre isolat
de maniére similaire le long du centre de la boite de pétri de tel sorte que les stries apparaissent
comme un signe plus (+) avec une zone vide au centre (figure 4) puis, un seul disque mycélien
de 5mm de diametre provenant de chacun des trois champignons différents a été placé dans le
quart de la boite a équidistance (1,5cm) des deux bras de la strie en forme plus (+) comme
indiqué précédemment. Les phytopathogenes inoculés dans le méme ordre sans aucune
inoculation bactérienne ont servi de témoin et les boites de NA inoculées individuellement avec
chacun des phytopathogenes ont servi de deuxiéme contrdle afin de connaitre 1’effet interactif
des phytopathogenes entre eux lorsqu’ils sont inoculés ensemble dans une plaque. Enfin, toutes
les boites ont été incubées a 25 + 2° C et des observations ont été faites chaque 24h pendant 3
a 4 jours et la présence de zone d’inhibition observable a I’ceil nu dans les boites d’essais a été

enregistrée.

Figure 4: Représentation schématique du test de strie positives modifiée (MPS) pour tester
I’antagonisme des souches bactériennes vis-a-vis des champignons phytopathogeénes (Nysanth

et al., 2022).
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Suite au test de criblage effectué, les isolats bactériens qui ont présenté¢ une activité
antagoniste vis-a-vis des phytopathogénes ont été sectionnés et soumis a un examen
microscopique basé sur la coloration de Gram dans le but de distinguer le groupe bactérien

(bactérie a Gram + ou bactérie a Gram -) auquel appartient chaque isolat.

I1.2.4. Examen microscopique

L’examen microscopique renvoie a une observation a 1’état frais permettant ainsi
d’explorer la mobilité des cellules bactériennes, leurs modes de groupements et de faire une
approche de leur morphologie (Singleton, 2005). En effet, cet examen microscopique basé sur
la coloration de Gram repose sur une coloration différentielle de base, permettant de distinguer
deux grands groupes bactériens en fonction de la composition de leurs parois et de leurs affinités
aux différents colorants. Ainsi les bactéries qui apparaissaient de coloration violette au
microscope étaient qualifiées de bactéries a Gram + tandis que, celle qui apparaissaient de

coloration rose au microscope étaient qualifiées comme étant des bactéries a Gram-.

Cette coloration de Cram est basée sur ’action successive de plusieurs substances dont

le protocole se déroule comme suit :

v' Préparation du frottis bactérien : cette étape consistait a prélever une colonie bactérienne
pure, a I’étaler sur une lame de microscope et a laisser sécher celle-ci.

Recouvrir la lame de violet de gentiane et laisser agir 1minute

Rincer rapidement a I'eau de robinet et éliminer l'exces d'eau

Recouvrir la lame de Lugol et laisser agir 1 minute

Rincer rapidement a I'eau de robinet et éliminer I'exces d'eau

Recouvrir la lame de 1'alcool pendant 30 secondes

Rincer rapidement a I'eau de robinet et éliminer I'exces d'eau

Recouvrir la lame a la fushine pendant Iminutes

Rincer rapidement a I'eau de robinet et éliminer I'exces d'eau

AN N NN Y U N NN

Laisser sécher puis observer au microscope optique (objectif x 100 a immersion)

(Singleton, 2005).

I1.2.5. Evaluation approfondie du potentiel antagoniste
Les isolats bactériens présentant une activité inhibitrice vis-a-vis des champignons
phytopathogenes a I’issu du test de criblage, ont été sélectionnés pour des tests d’antagonismes

approfondis a travers des méthodes de confrontation directe et de confrontation indirecte.
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11.2.5.1. Test d’antagonisme par confrontation directe

La mise en évidence du potentiel antagoniste des isolats bactériens a 1’égard des trois
souches fongiques : Aspergillus flavus, Macrophomina phasoelina et Fusarium verticillioides
par le test de confrontation par contact direct a été réalisée suivant le protocole décrit par

Shakeel et al. (2018) suivi de quelques modifications.

En effet, dans une boite de petri contenant 15 ml de milieu de culture Nutrient Agar
(NA) fraichement prépares, les isolats bactériens agés de 24h ont été inoculés sous forme de
ligne rectiligne a 1 cm de I’extrémité opposée de la boite et un disque de 5 mm de diamétre de
chacune des souches pathogenes agées de 5 jours a été déposé a 1 cm de 1’autre extrémité de
la boite de Petri. Les contrbles étaient constitués par culture des souches pathogenes
individuellement dans des boites de petri . Les boites ont été scellées a 1’aide du parafilm et
incubées a (25 + 2° C) pendant 7 jours. Des observations ont éte faites ainsi que la mesure du
diamétre de croissance mycélien de chacun des isolats par rapport au contréle. La capacité de
chaque isolat bactérien a inhiber la croissance mycélienne est déterminée en calculant le
pourcentage d’inhibition de la croissance (PIC%) selon la formule suivante décrit par
Fiddaman. (1993) :

PIC% =dT- dS/dT %100

Ou : dT: Distance en cm entre le centre du disque du champignon dans le témoin et la
périphérie. dS : Distance en cm entre le centre du disque du champignon phytopathogeéne et la

marge de la colonie contenue dans la boite de Petri traitée.

I1.2.5.2. Test d’antagonisme par confrontation indirecte

La confrontation indirecte met en évidence la production des substances antagonistes
volatiles par les ALBs. Elle a consisté a confronter indirectement les isolats bactériens agés de
24h et les champignons phytopathogénes agés de 5 jours afin d’évaluer I’action antagoniste des
substances volatiles sécrétées par ces agents de lutte biologique. Ce test a été réalisé suivant le
protocole décrit par Bezert et al. (1996). En effet, dans une boite de Petri contenant le milieu
PDA suplementé a I’ampicilline (250 mg/1), les explants de 5 mm de diamétre de chaque souche
pathogéne ont été placés au centre de la boite de Petri, les couvercles des boites ont été
remplacés par une autre boite de Petri contenant le NA ensemencé chacune par un isolat
bactérien différent par la méthode de stries. Celles-ci ont été scellées avec du parafilm et

incubées (25 £ 2° C) pendant 7 jours. Des observations quotidiennes ont été faites ainsi que la

22
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mesure du diamétre de croissance de chacun des isolats pathogenes. Les contréles ont été faits
par culture des souches pathogenes individuellement dans des boites de Petri. Le pourcentage

d’inhibition de la croissance (PIC%) a été calculé en utilisant la formule ci-dessus mentionnée.

I1.2.6. Potentiel antagoniste in planta des rhizobactéries contre F verticillioides
A la suite des tests de confrontations réalisés, 1’efficacité des isolats bactériens ayant
présentés des taux d’inhibitions élevés a été évalué in planta vis-a-vis du phytopathogéne qui

s’est avéré étre plus résistant.

11.2.6.1. Préparation de I’inoculum bactérien

Les colonies des isolats SZ1, SZ12 et SZ15 ont ét¢ utilisées pour la préparation des
inoculas. Les colonies bactériennes ont été raclées a la surface des boites de Petri contenant le
milieu de culture a 1’aide d’une anse stérile et introduite dans un tube a vice contenant 15ml
d’eau saline stérile. Les suspensions ont été homogénéisées par agitation et comparées a la

solution standard 1McFarland (3x108UFC/ml) par observation visuelle.

11.2.6.2. Préparation de I’inoculum fongique

Les spores de F. verticillioides ont été obtenus en inondant une culture de 7 jours sur
milieu PDA (incubé a 28 °C) avec 10 ml d’eau distillée stérile, les conidies ont été¢ délogées en
grattant la surface du milieu avec le bout d’un scalpel stérile. Le liquide résultant a été filtré a
travers du papier filtre stérile pour éliminer les débris de mycélium et de milieu. Le filtrat obtenu
contenant des spores a été ajusté a la concentration 2x10° conidies/ml en y ajoutant de 1’eau

distillée stérile (Omar et al., 2006).

I1.2.6.3. Désinfection des semences de mais et inoculation

La désinfection des semences et leur inoculation a été effectuée suivant le protocole
décrit par Dinango et al. (2023) suivi de quelques modifications. En bref, les semences de mais
saines et de taille uniforme sélectionnées ont été désinfectées en surface avec de 1’éthanol 70%
pendant 3 minutes puis, immergées dans une solution d’hypochlorite de sodium a 5% pendant
cinq minutes et rincer vigoureusement avec de 1’eau distillée stérile. Par la suite, les semences
ont été inoculées avec les différents inoculas bactériens calibrer au 1McFarland (3 x
108UFC /ml) préalablement préparés et laisser sous agitation au shaker a 200 tours/min pendant

24h.
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11.2.6.4. Infection avec F verticillioides et dispositif expérimental

Aprées inoculation avec les isolats bactériens, les semences ont été infectées avec une
suspension de F. verticillioides (2x10° conidies/ml) pendant 1h et placées dans les boites de
Petri (10 graines par boite et cinq boites par traitement) préalablement tapissées de papier
absorbant imbibé d’eau distillée stérile et incubées pendant 10 jours. Les semences inoculées
avec de ’eau distillée stérile ont été utilisées comme control positif et celles infectées
uniquement avec F. verticillioides ont été utilisées comme control négatif (Dinango et al.,

2023). Les boites étaient arrosées apres chaque deux jours avec de 1’eau distillée stérile.

Le dispositif expérimental était compris de cinq traitements différents, chacun étant reproduit

dans cinq boites :
TO : CP = Semences de mais immergées dans de 1’eau distille stérile
T1 : Fv = Semences de mais infectées avec une suspension de F. verticillioides

T2 : SZ1+ Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ1 puis infectées par

F. verticillioides

T3 :SZ12 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’1solat SZ12 puis infectées

par F verticillioides

T4 :SZ15 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ15 puis infectées

par F verticillioides.

I1.2.7. Parameétres évalués
10 jours apres semis, nous avons évalué 1’effet des différents traitements sur plusieurs
parametres tels que : les parametres de croissance, les parametres liés a la maladie, les

parametres physiologiques et les parameétres biochimiques.

11.2.7.1. Parametres de croissance

Avant de passer a la collecte des différents parameétres de croissance, les plantules ont
été premicrement retirées soigneusement du milieu de croissance afin d’éviter d’endommager
les racines puis, elles ont ensuite été étalées sur une surface plane pour visualiser I’ensemble du
systtme racinaire. Ainsi, 1’effet des différents traitements a été¢ évalués par mesure des

parametres de croissance suivants :
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» Longueur des parties ariennes et racinaires des plantules (chaque plantule a ét¢ mesurée
a la base de la tige jusqu’a la pointe de la feuille) ont été mesurées a 1’aide d’une régle
graduée en centimeétres.

> Les biomasses fraiches, séches des parties aériennes et racinaires des plantules ont été

mesurées a [’aide d’une balance sensible.

11.2.7.1.2. Paramétres liés a la maladie
Les paramétres liés a la maladie tels que le pourcentage de germination, 1’indice de

vigueur et le pourcentage de protection ont été déterminés selon les formules décrites ci-apres :
> Le Pourcentage de germination (%G)

11 se définit comme étant le rapport du nombre de graines germées (NG) sur le nombre total de

graines (NGT). D’ou la formule :

%G = (NG/NGT) x 100
» Indice de vigueur (IV)

Il a été obtenu en multipliant les pourcentages de germination (%G) par la hauteur totale des

plantules (H). L’indice de vigueur a été calculé selon la formule décrit précédemment :

IV(%)=GxH

> Le pourcentage de protection (PP) : Il a ét¢ déterminé comme suit :
Pourcentage de protection = 100-Sm

Ou Sm correspond a la Sévérité de la maladie. Elle a été¢ déterminée suivant le protocole de

(Mitsuro et al., 2013) a partir de I’échelle de sévérité de 0 a 5 ou :
(0) Semences saines ;

(1) Pas de mycélium visible a la surface des semences, présence de lésions bronzées sur les

racines ;

(2) Surface des semences partiellement recouverte de mycélium, présence de 1ésions bronzées

sur les racines ;

(3) Surface des semences partiellement recouverte de mycélium, présence de 1ésions bronzées

a brunes sur les racines ;
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(4) Surface des semences entiérement recouverte de mycélium, présence de 1€sions bronzées a

brunes sur les racines ;

(5) Surface des semences entierement recouverte de mycélium, présence de Iésions brun
rougeatre sur les racines. La formule suivante a été utilisé pour la détermination de la sévérité

de la maladie :

(5A+4B+3C+2D+E)
Sm (%) = - x 100

Ou A= nombre de semences dans 1’échelle 5 ; B= nombre de semences dans 1’échelle 4 ; C=
nombre de semences dans 1’échelle 3 ; D= nombre de semences dans 1’échelle 2 ; E= nombre

de semences dans 1’échelle 1 ; N=nombre totale de semences examinée.

11.2.7.2. Paramétres physiologiques
11.2.7.2.1. Estimation de la chlorophylle

Les teneurs en chlorophylle a (Chl a), chlorophylle b (Chl b) et caroténoides (Car) des
plantules de mais ont été¢ déterminées selon Lichtenthaler et Wellburn. (1983) avec de 1égeres
modifications. Les feuilles fraiches (0,5g) ont été broyés dans 5 ml de 80% d’acétone et la
solution a été laissée macérer pendant 48h et filtrer. 100ul de filtrat obtenu ont été introduit
dans une plaque de microtitration de 96 puits et les densités optiques ont été mesurées a 645 ;
663 et 470 nm afin de déterminer les teneurs en chlorophylle a, b et caroténoides respectivement

en utilisant les formules ci-dessous :

Chl a (mg™! ml) = [(12.21A¢63 - 2.81 Agas) X V) / W]
Chl b (mg! ml) = [(12.21Ae46 - 5.03A663) X V) / W]
Carotenoids (mg! ml) = [(1000 A47 - 3.27 Chl a -104 Chl b)/227) x V) / W]

Ou A= Absorbance a des longueurs d’onde spécifiques
V= Volume d’extrait de chlorophylle (5 ml)

W= Poids frais des feuilles (0,5 g)
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11.2.7.3. Paramétres biochimiques

11.2.7.3.1. Evaluation de D’activité spécifique de la Phénylalanine ammonia lyase (EC
4.3.1.24)

L’enzyme phénylalanine ammoniac lyase (PAL) est une enzyme clé du métabolisme
de la phénylalanine qui joue un role important dans la croissance des plantes et dans la réponse
au stress. Son activité est généralement déclenchée suite a une infection par des agents

pathogénes des plantes dans le cadre du mécanisme de défense de la plante.
» Principe

En présence de la PAL, la phénylalanine est désaminée conduisant a la formation d’une double
liaison carbone-carbone, résultant en acide trans-cinnamique et a la libération d’ammoniac

(NH3). L’acide trans-cinnamique produit peut-étre quantifiée par spectrométrie a 290nm.

H:N= {'TIH_ COOH / COOH
CH; PAL NH; + CH=CH
O CI
Phénylalanine Acide trans-cinnamique

» Mode opératoire

La PAL a été extraite et déterminée selon le protocole décrit par Wuyts et al. (2006)
suivie de quelques modifications. En effet, 0,5g d’échantillons de plantules fraiches ont été
broyés dans 5ml de tampon phosphate de potassium glaciale 50 mM (pH 7,2) et centrifugés a
5 000 tr/min a 4 °C pendant 30min. Le surnageant a été recueilli, filtré et utilisé pour la
détermination de l'activité de la PAL. 50 pL de tampon phosphate (50mM ; PH 7,2) ont été
ajoutés a 50 puL d’extrait enzymatique et mélangés avec 50 pL de phénylalanine (50 mM). Le
blanc a été réalisé en remplagant 1’extrait par 50 pL d’eau distillée et I’ensemble du mélange a
¢té incubé pendant 1 h a température ambiante. La réaction a été arrétée par 1'ajout de 25 pL
HCL 2 N et la lecture de la densité optique (DO) a été effectuée a 290 nm. Chaque essai a été

répété 3 fois.
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11.2.4.7.2. Evaluation de I’activité spécifique de la Polyphénol oxydase (EC 1.14.18.1)

La polyphénol oxydase (PPO) est une enzyme qui joue un role important dans la défense
des plantes contre les agents pathogénes notamment en réponses aux stress biotiques. La
capacité des ALBs a atténuer le stress induit par une infection par F. verticillioides sur les

cellules végétales a été évaluée en quantifiant 1’activité de polyphénol oxydase.
» Principe

En présence de la PPO, le catéchol est oxydé, conduisant a la formation de O-quinone

qui une fois produit peut-&tre quantifi¢ par spectrométrie a 540 nm.

OH o

R R
Catechol Quinone

» Mode opératoire

La PPO a été extraite et déterminée selon le protocole décrit par Peng et al. (2019) suivie
de quelques modifications. En effet, 0,5g d’échantillons de pousses fraiches ont été broyés dans
5ml de tampon phosphate de potassium glaciale 50 mM (pH 7,2) et centrifugés a 5 000 tr/min
a 4 °C pendant 30min. Le surnageant a été recueilli, filtré et utilisé pour la détermination de
l'activité de la PPO. 50 pL de tampon phosphate (50 mM ; PH 7,2) ont été ajoutés a 50 puL
d’extrait enzymatique et mélangés avec 50 pL de catéchol (5 mM). Le blanc a été réalisé en
remplagant I’extrait par 50 pL d’eau distillée et I’ensemble du mélange a été incubé pendant 5
min a température ambiante. La réaction a été arrétée par l'ajout de 25 L HCL 2 N et la lecture

de la densité optique (DO) a été effectuée a 540 nm. Chaque essai a été répété 3 fois.

I1.2.7.3. Estimation de la teneur en proline totale

La proline est un acide aminé¢ multifonctionnel essentiel connu pour ses diverses
fonctions biologiques chez les plantes. Elle est généralement accumulée en réponse au stress
subit par la plante (Hai et al., 2024). La capacité des ALBs a induire une résistance contre
Fusarium verticillioides chez les plantules de mais a été évaluée en quantifiant la teneur en

proline
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» Principe :

La proline extraite avec le méthanol réagit avec la ninhydrine pour former un complexe
jaune-orange qui absorbe a 520nm. En bref, la ninhydrine peut réagir avec un acide aminé par
désamination oxydative pour produire le CO2, de I’ammoniac et un aldéhyde associé a
I’hydrantine. Ainsi, ’ammoniac libéré déclenche une seconde réaction avec une autre molécule

de ninhydrine pour former un complexe jaune-orange qui implique un iminoacide tel que la

proline.
Proline Yellow orange
o 0 product o
e
n \} \/OH ., HO N/
F~¢ OH HN —
o)
(&)

» Mode opératoire

La teneur en proline a été¢ déterminée en utilisant la méthode décrite par Bates et al.
(1973) avec de légeres modifications. En bref, la proline a été extraite en macérant 0,5g de
plantules seches de chaque traitement avec Sml de méthanol a 80% pendant 48 heures. Les
surnageants ont été filtrés avec du papier Whatman et les filtrats obtenus ont été utilisés comme
extraits pour I’analyse. A 1’aide d’une microplaque, 50ul d’extraits ont ét¢ mélangés a 100ul de
mélange réactionnel qui a été préparé en utilisant 1 ml de Ninhydrine 1% (w/v), 60% d’acide
acétique glacial (v/v), 20% d’éthanol (v/v) a I’abri de la lumiére. Le blanc a été obtenu en
remplagant 1’extrait par de 1’eau distillée. Apres cela, les plaques ont été incubées a 96°C
pendant 20 minutes et refroidie dans un bain glace, puis les densités optiques a été lues a 520
nm a ’aide d’un spectrophotométre UV-visible. Une courbe standard a été construite en
utilisant des solutions de proline, ce qui a permis de déterminer la concentration de proline dans

les échantillons. Chaque essai a été répété 3 fois.

I1.2.7.4. Quantification du peroxyde d’hydrogéne (H>O»)

Le peroxyde d’hydrogeéne est couramment produit par les plantes au cours de processus
physiologiques normaux et en réponse a des situations de stress. Sa détermination quantitative
est importante car, il est impliqué dans les dommages cellulaires oxydatifs ainsi que dans les

processus de signalisation.
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» Principe

Lorsque le peroxyde d’hydrogéne est ajouté a une solution incolore d’iodure de
potassium (KI), les iodures (I') sont lentement oxydés en iode (I2). En présence d’iodure, 1’iode
réagit pour former du triiodure (I'3) donnant une solution jaunatre. Par conséquent, le peroxyde
d’hydrogene est quantifi¢ par la méthode spectrométrique en suivant 1’absorbance du triiodure

a 390 nm.

21 +2H" +H,0, > 1, +2H,0
L+ —»1

» Mode opératoire :

La teneur en peroxyde d’hydrogene a été déterminée en utilisant la méthode de Gietler
et al. (2016) avec des modifications. En effet, 0,5 g de plantules de chaque traitement ont été
broyées puis, laissées macérer dans 10 ml de 0,1% de Trichloroacétate (TCA), incubés pendant
30 minutes et filtrés avec du papier Whatmann. Ensuite, 25ul de chaque extrait ont été¢ mélangés
avec 100 pl d’iodure de potassium et 25 ul de TCA dans la microplaque. Le blanc a été réalisé
en remplacant 1’extrait par de I’eau (25 pl). Par la suite les plaques ont été incubées pendant 30
min puis, les densités optiques ont ét€¢ mesurées a 390 nm a 1’aide d’un spectrophotometre et la
concentration a été déterminée a 1’aide de la courbe d’étalonnage. Chaque essai a été répété 3

fois.

I1.2.8. Analyse statistique

L’analyse de la variance (ANOVA) inter et intra groupes a été réalis¢€ par le logiciel
Origin Pro 2024. Les distances entre les moyennes calculées ont été évaluées par le post-test
Least Significant Difference (LSD) au seuil de probabilité de 5%. Les résultats ont été exprimés

en Moyennes + Ecart-type.
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CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSIONS
II1.1. Résultats

I11.1.1. Isolement et examen macroscopique

Le tableau ci-dessous (tableau II) présente les isolats bactériens obtenus des
différents sites d’isolement groupés en fonction des critéres tels que la forme, le relief, le
contour, I’opacité, la couleur et la consistance des colonies obtenues. A I’issu de 1’isolement, un
total de 53 isolats a été obtenu et répartis comme suit : Au site Guidanmoutou, 27 isolats
bactériens ont été obtenus, dont 20 isolats provenaient de rhizosphére répartis en 12
morphotypes distincts et 7 en provenance des racines repartis-en 5 morphotypes distincts ; Au
site Woudata 7 isolats bactériens ont été obtenus, répartis-en 4 morphotypes distincts et au site

ZEBE 19 isolats bactériens ont été obtenus, répartis-en 8 morphotypes distincts.
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Tableau II : Résultats de I’examen macroscopique des isolats bactériens sur le milieu NA 28°C pendant 24h.

Morphotypes Isolats Formes Contours Surface Opacité Couleur Consistance
GUIDANMOUTOU

1 LGl1 Circulaire Plat Filamenteux Lisse Opaque Blanche | Séche

2 LG8 Circulaire Convexe Régulier Lisse Opaque Jaune Crémeuse
3 LG7 Circulaire Plat Régulier Lisse Translucide | Maronne | Séche

LG14, LG4,

4 LG9, LG5 En nappe Plat Régulier Lisse Opaque Blanche | Séche

5 LG6 Circulaire Bombée Régulier Lisse Opaque Jaune Crémeuse
6 LG2 Ponctiforme Convexe Régulier Lisse Opaque Jaune Crémeuse
7 LG12 En nappe Plat Régulier Lisse Translucide | Blanchatre  Crémeuse
8 LG13 Circulaire Bombée Régulier Lisse Opaque Jaune Crémeuse
9 LG15, LG20 Circulaire Convexe Régulier Lisse Translucide | Jaunatre | Crémeuse
10 LG18, LG19 Irrégulier Plat Filamenteux Lisse Opaque Blanchatre | Séche

En forme
11 LGl16, LG21 Irrégulier de cratere Ondulé Lisse Opaque Blanchatre  Crémeuse
12 LG3, LG10, LG17 | Circulaire Bombée Régulier Lisse Opaque Blanchatre | Crémeuse
WOUDATA

1 SW1, SW6, SW7 | En nappe Plat Régulier Lisse Opaque Jaunatre | Crémeuse
2 SW2, SW5 Circulaire Convexe Régulier Lisse Translucide | Blanchatre  Crémeuse
3 SW3 Circulaire Convexe Régulier Lisse Translucide | Blanchatre  Crémeuse
4 Sw4 Circulaire Plat Régulier Lisse Opaque Blanchatre | Crémeuse
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Morphotypes Isolats batériens Formes | Relief Contours Surface  Opacité Couleur Consistance
ZEBE

SZ4, 879, S76, SZ15,

SZ14,SZ73, SZ19, SZ16,
1 SZ10 Circulaire | Plat Régulier Lisse Translucide | Blanchatre | Crémeuse
2 SZ2 Circulaire | Convexe Régulier Lisse Translucide | Blanche | Crémeuse
3 SZ5,S78 Circulaire | Plat Régulier Lisse Translucide | Jaunatre | Crémeuse
4 SZ1,S877,S713 En nappe | Plat Régulier Lisse Transparent | Blanche | Crémeuse
5 SZ12 En nappe | Plat Régulier Lisse Opaque Blanchatre | Crémeuse
6 SZ11 En nappe | Plat Régulier Lisse Opaque Blanche | Crémeuse
7 SZ18 Circulaire | Convexe Régulier Lisse Opaque Orange Crémeuse
8 SZ17 Circulaire | Bombée Régulier Lisse Opaque Jaune Crémeuse

GUIDANMOUTOU (RACINES)

1 LR4 Circulaire | Convexe Régulier Lisse Translucide | Blanchétre | Crémeuse
2 LR2 Circulaire | Plat Régulier Lisse Opaque Blanchétre | Séche
3 LR1, LR6 Circulaire | Plat Régulier Lisse Translucide | Blanchétre | Crémeuse
4 LR7 Circulaire | Convexe Régulier Lisse Translucide | Orange Crémeuse
5 LR3, LR5 En nappe | Plat Régulier Lisse Transparent | Jaunatre | Crémeuse
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Photographie 3: Morphotypes des isolats bactériens obtenus.
(Photographie, CHUIDJANG 2024)
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I11.1.2. Criblage préliminaire des isolats a potentiels antagonistes

L’absence ou la présence des zones d’inhibitions plus ou moins différentes selon
I’antagoniste (tableau III) observées a I’ceil nu, a permis de sélectionner 14 isolats bactériens
parmi les 53 isolats testés dont les isolats : LG11, LG4, LG2, LG15, LG20, LG19, LG21, LR4,
LR2, LR6, SW2, SZ1, SZ12, SZ15 qui ont été retenus pour leur activité inhibitrice contre les

phytopathogenes (Fusarium verticillioides, Macrophomina phasoelina, Aspergillus flavus).

Tableau III : Résultat du criblage de I’activité antagoniste des isolats bactériens

Phytopathogenes

Morphotype Isolats Fusarium Macrophomina Aspergillus
verticillioides phasoelina flavus
LG8 - - -
LG7 - - -
LG14 - - -
LG9 - - -
LG5 - - -
LG6 - - -
LG12 - - -
LG13 - - -
11 LG18 - - -
12 LG16 - - -
13 LG3 - - -
13 LG10 - - -
13 LG17 - - -
LR1 - - -
LR7 - - -
LR3 - - -
LR5 - - -
SWI - - -
SW6 - - -
SW7 - - -
SW5 - - -
SW3 - - -
Sw4 - - -
SZ4 - - -
SZ9 - - -
SZ6 - - -
SZ14 - - -
SZ3 - - -
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1 SZ19 - - -
1 SZ16 - - -
1 S73 - - -
1 S7Z10 - - -
2 S72 - - -
3 SZ5 - - -
3 SZ8 - - -
4 SZ7 - - -
4 S7Z13 - - -
6 S711 - - -
8 SZ18 - - -
1 LGl11 + + +
7 LG4 - - +
6 LG2 - - +
10 LG15 + + +
10 LG20 + + +
11 LG19 + + +
12 LG21 + + +
1 LR4 + +

2 LR2 + + +
3 LR6 + - +
2 SW2 + + +
1 SZ15 + + +
4 S71 + + +
5 SZ12 + + +

Le signe — : isolats bactériens ne possédant aucune activité inhibitrice ; le signe + : isolats bactériens possédant une
activité inhibitrice
I11.1.3. Examen microscopique

Les résultats du test de coloration différentielle de Gram présentés dans le tableau IV ci-
dessous a révélé tous les 14 isolats bactériens sélectionnés comme étant des Gram positif
présentant des formes différentes : en batonnet, en coque et en coccobacille et des agencements

différents : isolé, en amas, en chainette.
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Tableau IV : Résultat de I'examen microscopique des isolats bactériens.

triplo

Isolats Gram Forme Agencement Aspect microscopique
bactériens
LG4 + Bacille En amas
LG11 + Bacille En chainette, en
diplo, en triplo
et en amas
LGI15 + Coccobacille Isolé et en amas
LG20 + Coccobacille En chainette
h -
LG19 + Coccobacille En diplo et en
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LG2 + Cocci En amas

LG21 + Coccobacille Isolé

LR6 + Cocci Isolé, en amas et
en courte
chainette

LR4 + Coccobacille En amas
formant des
cercles de
regroupement

LR2 + Bacille Isolé, en
chainette et en
diplo
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SZ1 + Bacille Isolé et en amas
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I11.1.4. Evaluation du potentiel antagoniste par confrontation directe

L’effet inhibiteur des 14 isolats sélectionnés sur la croissance des phytopathogenes F
verticillioides, M. phasoelina, A. flavus a ét¢ évalué. Apres 7 jours d’incubations Il en ressort
que, la présence des isolats bactériens a induit une inhibition de la croissance mycélienne des
phytopathogenes avec des pourcentages d’inhibitions variant de 27,46% a 95,77% en fonction

des isolats bactériens et des phytopathogénes.

Les pourcentages d’inhibitions de F. verticillioides variaient de 27,46% a 95,77% ;

I’inhibition maximale a été obtenue par les isolats LG11, LG4, SZ1, SZ12, SZ15 avec des
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pourcentages respectifs de 63,40%, 82,40%, 94,36%, 95,77%, 92,95% (figure 5). Les
pourcentages d’inhibitions de M. phasoelina variaient entre 41,54% a 95,77% les inhibitions
maximales ont été obtenues avec les isolats LG4, LR2, SZ15, SZ1, SZ12 avec des pourcentages
respectifs de 88,72%, 72,88%, 82,74%, 95,77%, 95,77% (figure 6). En présence de la souche 4.
flavus les pourcentages d’inhibitions variaient de 28,82% a 95,77% (figure 7) 1’inhibition
maximale a été obtenue par des isolats LG4, LG15, LG2, SZ1, SZ12 avec des pourcentages
respectifs de 86,97%, 64,08%, 66,90%, 94,77%, 95,77%.

De manicre générale le phytopathogéne M. phasoelina a été le plus sensible avec un
pourcentage d’inhibition moyen de 62,97% et le phytopathogene F. verticillioides a été la plus
résistante avec un pourcentage moyen de 56,58%. Toutefois, les isolats SZ1 et SZ12 ont été les

plus actifs induisant en moyen le plus fort taux d’inhibition (95%) face a ces 3 phytopathogenes.
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Figure 5: Pourcentages d’inhibitions des isolats bactériens en confrontation directe contre F.
verticillioides.

Les traitements portant les lettres différentes sont significativement différents selon le Least Significant

Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%. Fv = F. verticillioides ; LG11, LG4, LG2, LG15, LG20, LG19, LG21,
LR4, LR2, LR6, SW2, SZ1, SZ12, SZ15= Isolats bactériens.
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Photographie 4: Confrontation directe des meilleurs isolats bactériens contre F. verticillioides

en boite de Petri (CHUIDJANG, 2025). Fv = Fusarium verticillioides ; LG11, LG4, SZ1, SZ12, SZ15=

Isolats bactériens en confrontation avec Fusarium verticillioides.
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Figure 6: Pourcentages d’inhibitions des isolats bactériens en confrontation directe contre M.

phasoelina.

Les traitements portant les lettres différentes sont significativement différents selon le Least Significant
Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%. Mp = Macrophomina phasoelina ; LG11, LG4, LG2, LG15, LG20,
LG19, LG21, LR4, LR2, LR6, SW2, SZ1, SZ12, SZ15= Isolats bactériens.
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Photographie 5: Confrontation directe des meilleurs isolats bactériens contre M. phasoelina en

boite de Petri. (CHUIDJANG, 2025) Mp = Macrophomina phasoelina ; LG4, LR2, SZ1, SZ12, SZ15=

Isolats bactériens en confrontation avec Macrophomina phasoelina.
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Figure 7: Pourcentages d’inhibitions des isolats bactériens en confrontation directe contre A.
flavus.

Les traitements portant les lettres différentes sont significativement différents selon le Least Significant
Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%. Af= Aspergillus flavus ; LG11, LG4, LG2, LG15, LG20, LG19,
LG21, LR4, LR2, LR6, SW2, SZ1, SZ12, SZ15= Isolats bactériens.

Photographie 6: Confrontation directe des meilleurs isolats bactériens contre A. flavus en boite

de Petri (CHUIDJANG, 2025). Af= Aspergillus flavus ; LG11, LG4, LG2, LG15, LG20, LG19, LG21,
LR4, LR2, LR6, SW2, SZ1, SZ12, SZ15= Isolats bactériens en confrontation avec A4. flavus.
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IT1.1.5. Inhibition par confrontation indirecte

L’effet inhibiteur des composés volatils produit par les isolats bactériens sur la
croissance mycélienne des 03 champignons phytopathogenes a été évalué. Au terme des 7
jours d’incubation, il en ressort que la présence des isolats bactériens a montré des
pourcentages d’inhibitions variant de 0% a 98,11% en fonction des pathogeénes et des agents
de lutte biologique. En présence de F. verticillioides les isolats bactériens ont montré des
pourcentages d’inhibitions variant de 19,33% a 98,11%, les pourcentages les plus élevés ont
¢té observés en présence des isolats LG15, SZ1, SZ12, SZ15 suivi respectivement des
pourcentages de 97,64% ; 98,01% ; 97,64% ; 98,11% (figure 8). En présence de M.
phasoelina (figure 9) les isolats bactériens ont montré des pourcentages d’inhibitions variant
compris entre 0% et 98,11% ; les pourcentages les plus élevés ont été observés en présence de
LR6, SZ12, SZ15 avec des pourcentages respectifs de 98,11%. L’activité inhibitrice des
isolats bactériens sur A. flavus a montré des inhibitions comprises entre 26,88% et 98,11%,
les inhibitions les plus élevées étaient celle des isolats LR2, LR6, LG20, SW2 avec des
pourcentages d’inhibitions respectifs de 98,11% (figure 10).

De maniere globale, la souche 4. Flavus est la plus sensible avec un pourcentage
d’inhibition moyen de 73,24% et M. phasoelina la plus résistante avec un pourcentage moyen de
58,28%. Toutefois I’isolat SZ12 a été la plus active induisant en moyenne le plus fort taux

d’inhibition (97,95%) suivie de I’isolat SZ15 présentant un pourcentage d’inhibition de 97,53%

face a ces 3 champignons pathogenes.
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Figure 8: Pourcentages d’inhibitions des composés volatils provenant des isolats bactériens en

confrontation indirecte contre F. verticillioides.

Les traitements portant les lettres différentes sont significativement différents selon le Least Significant
Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%. FV = Fusarium verticillioides ; LG11, LG4, LG2, LG15, LG20,
LG19, LG21, LR4, LR2, LR6, SW2, SZ1, SZ12, S7Z15= Isolats bactériens.

Photographie 7: Confrontation indirecte des meilleurs isolats bactériens contre F. verticillioides

en boite de Petri (CHUIDJANG, 2025). Fv = Fusarium verticillioides ; LG15, LG19, LR4, LR2, LR6,

SZ1, S712, SZ15= Isolats bactériens en confrontation avec F. verticillioides.
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Figure 9: Pourcentages d’inhibitions des composés volatils provenant des isolats bactériens en

confrontation indirecte contre M. phasoelina.

Les traitements portant les lettres différentes sont significativement différents selon le Least Significant
Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%. Mp = Macrophomina phasoelina ; LG11, LG4, LG2, LG15, LG20,
LG19, LG21, LR4, LR2, LR6, SW2, SZ1, SZ12, SZ15= Isolats bactériens

Photographie 8: Confrontation indirecte des meilleurs isolats bactériens contre M. phasoelina

en boite de Petri (CHUIDJANG, 2025). MP = Macrophomina phasoelina ; LG4, LG20,LG21,SW2, LR2,

LR4, LR6, SZ12, SZ15 = Isolats bactériensen confrontation avec Macrophomina phasoelina
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Figure 10: Pourcentages d’inhibitions des composés volatils provenant des isolats bactériens

en confrontation indirecte contre A. flavus.

Les traitements portant les lettres différentes sont significativement différents selon le Least Significant

Difference (LSD) au seuil de probabilite 5%. Af = Aspergillus flavus ; LG11, LG4, LG2, LG15, LG20, LG19,

LG21, LR4, LR2, LR6, SW2, SZ1, SZ12, SZ15= Isolats bactériens

Photographie 9: Confrontation indirecte des meilleurs isolats bactériens contre A. flavus en boite

de Petri (CHUIDJANG, 2025). Af = Aspergillus flavus ; LG15, LG19, LR4, LR2, LR6, SZ1, SZ12, SZ15=

Isolats bactériens en confrontation avec Aspergillus flavus.
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I11.2. Effet de la pré-stimulation des semences de mais par les ALBs vis-a-vis de F

verticillioides sur les paramétres évalués

I11.2.1. Effet sur les paramétres de croissance

L’évaluation de I’effet de I’inoculation préalable des semences de mais par les
ALBs (SZ1, SZ12, SZ15) et infectées par F. verticillioides a révélé des effets variables sur la
croissance des plantules comme présenté dans le Tableau V. En ce qui concerne la longueur
aérienne et la longueur racinaire il en découle que, le traitement F. verticillioides seul a entrainé
une diminution significative (p<0.05) de 45,29% de la longueur aérienne et de 85,88% de la
longueur racinaire des plantules comparés au controle positif (sans bactérie ni phytopathogene).
Cependant, le pré-traitement des plantules par les ALBs a significativement amélioré ces
parameétres. Toutefois, le pré-traitement avec 1’isolat SZ12 s’est montré le plus efficace en
induisant significativement (p<0.05) une augmentation de la taille aérienne et de la taille
racinaire respectivement de 86,92% et de 90,66% par rapport au traitement F. verticillioides seul.
Parall¢lement, le pré-traitement avec 1’isolat SZ1 a entrainé une augmentation de 89,39% de la

taille racinaire des plantules comparé au traitement F. verticillioides.

Au sujet du poids frais des plantules et des racines, il apparait que, le traitement
F verticillioides seul a entrain¢ une baisse respective de 43,33% et de 57,14% du poids frais
aérien et racinaires respectivement comparé au traitement contrdle positif (sans bactérie ni
phytopathogenes). Cependant, la pré-inoculation par les ALBs a I’instar du traitement par I’isolat
SZ12 s’est montré le plus efficace en induisant une augmentation de 84,64% du poids frais aérien.
Néanmoins, la pré-inoculation par les traitements SZ1 et SZ15 ont induit une augmentation
respective de 76,55% et 74,81% du poids frais racinaire des plantules comparées au traitement

F verticillioides.

Pour ce qui est du poids sec aérien et racinaire, il en découle que, le traitement F.
verticillioides seul a entrainé une diminution significative (p<0.05) de 41,66% et de 57,14%
respectivement des poids secs aériens et racinaires compar¢ au traitement positif (sans bactérie
ni phytopathogene). Par contre, le traitement préalable par les isolats bactériens SZ1, SZ15 se
sont montrés les plus efficaces en induisant une augmentation de 75,86% et 74,04% du poids sec
aérien tandis que le traitement préalable avec I’isolat SZ15, a induit une augmentation de 66,67%

du poids racinaire sec des plantules comparées au traitement F. verticillioides.
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Tableau V : Effet de I’inoculation des ALBs vis-a-vis de F. verticillioides sur les paramétres de croissance des plantules de mais.

Traitement | Longueurs Poids frais Poids secs Longueurs Poids frais Poids secs

aériennes (cm) | aériens () aériens (g) Racinaires racinaires (g) | racinaires (Q)
(cm)

CP 14,68 +0,02® |0,70+0,01° [0,12+0,02° |[12,75+1,14° |0,12+0,02° 0,07 + 0,002

Fv 8,03 +1,01¢ 0,18 + 0¢ 0,07 £ 0,003 | 1,8 £0,09° 0,068 + 0,003 | 0,03 + 0,002

SZ1+Fv 13,40+0,53" |0,90+0,16° [0,29+0,01*® |16,98+0,58® |0,29+0,007% | 0,090,005

SZ12+Fv | 15,01+0,40° |1,17+0,01® |0,12+0P 19,29 +2,61* | 0,12+0Q° 0,07 + 0,004

SZ15+Fv | 11,14+0,03° |0,73+0,02® |0,27 +£0,01* |1225+1,29° |0,27 +0,01? 0,05 + 0,004°

Les valeurs portant les lettres différentes sont significativement différentes selon le Least Significant Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%. CP = Semences de mais
immergées dans de 1’eau distille stérile ; Fv= Semences de mais infectées par F. verticillioides. SZ1+ Fv = Semences de mais préalablement inoculées par I’isolat SZ1 puis
infectées par F. verticillioides ; SZ12 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ12 puis infectées par F. verticillioides ; SZ15 + Fv = Semences de mais

préalablement inoculées par I’isolat SZ15 puis infectées par £ verticillioides
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SZ1+Fv

Photographie 10: Effet du pré-traitement des semences de mais par les isolats bactériens et
infection par Fusarium verticillioides sur la longueur aérienne des plantules (CHUIDJANG,

2025)

CP = Semences de mais immergées dans de 1’eau distille stérile ; Fv= Semences de mais infectées par F.
verticillioides. SZ1+ Fv = Semences de mais préalablement inoculées par I’isolat SZ1 puis infectées par F.
verticillioides ; SZ12 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ12 puis infectées par F.
verticillioides ; SZ15 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ15 puis infectées par F.

verticillioides

I11.2.2. Effet de la pré-inoculation des rhizobactéries vis-a-vis de Fusarium verticillioides
sur les parametres d’incidence de la maladie : pourcentage de germination, ’indice de
vigueur et sur le pourcentage de protection.

Au cours de cette ¢tude, le nombre de graines de mais germées et infectées ont été relevé
aun intervalle régulier de deux jours. Les données collectées ont été illustrées dans les graphiques

des figures 11 et 12 ci-dessous.

Concernant la cinétique du taux de germination (figure 11), il en ressort que, le traitement
avec Fusarium verticillioides seul a entrainé une diminution moyenne du nombre de graines
germées de 3 a 1,5 (du Jour 8 a 10) par comparaison avec le t¢émoin positif ou nous avons observé
une augmentation progressive de nombre graines germées allant de 3 a 8,5 (du Jour 4 a 10).
Cependant, les pré-traitements avec les isolats bactériens SZ1, SZ12, SZ15 comparé au
traitement Fusarium verticillioides seul ont entrainé une augmentation du nombre de graines
germées de 5,5 a 6,5 (Jour 4) chez le pré-traitement avec SZ1, de 2 a 4 (Jours 4 a 8) chez le pré-
traitement avec SZ12 ; de 3 a 3,5 chez le pré-traitement avec SZ15 (Jour 8 a 10). Cependant, Il

est a noter que le pré-traitement avec 1’isolat bactérien SZ1 présentait un nombre maximal de
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graines germées d’une valeur moyenne de 6,5 sur un total de 10 graines par rapport aux autres

traitements bactériens.
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Figure 11: Variation du nombre de graines germées en fonction du temps et des traitements.

CP = Semences de mais immergées dans de 1’eau distille stérile ; Fv= Semences de mais infectées par F.
verticillioides. SZ1+ Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ1 puis infectées par F
verticillioides ; SZ12 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ12 puis infectées par F.
verticillioides ; SZ15 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ15 puis infectées par F.

verticillioides

S’agissant de I’évolution du taux d’infection (figure 12), il apparait que, le traitement
avec Fusarium verticillioides seul a entrainé une augmentation du nombre de graines infectées
de5a7,5(ours4a8)etde7,5a8 (Jours 8 al10). Cependant, les pré-inoculations avec les ALBs
SZ1, SZ12, SZ15 comparé au traitement par Fusarium verticillioides seul ont présenté une
réduction significative (p<0.05) du nombre de graines infectées de 2,5 a 3,5 (Jour 4 a 6) pour le
traitement avec SZ1, de 1 a 2,5 (Jours 4 4 6) et de 2,5 a 4 (Jours 6 & 10) pour le traitement avec
SZ12 ;de 5 a 6,5 pour le traitement avec SZ15 (Jour 4 a 8). Néanmoins, Il est a noter que, la pré-
inoculation avec I’isolat bactérien SZ1 a présenté un nombre minimal de graines infectées d une

valeur moyenne de 3,5 sur un total de 10 graines par rapport aux autres traitements.
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Figure 12: Variation du nombre de graines infectées en fonction du temps et des traitements.

CP = Semences de mais immergées dans de ’ecau distille stérile ; Fv= Semences de mais infectées par F.
verticillioides. SZ1+ Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ1 puis infectées par F.
verticillioides ; SZ12 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ12 puis infectées par F.
verticillioides ; SZ15 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ15 puis infectées par F.

verticillioides

La figure 13 ci-dessous présente respectivement les résultats de 1’effets de 1’inoculation
préalable des semences de mais par les rhizobactéries (SZ1, SZ12, SZ15) et infectées par F.
verticillioides sur les différents parametres d’incidence de maladie (pourcentage de germination,
indice de vigueur et pourcentage de protection). Il en ressort que, ’infection avec Fusarium
verticillioides seul a entrainé une réduction significative (p<0.05) de ces différents parameétres
cités plus haut respectivement de 79,41%, 88,58% et 96,10% par rapport au contrdle positif. En
revanche, la pré-inoculation par les ALBs a montré un effet bénéfique significatif (p<0.05) sur
tous ces différents parametres montrant ainsi un effet protecteur comparé au traitement avec
Fusarium verticillioides seul. Néanmoins la pré-inoculation avec I’isolat SZ1 s’est montré plus
efficace avec un pourcentage de germination maximal de 65% ; un indice de vigueur de 869,37%
et un pourcentage de protection de 66,5%. Cela suggére que, les rhizobactéries en particulier SZ1

peut étre utiliser pour protéger les plants de mais contre 1’infection par Fusarium verticillioides.

Mémoire de Master Il en Biochimie rédigé par CHUIDJANG NOULA LETICIA

ﬂ




Potentiel antagoniste des rhizobactéries d’Azadirachta indica contre trois champignons

phytopathogénes
100
a
< [ sz12+Fv
o
\:/ 80 B sz15+FV
o
k= a
< Il
= I
£ 60
S
, b
3 b
@ 40 -
{=>]
I b
c
D
e
5 204
o
o
0 - T
cp FV SZI+FV  SZI2+FV  SZI5+FV a
Traitements
B cP
1500 - B Fv
a [ ]szi+Fv
[ sz12+Fv
I Sz15+FV
b
§ 1000 - b
> 1
>
(<5}
©
8
E 500 -
d
0 T
CP FV SZ1+FV SZ12+FV SZ15+FV b
Traitements
I cP
B Fv
[ |szi+Fv
= [ sz12+Fv
S 100 pmmi BN sz15+FVv
c
=
=
[&)
I
o b
o ==
[«5)
o
S, 504
S
c
[«5)
e
>
o
[a
e
0 T
cP FV SZI+FV ~ SZI2+FV  SZIS+FV
Traitements

Mémoire de Master 11 en Biochimie rédigé par CHUIDJANG NOULA LETICIA




Potentiel antagoniste des rhizobactéries d’Azadirachta indica contre trois champignons
phytopathogénes

Figure 13: Effet de la pré-inoculation des rhizobactéries vis-a-vis de Fusarium verticillioides sur

les paramétres d’incidence de la maladie ; a: Pourcentage de germination ; b : Indice de vigueur ; ¢ :

Pourcentage de protection.

Les traitements portant les lettres différentes sont significativement différents selon le Least Significant
Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%. CP = Graines de mais immergées dans de I’eau distille stérile ; Fv =
Graines de mais infectées par F. verticillioides. SZ1+ Fv = Graines de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ1
puis infectées par F. verticillioides ; SZ12 + Fv = Graines de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ12 puis
infectées par F. verticillioides ; SZ15 + Fv = Graines de mais préalablement inoculées par ’isolat SZ15 puis

infectées par F. verticillioides.

Photographie 11: Effet du pré-traitement des semences de mais par les isolats bactériens et

infection par Fusarium verticillioides sur les paramétres d’incidence de maladie.

(CHUIDJANG, 2025)

CP = Semences de mais immergées dans de 1’eau distille stérile; Fv= Semences de mais infectées par F.
verticillioides. SZ1+ Fv = Semences de mais préalablement inoculées par I’isolat SZ1 puis infectées par F.
verticillioides ; SZ12 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ12 puis infectées par F.
verticillioides ; SZ15 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ15 puis infectées par F.

verticillioides
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I11.2.3. Effet de I’infection par Fusarium verticillioides et traitement préalable par les
isolats bactériens sur les pigments chlorophylliens

L’inoculation par les ALBs suivie d’une infection par Fusarium verticillioides sur des
semences de mais a révélé divers effets sur les pigments chlorophylliens des plantules de mais
obtenus comme illustré dans la figure 14 ci-apres. Il en ressort que, la production en Chlorophylle
a, en chlorophylle b et en caroténoides était nettement plus faible dans le feuillage frais des
plantules infectées par Fusarium verticillioides seul par rapport aux plantules du témoin positif
a des pourcentages respectifs de 85,93%, 88,54%, 83,33%. De plus, par comparaison avec les
pré-traitements bactériens aucune différence significative (p>0.05) n’a été observée dans la
teneur en chlorophylle b comparé au traitement Fusarium verticillioides seul. Toutefois, le
traitement préalable avec 1’isolat bactérien SZ1 a présenté un taux de chlorophylle a et de
caroténoides significativement (p<0.05) plus élevés (0,3 mg/g MF et de 0,4 m/g MF) par rapport

aux traitements bactériens et au traitement Fusarium verticillioides seul.
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Figure 14: Effet du pré-traitement des semences de mais par les isolats bactériens et infection
par Fusarium verticillioides sur la teneur en pigments chlorophylliens dans les feuillages frais

des plantules de mais.

Les traitements portant les lettres différentes sont significativement différents selon le Least Significant
Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%. Les traitements portant les lettres différentes sont significativement
différents selon le Least Significant Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%. CP = Semences de mais immergées

dans de I’eau distille stérile ; Fv = Semences de mais infectées par F. verticillioides. SZ1+ Fv = Semences de mais
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préalablement inoculées par 1’isolat SZ1 puis infectées par F. verticillioides ; SZ12 + Fv = Semences de mais
préalablement inoculées par 1’isolat SZ12 puis infectées par F. verticillioides ; SZ15 + Fv = Semences de mais

préalablement inoculées par I’isolat SZ15 puis infectées par F. verticillioides

II1.2.4. Effet des agents de lutte biologiques et de F verticillioides sur les paramétres
biochimiques chez les plantules de mais
I11.2.4.1. Activité spécifique de la phénylalanine ammonia lyase

La figure 15 ci-dessous présente 1’activité de la PAL chez les plantules de mais en
fonction des différents traitements. Il y en ressort que, 1’infection par Fusarium verticillioides
seul a stimulé (58,47 umol/min/mg de MF) de fagon significative (p<0,05) I’activité de la PAL
en comparaison au contrdle positif (36,03 umol/min/mg de MF). Par contre, le pré-traitement a
I’aide des ALBs ont significativement (p<0,05) réduit I’activité de cette enzyme par rapport au
traitement par le pathogéne seul. Cependant, le pré-traitement avec [’isolat SZI5
comparativement aux autres traitements a entrainé une meilleure réduction de 50,60 % de

I’activité de ladite enzyme.
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Figure 15: Influence du pré-traitement des semences de mais par les ALBs et infection par

Fusarium verticillioides sur la teneur en PAL.

Les traitements portant les lettres différentes sont significativement différents selon le Least Significant
Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%. CP = Semences de mais immergées dans de I’eau distille stérile ; Fv

= Semences de mais infectées par F. verticillioides. SZ1+ Fv = Semences de mais préalablement inoculées par
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I’isolat SZ1 puis infectées par F. verticillioides ; SZ12 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat
SZ12 puis infectées par F. verticillioides ; SZ15 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ15

puis infectées par F. verticillioides

I11.2.4.2. Activité spécifique de la polyphénol oxydase

Les activités de la polyphénol oxydase (PPO) des différents traitements sont représentées
dans la figure 16 ci-apreés. D’une manicre générale I’infection par Fusarium verticillioides seul
a entrainé¢ une augmentation de 37,93% de D’activité de la PPO comparé au témoin positif
traduisant le niveau de stress des plantes malades. Par ailleurs, les pré-traitements par les ALBs,
ont entrainé une réduction significative générale (P < 0,05) de cette activité par rapport au
traitement avec Fusarium verticillioides seul. De plus, Aucune différence d’activité n’a été

observé chez les différents traitements avec les ALBs.
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Figure 16: Effet du traitement préalable des semences de mais par les ALBs et infection par

Fusarium verticillioides sur la teneur en PPO.

Les traitements portant les lettres différentes sont significativement différents selon le Least Significant
Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%. CP = Semences de mais immergées dans de I’eau distille stérile ; Fv
= Semences de mais infectées par F. verticillioides. SZ1+ Fv = Semences de mais préalablement inoculées par
I’isolat SZ1 puis infectées par F. verticillioides ; SZ12 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat
SZ12 puis infectées par F. verticillioides ; SZ15 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ15

puis infectées par F. verticillioides
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I11.2.4.3. Quantification de la teneur en proline

La figure 17 ci-aprés présente la teneur en proline des différents traitements. Il en découle
que, le traitement avec Fusarium verticillioides seul a entrainé une augmentation significative (P
< 0,05) de la teneur en proline (1,11 mg/g de MS) par rapport au contrdle positif (0,80 mg/g de
MS). Cette activité est significativement réduite en présence des pré-traitements avec les
rhizobactéries en particulier ceux avec I’isolat SZ15 (0,97 mg/g de MS) et SZ12 (0,70 mg/g de

MS) par comparaison avec le témoin négatif.
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Figure 17: Effet de la pré-inoculation des semences de mais par les rhizobactéries et infection

par Fusarium verticillioides sur la teneur en proline.

Les traitements portant les lettres différentes sont significativement différents selon le Least Significant
Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%. CP = Semences de mais immergées dans de I’eau distille stérile ; Fv
= Semences de mais infectées par F. verticillioides. SZ1+ Fv = Semences de mais préalablement inoculées par
I’isolat SZ1 puis infectées par F. verticillioides ; SZ12 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par I’isolat
SZ12 puis infectées par F. verticillioides ; SZ15 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ15

puis infectées par F. verticillioides

I11.2.4.4. Quantification de la teneur peroxyde d’hydrogéne

L’évaluation de la teneur en peroxyde d’hydrogéne (H>O>) est présentée dans la figure
18 ci-dessous. De cette figure il ressort que, I’infection par Fusarium verticillioides seul a stimulé
une augmentation significative de la teneur en H»O; (0,20mmol/g de MF) par comparaison au

témoin positif (0,04 mmol/g de MF). Cependant, on observe une réduction significative (P <
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0,05) de la teneur en H>O> chez les traitements avec les isolats SZ12 et SZ15 par rapport au

traitement avec Fusarium verticillioides seul respectivement de 0,08 mmol/g de MF et

0,05mmol/g de MF.
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Figure 18: Effet de la bactérisation des semences de mais par les ALBs et infection par Fusarium

verticillioides sur la teneur en H202.

Les traitements portant les lettres différentes sont significativement différents selon le Least Significant
Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%. CP = Semences de mais immergées dans de I’eau distille stérile ; Fv
= Semences de mais infectées par F. verticillioides. SZ1+ Fv = Semences de mais préalablement inoculées par
I’isolat SZ1 puis infectées par F. verticillioides ; SZ12 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par I’isolat

SZ12 puis infectées par F. verticillioides ; SZ15 + Fv = Semences de mais préalablement inoculées par 1’isolat SZ15

puis infectées par F. verticillioides.
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II1.3. Discussion

Les stratégies de lutte biologique impliquant les agents bactériens sont apparues comme
¢tant de véritables approches innovantes et respectueuses de 1’environnement (Kant ez al., 2011).
Cependant, les phénomenes de changements climatiques fluctuantes dans les agroécosystémes
réduisent ’efficacité de ces derniers (Goswani et al., 2014). A cet effet, de nombreuses études
ont démontrées 1’efficacité des rhizobactéries issues des zones semi arides en tant qu’agents de
lutte biologique dans ces conditions (Asnake et al., 2024 ; Silva et al., 2020). Ainsi, la présente
¢tude a été menée dans 1’optique d’identifier et d’évaluer le potentiel antagoniste des bactéries
de la rhizosphére d’Azadirachta indica (neem) présent dans la zone semi-aride de I’extréme nord

Cameroun contre les phytopathogenes F. verticillioides, M. phasoelina, A. flavus.

Au regard des résultats, 53 isolats de rhizobactéries ont été obtenus a I’issue de
I’isolement et regroupés en 27 morphotypes démontrant ainsi la diversité microbienne associée
a la rhizosphére du neemier. Le criblage préliminaire réalisé, a permis de sélectionner quatorze
(14) isolats avec des pouvoirs antifongiques allant de 27,46 % a 95,77% en fonction de 1’isolat
bactérien et du phytopathogeéne concerné. Parmi ceux-ci, I’isolat SZ1 et SZ12 se sont révélés
comme de meilleurs candidats face a ces trois phytopathogénes avec un pourcentage moyen de
95%. Des résultats similaires ont été obtenus par Hussein ef al. (2024) qui ont présenté un
pourcentage d’inhibition compris entre 0 et 97,99 % contre les phytopathogénes R solani, M.
phasoelina, P. aphamadermatum en fonction des isolats de rhizobactéries utilisés parmi lesquels
I’isolat DMC8 provenant de la rhizosphére d’un oranger doux s’est révélé comme meilleur
candidat présentant une activité inhibitrice maximale de 97,99%. Par ailleurs, Giannelli ez al.
2024 ont testé vingt-cinq isolats bactériens issues de la rhizosphere du blé contre les espeéces A.
Sflavus, F. proliferatum, F. verticillioides a 1’issu de ce test, les rhizobactéries OK-17, OK-39, OK-
45 se sont révélées efficaces contre les trois phytopathogenes avec des pourcentages d’inhibitions
variant de 20 a 40%. De méme, les phytopathogénes sont restés distants des ALBs testées, ceci
témoigne la libération des substances diffusibles dans I’environnement (Klich et al., 1991). En
Fait, il a été¢ démontré que les rhizobactéries du genre pseudomonas ont la capacité de produire
des enzymes lytiques capable de briser les liaisons glycosidiques dans la paroi cellulaire du
pathogéne, limitant ainsi leur croissance. Elles sont €galement capables de produire divers
antibiotiques tels que le 2-4-diacétylphoroglucinol, les pyoverdines, la pyocheline, les
phénazines pouvant inhiber la germination des spores et de modifier la morphologie des hyphes
fongiques (Beneduzi et al., 2012). D’autres études ont aussi démontré la capacité de diverses

especes bactériennes tels que Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Azobacter, Enteterobacter et
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Serratia a produire des sidérophores qui agissent en inhibant la prolifération des
phytopathogénes, en séquestrant le Fe **et le rendant indisponible pour les pathogénes (Beneduzi

etal.,2012).

En ce qui concerne le test de confrontation indirecte les pourcentages d’inhibitions variait
de 0% a 98,11% en fonction du pathogene et des isolats bactériens antagonistes ; la meilleure
activité a été obtenue par SZ12 (97,95%) suivie de I’isolat SZ15 qui présentait un pourcentage
d’inhibition de 97,53%. Ceci expliquerait la capacité de ces isolats bactériens a produire des
composés volatiles tels que la pyocyanine, un composé a fort potentiel antimicrobien (Zhimo et
al., 2014). En effet, ces composés volatils ont la capacité d’induire de nombreuses anomalies
morphologiques chez le pathogene, telles que la perméabilité des membranes et le gonflement

des hyphes provoquant de faible germination de conidies (Li ef al., 2020).

Par ailleurs, les meilleurs agents de lutte SZ1, SZ12 et SZ15 ont démontré leurs capacités
a protéger les plantules de mais contre la pourriture des semis et racines causés par F
verticillioides. De ces résultats il ressort que, le pré-traitement par les ALBs a entrainé une
augmentation significative des paramétres de croissance. Ces résultats sont en accord avec ceux
de Mufti et Bano (2019) qui ont démontré que les rhizobactéries Pseudomonas stutzeri et
pseudomonas pudita inoculées avant le semis pouvaient entrainer une augmentation des
parametres de croissance tel que la hauteur des pousses (117% et 103%) et le poids frais des
pousses (120% et 100%) chez les plantes de soja infectées par Macrophomina phasoelina. Ceci
pourrait s’expliquer par le fait que, les rhizobactéries produisent des phytohormones telles que
I’acide indole-3-acétique (AIA), I’auxine et les cytokinines qui ont la capacité de stimuler la
croissance des racines latérales et améliorer 1’absorption des nutriments et d’eau ce qui entraine
une amélioration de la biomasse racinaire et de la croissance des pousses (Ahmed et al., 2024) .

Pour ce qui est de I’effet des pré-traitements avec les rhizobactéries sur les parameétres
liés a la maladie, il a été révélé que le pré-traitement des semences avec les isolats bactériens
augmentait le pourcentage de germination, 1’indice de vigueur et le pourcentage de protection
respectivement de 65%, 869,37% et de 66,5%. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par
Elsharkawy et al. (2022) qui a signalé que I’inoculation des PGPR du genre pseudomonas
(Pseudomonas putida, P. brassicacearum, P. aeruginosa et P. resinovorans) aux plantules de riz
infectées par Rhizoctonia solani ont entrainé une amélioration de la croissance et de la résistance
de ces plantules notamment, une augmentation respective de 83 a 89% et 1756 a 1496 du taux

de germination et de I’indice de vigueur par rapport au groupe témoin. En effet, les rhizobactéries
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sont bien connus pour leur capacité a stimuler la germination des graines en produisant divers
métabolites secondaires en particulier les phytohormones qui favorisent de fagon directe la
croissance et le développement de la plante (Ahmed ez al., 2024). A cet effet, les résultats obtenus
dans cette étude pourraient €tre attribués aux faites que, les ALBs ont stimulé une production
accrue d’hormones végétales telles que les gibbérellines qui auraient pu déclencher 1’activité
d’enzymes spécifiques comme 1’amylase, catalysant ainsi [’hydrolyse de 1’amidon présent en
sucres simples rendant ainsi les nutriments plus accessibles a la croissance de la plantule
(Konappa et al., 2020 ). De plus, un indice de vigueur ¢levé pourrait étre due a la conséquence
d’une amélioration de la syntheése et métabolisme de I’auxine hormone responsable de
I’¢longation cellulaire ou de la cytokinine hormones qui stimulent la division cellulaire
déclenchée par le traitement au PGPR (Noumavo et al., 2013). Nos résultats indiquent que les
pré-traitements par les rhizobactéries (SZ1,SZ12,SZ15) ont significativement augmenté le
pourcentage de protection des plantules de mais vis-a-vis de F. verticillioides respectivement de
66,5%, 60% et 39% cette augmentation notable pourrait étre due a 1’induction d’une résistance
systémique dans les plantules de mais conféré par les ALBs comme mécanisme de lutte
biologique conduisant a une promotion indirecte de la croissance des plantes via la suppression
de la maladie (Choudhury et al., 2022 ; Zhu et al., 2022).

Les plantules infectées par F. verticillioides ont présenté une réduction des teneurs en
chlorophylle et de caroténoides (85,93%, 88,54%, 83,33%) par rapport au témoin positif tandis
qu’une réduction moins prononcée de la teneur en chlorophylle a et de caroténoide a été observé
chez le pré-traitement avec 1’isolat SZ1 (0,3 mg/g MF et de 0,4 m/g MF). Ceci serait di a
I’infection par F. verticillioides qui aurait provoqué des dommages cellulaires notamment une
chlorose et une nécrose foliaire en réduisant le nombre de chloroplastes fonctionnels entrainant
ainsi une diminution de la teneur en chlorophylle observé chez le témoin négatif (Krishna,
2025).

L’activité enzymatique de la phénylalanine ammonia lyase (PAL) ont révélé une
réduction d’activité de cette enzyme chez les différents traitements bactériens notamment SZ1,
SZ12 et SZ15. Ces résultats pourraient étre liés a une induction d’un mécanisme de défense
systémique chez les plantules de mais suite @ une pré-inoculation des graines de mais par les
ALBs comme indiqué précédemment (Martinez-Medina ef al., 2011). En effet, la PAL est une
enzyme clé issu de la voie des phénylpropanoides catalysant la désamination de la phénylalanine
en acide trans cinnamique précurseur essentiel des voies de biosynthese des phénylpropanoides

(Kim et Hwang, 2014). Des recherches ont démontré que l'activation de la voie de l'acide
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jasmonique entraine une induction significative de synthése de la PAL, qui se situe a I’interface
du métabolisme primaire et de la synthése des phénylpropanoides. Ce dernier constitue un groupe
majeur de composés phénoliques comprenant les flavonoides, les phytoalexines, les lignines
capables, de détruire les membranes du phytopathogeéne (Kumar et al., 2020 et Misra et al.,
2023), et par conséquent dotés d’activité antimicrobienne (Cowan, 1999). Ainsi plus la plante se
retrouve en présence des agents étrangers plus elle synthétise une grande quantité de PAL d’ou
les résultats observés aprés dosage de cette enzyme ou la quantité de PAL produit augmentaient
lors de I’infection par F. verticillioides seul compar¢ a la quantité observée dans les traitements

en présence d’agents de lutte.

Par ailleurs, I’infection par F. verticillioides seul a entrainé une augmentation de la teneur
en polyphénol oxydase (PPO) comparé a la quantité observée chez le témoin positif. Néanmoins,
une augmentation significative de la teneur en PPO a été notée chez les traitements en présence
d’ALBs comparé au témoin positif. Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par Chen
et al. (2000) qui ont indiqué que les racines de concombres traitées avec le PGPR Pseudomonas
aureofaciens et infectées au pathogene Pythium aphanidermatum présentaient une accumulation
élevée de PPO en outre, les résultats obtenus par Babu ez al. (2025) ont indiqué que les PGPR
isolés de la rhizosphere de la tomate présentaient une protection accrue contre le mildiou de la
tomate en raison d’une accumulation importante en polyphénol oxydase. Cette augmentation
pourrait étre attribuée au faite que, le pré-traitement par les ALBs a pu entrainer une activation
des voies de I’ISR notamment celle 1’acide jasmonique qui a déclenché une série de réponses
biochimiques coordonnées aboutissant a I’induction des mécanismes de défenses comprenant
I’activation de diverses enzymes liés a la défense parmi lesquelles intervient la polyphénol
oxydase qui contribuent a la défense des cellules végétales en catalysant 1’oxydation des
composés phénoliques en quinones (composés antimicrobiens). Ces composés hautement réactifs
ont la capacit¢ de modifier et réticuler divers constituant cellulaires favorisant ainsi la
lignification des parois cellulaires qui empéchera 1’invasion par le phytopathogenes entrainant

par conséquent une réduction du stress chez les plantes (Press, 2022 et Ardebili et al., 2011).

La quantification de la teneur en proline a révélé une proportion plus élevée de proline
chez les plantules infectées par F verticillioides (1,11 mg/g de MS) ainsi qu’une activité
significativement réduite en présence des pré-traitements avec les ALBs SZ15 (0,97 mg/g de
MS) et SZ12 (0,70 mg/g de MS). Ces résultats vont dans le méme sens avec ceux obtenus par

Ahmed et al. (2024) qui ont montré que le traitement par les rhizobactéries ont significativement
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réduit la teneur en proline dans les feuillages frais des plantes de sorgo infectées par Burkolderia.
En effet, la proline agit comme un piégeur de radicaux libres, une molécule antioxydante et un
régulateur de I’équilibre thermique qui contribue a une attenuation du stress biotique (Sporman
etal.,2023 ; Hosseinifard et al., 2022). ; de plus, une augmentation de la teneur en proline chez
le traitement infecté par Fusarium verticillioides traduirait une réponse de I’hdte visant a se

défendre contre le stress induit par le phytopathogénes (Zeyad et al., 2022).

Les résultats de I’évaluation de la teneur en H>O> ont présenté une augmentation plus
¢levée (0,2mmol/g MF) de H,O: chez les jeunes plantules infectées par Fusarium verticillioides.
Tandis que, les pré-traitements par les ALBs SZ12 et SZ15 ont démontré des diminutions de cette
teneur respectivement de 0,08 mmol/g de MF et 0,05mmol/g par comparaison au traitement
infecté. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Krishna, (2025) qui a montré que la
quantité¢ de H>O» générée chez les plantes infectées par Fusarium oxyporum f.sp. lycopersici
¢tait la plus élevée par rapport au traitement avec les rhizobactéries. De méme, il a aussi indiqué
une réduction de la teneur en H>O: chez les plantules traitées avec les PGPB telles que
Pseudomonas aeruginosa, pseudomanas putida, paenibacillus polymyxa et Bacillus cereus. En
effet, dans les conditions normales de croissance, les plantes utilisent les espéces réactives a
I’oxygene a de faible concentration comme molécule de signalisation cependant, en conditions
de stress comme une infection par Fusarium verticillioides la production de H>O» devient
excessive entrainant un déséquilibre rédox et des dommages cellulaires au niveau des protéines
de signalisation (les kinases et facteurs de transcription), de I’ADN et des lipides (Sahu et al.,
2022) ce qui pourrait expliquer la production accrue de H>O> observé chez le traitement avec
Fusarium verticillioides seul. Néanmoins, une diminution de la teneur en H2O: chez les plantules
prétraitées avec les isolats SZ12 et SZ15 peut étre due aux faites que, les rhizobactéries ont réussi
a maintenir 1’équilibre stable entre la production de H>O» et les mécanismes de piégeage, a travers
I’activation d’enzymes antioxydantes telles que la peroxydase (POD) et la catalase (CAT) qui ont
entrainé une décomposition de H>O2 en H2O et Oz réduisant ainsi la toxicit¢ du H>O> (Sahu et
al., 2022 et Krishna, 2025). A cet effet, les études réalisées par Qadir et al. (2024) et Backer et
al. (2018) ont confirmé 1’impact positif des PGPR sur le renforcement de la capacité antioxydante

de la plante.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
1. CONCLUSION

Au terme de ce travail dont I’objectif général était d’isoler et d’évaluer le potentiel
antagoniste des bactéries issues des sol semi-arides et de la rhizosphére de la plante Azadirachta
indica (neem) présent dans les zones semi-arides de 1’extréme nord Cameroun contre quelques
champignons phytopathogenes (Fusarium verticillioides, Macrophomina phasoelina,

Aspergillus flavus), il en ressort que :

» Cinquante-trois (53) isolats bactériens regroupés en 27 morphotypes ont été obtenus de
la rhizosphére d’Azadirachta indica (neem) présent dans les zones semi-arides de

I’extréme nord Cameroun.

» Les tests d’antagonismes ont permis d’identifier trois isolats a fort potentiel antagoniste
contre Fusarium verticillioides, Macrophomina phasoelina et Aspergillus flavus a
savoir : SZ1, SZ12 et SZ15.

» Les ALBs SZ1, SZ12 et SZ15 ont réduit le taux d’infection des graines par Fusarium
verticillioides et ont fortement augmentés la croissance végétative des plantules de mais

et une reprogrammation du systeme de défense des jeunes plants.

2. PERSPECTIVES
Ce travail n’étant qu’une étape d’un vaste projet de recherche, nous envisageons dans un avenir

proche de :

» Faire une identification moléculaire de I’isolat SZ1 afin de déterminer son
appartenance spécifique a une espéce bactérienne.
» Evaluer le pouvoir antagoniste de 1’isolat en champs dans plusieurs zones agro

¢cologiques.
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ANNEXES

Annexe 1: Préparation des milieux de culture

Potato Dextrose Agar (PDA)

e Composition
Potato peptone
Glucose

Agar

4(1)g

20g
15g

(1) Equivalent de 200 g d’infusion de pomme de terre

e Préparation

Le milieu de culture Potato Dextrose Agar (PDA) a été préparé selon les

recommandations du fabricant en dissolvant 39¢g de poudre du milieu dans 600ml d’eau distillée

puis bien homogénéiser et compléter le volume & 1000ml. La stérilisation s’est faite a ’autoclave

a 121°C pendant 15 minutes et le milieu a été supplémenté a I’ampicilline (250 mg pour 1000ml

de milieu)

Nutrient Agar (NA)
e Composition

Peptone

NaCl

Extrait de viande ..........

Extrait de levure...........

Agar

e Préparation

Le milieu de culture Nutrient Agar (NA) a été préparé selon les recommandations du

fabricant en dissolvant 5g de poudre de peptone, 5 g de NaCl, 1 g d’extrait de viande, 2,5g

d’extrait de levure et 15gd’agar dans 600ml d’eau distillée puis bien homogénéiser et compléter

le volume a 1000ml. La stérilisation s’est faite a 1’autoclave a 121°C pendant 30 minutes.
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Annexe 2: Pourcentages d’inhibitions des champignons Fusarium verticillioides Macrophomina phasoelina et Aspergillus flavus en

confrontation avec les isolats bactériens obtenus : résultats du test de criblage

Isolats
bactériens
Phytopathogénes | ; -, LG2 LG15 LG20 LG19 LG21 LR4 LR2 LR6 SW2 SZ15 S71 SZ12
Everticillioides | 040 67,533,673 | 59.74£1,83 | 62,1050.91 | 57.7942.75 | 63.6343,67 | 5844+3,67 | 55194091 | 63.6343,67 | 59.0942,75 | 6233%9,18 | 64.28+4.6
M.phasoelina 1 ., 00 62,1044,60 | 62,3345,50 | 57,80+0,91 | 61,04+3,67 |62,33+1,84 |62,10+0,91 | 00 63,6343,67 | 67,5349,18 | 71,4243,67 | 59,74+5,0
Aflavus 60,40+2,80 | 70,12+1,83 | 60,4042,80 [ 62,33+1,83 |532443,67 |70,77+4,59 |7532+1,83 | 64,93+5,50 |59,74+1,83 [70,77£0,91 |56,50+0,92 | 74,0240 72,72+1,3
Isolats
bactériens
Phytopathogénes LG8  LG7 LGl14 LG6 LGI2 LG13 LG18 LG16 LG3 LG10 LG17 LRI LR7 LR3 LR5 SWI SW7 SW5 SW3 SW4 SZ9
FEverticillioides 0+0 0£0 0+0 0+£0 0+0 0+0 00 00 00 00 00 0+0 00 0£0 0+0 0+0 0+0 00 00 0+0 0+0
M.phasoelina 0+0 00 0+0 0+0 0+0 0+0 00 00 00 00 00 00 00 0£0 0£0 0+£0 00 O0+0 00 0+0 0+0
A.flavus 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 00 00 00 00 00 0+0 00 00 0+0 0+0 0+0 0+0 00 0+0 0+0
Isolats
bactériens
Phytopathogénes g7¢ S73 SZ19 SzZ16  SZ3 SZ10  SZ5 S78 sz7 Sz11 S718 LGI1
Everticillioides (110 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 56,50 +0,91
M.phasoelina 00 00 00 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
A.flavus 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0=0 57,14+5,50
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Annexe 3: Pourcentage d’inhibition des champignons phytopathogeénes Fusarium verticillioides, Macrophomina phasoelina et

Aspergillus flavus en confrontation directe avec les 14 isolats sélectionnés lors du criblage.

Pourcentage d’inhibition

Souches antagonistes

Pathogénes LG11 LG4 LG2 LG15 LG20 LG19 LG21 LR4 LR2 LR6 SW2 SZ15 SZ1 SZ12

Fusarium 6197 = 81,69+1,99 4154+0,99 57,74+0 29,570 42,25+199 59,15+199 37,32+#8,96 40,84+3,98 27,46+0 29,57+0 92,95+1,99 94,360 95,77+0

verticillioides 3,98

Macrophomina 54,22+4,97 88,73+0 41,59+2,98 49,29+5,97 49,29+7,96 57,74+597 42,95+0,99 50,700 71,12+4,97 43,66+ 3,98 4154+0,99 83,80+2,98 95,770 95,77+0

phasoelina

Aspergillus 62,67+2,98 86,61+0,99 46,47+199 63,38+199 67,60+1,99 47,88+597 29,57+3,98 30,98+1,99 53,52+3,98 28,16+199 42,25+199 5422+4,97 94,78+0,19 95770

flavus

c
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Annexe 4: Photographie des confrontations directe des 14 isolats bactériens sélectionnés contre Fusarium verticillioides,
Macrophomina phasoelina et Aspergillus flavus en boite de pétri.
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Annexe 5: Pourcentage d’inhibition des champignons phytopathogénes Fusarium verticillioides, Macrophomina phasoelina et Aspergillus
flavus en confrontation indirecte avec les 14 isolats sélectionnés lors du criblage

Pathogeénes

Fusarium

verticillioides

Macrophomina
phasoelina

Aspergillus

flavus

Pourcentage d’inhibition

Souches antagonistes

LG11 LG4 LG2 LG15 LG20 LG19 LG21 LR4 LR2 LR6 SW2 SZ15 Sz1 SZ12
40,99+ 2 47,64+0,66 505,33 97,64+0,66 19,81+1,33 61,79+0,66 5553+0,93 60,89+0,60 58,93+3,33 94,10+0,33 77,35+2,66  98,11+0 98,01+0,13  97,64+0,66
0+0 81,60+0,66 0+0 0+0 81,1310 0+0 89,38+0,33 94, 33+0 78,77+0,66  98,11+0 96,360,066 98,11+0 0+0 98,11+0
54,71+1,33 32,54+0,66 27,35+1,33 95,75%0 98,11+0 35,84+1,34 95,94+0,13 040 98,11+0 98,11+0 98,01+0,13  96,36+0,066 96,41+0,13 98,11+0

Annexe 6: Photographie des confrontations directe des 14 isolats bactériens sélectionnés contre Fusarium verticillioides, Macrophomina
phasoelina et Aspergillus flavus en boite de pétri.
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Annexe 7: Cinétique d'évolution du nombre de graines germées et du nombre de graines infectées

NGG NGI NGG NGI NGG NGI NGG NGI NGG
Traitement Jour2 Jour 2 Jour 4 Jour 4 Jour 6 Jour 6 Jour 8 Jour 8 Jour 10
CcP 3+0 00 4,507 00 7+1,4 00 7,5+0,7 0+0 8,5+1,4
FV 3+0 0+0 3+0 61,4 3+0 7,5+0,7 3+0 8+0 1,5+0,1
SZ12+FV 240 00 3,5+0,7 10 3,5+0,7 2,5+0,7 4414 4+0 4414
SZIS+EV 30 0+0 3+0 5+1,4 3+0 7+0 3+0 6,5+0,7 3,540,7
SZ1+FV 5,5+0,7 0+0 6,5+0,7 2,5+0,7 6,5+0,7 3,5+0,7 6,5+0,7 3,5+0,7 6,5+0,7
Annexe 8: Résultats des paramétres d'incidence de la maladie, physiologiques et biochimiques
Paramétres CP FV SZ1+Fv SZ12+Fv SZ15+Fv
40 +
Pourcentage de germination (%) 85+ 7,072 17,5+ 3,53 65 + 7,072 14,14>  35+7,07°
603,45 +
Indice de vigueur 1247,91+10547%  142,44+46,05 869,37 £59,72°  228,46°° 390,14 + 79,93
Pourcentage de protection (%) 100 + 0° 3,90 + 2,40° 66,5 + 2,12 60+0° 39+141¢
0,18 +
Chlorophylle a (mg/g MF) 1,28 +0,142 0,18 +0,026° 0,39 +0,0010° 0,0062° 0,13 + 0,026°
0,15+
Chlorophylle b (mg/g MF) 0,12 + 0,030° 0,13 + 0,026° 0,15+0,0025°  0,0025° 0,16+ 0,0341°
0,18 +
Caroténoides (mg/g MF) 0,42 + 0,060 0,10 + 0,018" 0,40 + 0,013 0,0036° 0,109 +0,015"
36,35 +
PAL (ymol/min/mg de MF) 36,03 + 3,08° 58,47 + 2,992 39,53 +1,73° 2,90°  28,80+1,63°
44,02 +
PPO (ymol/min/mg de MF) 35,11 +0,41° 56,58 + 0,902 45,55 + 4,13° 1,80°  4290+191°
0,70+
Proline (mg / g MS) 0,80 + 0,05° 1,13+0,10% 1,09 + 0,004% 0,09¢ 0,97 +0,060"
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0,087 %
H202 (mmol/g FW) 0,05 + 0,009° 0,20 + 0,013? 0,20 + 0,0072 0,0031° 0,05+ 0,0016°

Les résultats sont exprimés en moyenne + SD et les valeurs dans chaque colonne portant les lettres différentes sont significativement

différents selon le Least Significant Difference (LSD) au seuil de probabilité 5%

Annexe 9: Courbe standard de la proline

Courbe standard de la proline

2,5

' y =1,8384x +0,0277 *

R2=0,8642 .
L>
0,5 0
°
° °
0 e
0 0,2 0,4 0,6 08 1 1,2
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