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Résumeé: Les tests ont porté sur I'action de P. polymyxa SGK2 a I'’égard de F.graminearum, F.
culmorum, F. verticillioides et M. nivale agents de la fusariose du blé dur en Algérie.

La technique de confrontation directe en boites de Petri met en évidence une action inhibitrice caractérisée
par un ralentissement de la croissance mycélienne. Aprés 7 jours d’incubation, un arrét a distance des colonies
du pathogéne est observé. Nous étions également attachés a rechercher le (ou les) moyen utilisé par P.
polymyxa SGK2 pour inhiber la croissance des myceétes tests. Cette capacité naturelle agit par la synthese
d'une (ou des) substance constitutive inhibitrice de la croissance des quatre champignons sur le milieu King B,
d'une (ou des) substance inductible inhibitrice de la croissance du F. culmorum et F. graminearum sur le
méme milieu, et d'une (ou des) substance volatile inhibitrice de la croissance des quatre myceétes sur les milieux
King B et PDA.

Mots clés: F. culmorum, F. graminearum, F. verticillioides, Fusariose, Lutte biologique, M. nivale, P.
polymyxa, Triticum durum.

I- Introduction

Les produits chimiques utilisés a I'’heure actuelle pour lutter contre les agents responsables
de la fusariose du blé présentent des inconvénients. La plupart d’entre eux sont toxiques
pour les utilisateurs qui entrent en contact avec la substance de préservation. Cela justifie
les recherches actuellement menées dans ce domaine, qui tendent a mettre au point de
nouvelles méthodes de lutte moins nuisibles pour I'environnement. Paenibacillus polymyxa
(syn. Bacillus polymyxa [1]) représente un certain intérét car elle appartient au groupe des
rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) [2]. La promotion de la
croissance peut s’établir par I'intermédiaire de mécanismes directs ou indirects. Les effets
directs s’observentdans le cas ou les métabolites produits parla bactérie
inoculée stimulent la croissance de la plante indépendamment dela microflore
rhizosphérique native [3]. Au contraire, un effet indirect s'exerce par un comportement
compétitif voire antagoniste de la population introduite, vis-a-vis de populations délétéres ou
pathogenes [4,5]. En Algérie, la lutte chimique n’a pas permis de maitriser I'évolution
inquiétante des agents de la fusariose sur une culture de blé de plus en plus importante. Ce
travail s’intéresse a la mesure de I'action in vitro de P. polymyxa SGK2 sur F. graminearum,
F. culmorum, F.verticillioides, et M. nivale, agents de la fusariose du blé dur (Triticum
durum), et de procéder a la recherche du moyen utilisé par cette souche bactérienne pour
inhiber la croissance des mycetes tests.
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Il. Matériel et Méthodes
I1.1. Souches microbiennes
I1.1.1. Matériel fongique

Les 4 champignons qui ont fait 'objet de I'étude ont été fournis par le laboratoire de
'Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie (E.N.S.A.) d’El-Harrach (Alger, Algérie). Il s’agit
de F. graminearum, F. culmorum, F.verticillioides, et M. nivale (Tab.1)

Tableau 1: Codes et origines des mycetes pathogénes

Isolat Code Origine Année Espece
N° d’isolement
1 FGO04/08 Hd blé tendre ITGC (collet) 2008 F. graminearum
2 FC01/08 Vitron ITGC (collet) 2008 F. culmorum
3 FV01/07 Variété Latino INA blé tendre (épis) 2007 F. verticillioides
4 MNOQ01/08 Vitron INA (collet) 2008 M. nivale

[1.1.2. Origine de la rhizobactérie isolée

La souche de P.polymyxa SGK2 utilisée dans ce travail a été isolée de la rhizosphére du
blé dur sur un sol de Tiaret, cultivé depuis plus de 100 ans par une méthode immuno-
Enzymatique (immuno-piégeage) [6]. Elle avait été identifiée et sa diversité recherchée a
l'aide de différentes méthodes: APl (Analytical Profile Index), RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) et séquencgage du géne de 'ARNr16S [7]. Cette souche bactérienne
appartient au groupe ERIC-PCR 1 (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-
Polymeras Chain Reaction), elle fait partie du groupe de souches les plus adaptées a la
rhizosphére du blé dur et elle est caractérisée par son pouvoir de dégradation du
xyloglucane et sa capacité a entraver le développement in vitro de plusieurs mycétes
phytopathogénes [8].

II.2. Confrontation du champignon et de la bactérie en boite de Petri

Les milieux King B et PDA sont utilisés pour le test de confrontation in vitro. La bactérie
est inoculée sous forme d'une strie rectiligne qui partage la boite en deux parties égales.
Deux disques, de 5 cm de diamétre, obtenus a l'emporte piéce, d'une culture de
champignon sur gélose, sont déposés de part et d'autre de la strie @ 1 cm du bord de la
boite. Les boites témoins ne sont pas ensemencées avec la bactérie. Les boites sont
ensuite incubées a I'obscurité pendant 7 jours a 28°C. La durée d’incubation est prolongée
pendant 30 jours afin de surveiller la stabilité des résultats obtenus dans ce test. Au cours
de cette expérimentation, trois répétitions ont été retenues pour chaque test.

11.2.1. Calcul du pourcentage d'inhibition

Les mesures de la croissance mycélienne sont prisent quotidiennement et le test s'achéve
lorsque l'une des colonies aura couvert I'ensemble de la boite.Pour I'estimation de la
croissance mycélienne, qui consiste a mesurer quotidiennement (toutes les 24 heures) le
diametre de la colonie mycélienne du champignon pathogéne a l'aide d'un pied & coulisse
[9].L'évaluation de l'inhibition exercée par P. polymyxa SGK2 est estimée par le calcul du
pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne selon la formule suivante [10]:

I (%) = 1- (C, / C,) x 100
ou:
C.: le diamétre moyen des colonies en présence de 'antagoniste.
C, : le diameétre moyen des colonies témoins.
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[1.2.2. Recherche d'une substance active sur le développement des champignons
[1.2.2.1. Recherche d'une substance constitutive

On répete I'expérience portant sur la confrontation du champignon et de la bactérie en
boite de Petri. Cependant, on dépose un disque de gélose prélevé a proximité de la bactérie
[11].

11.2.2.2. Recherche d'une substance inductible

On utilise comme matériel de départ des milieux en boites de Petri ensemencés avec le
champignon et la bactérie. Un disque gélosé provenant de ces boites est prélevé dans la
zone d'inhibition (entre le champignon et la bactérie). Il est placé entre 2 disques gélosés
supportant le champignon [11].

11.2.2.3. Recherche d'une compétition trophique entre le champignon et la bactérie sur
les milieux PDA et King B:

On utilise une boite ensemencée avec le champignon et la bactérie. Cette boite doit
traduire un antagonisme entre la bactérie et le champignon. L'élimination de la moitié de la
strie centrale en enlevant la gélose et la bactérie permet les interprétations exposées sur la
figure 1.

(1) @ | m

Y AVAD
- @ \/

Figure 1: Lecture des résultats de la recherche d'une compétition trophique. Le champignon reprend sa

croissance uniformément (1) du cdté ou la bactérie a été éliminée (2a) : pas d’inhibition trophique, par contre il

y’a une inhibition trophique au niveau du compartiment (2b). Le champignon ne reprend pas sa croissance (3) :
I'hypothese de l'inhibition trophique reste possible.

[1.2.2.4. Recherche d'une substance inhibitrice volatile sur les milieux PDA et King B
par l'utilisation de bofites de Petri compartimentées:

Le champignon et la bactérie sont ensemencés dans une boite de Petri a trois
compartiments. On ensemence le champignon dans l'un des compartiments et la bactérie
dans les deux autres. Les boites témoins sont ensemencées avec le champignon
uniguement. On observe si la présence de la bactérie entraine un retard de croissance du
champignon [11].

Ill. Résultats et Discussion

lll.1. Test de confrontation in vitro

Les résultats obtenus montrent que la croissance mycélienne des souches témoins est plus
importante par rapport a celle obtenue avec les différentes confrontations (Pathogéne-
Antagoniste). Aprés 7 jours d’incubation, une action inhibitrice exercée par la souche SGK2
vis-a-vis de la croissance mycélienne a été observée. Les pourcentages d'inhibition, calculés
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pour les différentes confrontations sur les deux milieux de culture PDA et King B, sont
indiqués dans le Tableau 2.

Tableau. 2: Pourcentage d'inhibition de la croissance des quatre mycétes tests en présence de P.
polymyxa SGK2 apres 7 jours d'incubation a 28°C.

Pourcentage d'inhibition (%)

Milieux
Champignons King B PDA
F. verticillioides 37,41 12,47
F. culmorum 58,73 0,97
F.graminearum 70,84 3,13
M. nivale 66,11 1,41

La souche P. polymyxa SGK2 inhibe le développement des champignons dans les
proportions variant de 37,41 a 70,84% et de 0,97 a 12,47% respectivement sur le milieu
King B et le milieu PDA. F. graminearum semble étre le plus sensible sur le milieu King B
avec un pourcentage d'inhibition de 70,84%, tandis que F. verticillioides semble le plus
sensible sur le milieu PDA avec un pourcentage d'inhibition de 12,47%. On peut constater
gue la croissance de F. graminearum, M. nivale et F. culmorum est fortement inhibée par P.
polymyxa SGK2 sur le milieu King B, avec un pourcentage d'inhibition supérieur a 50%,
alors que dans le milieu PDA, le pourcentage d'inhibition de ces trois champignons est
inférieur a 4%, ceci laisse supposer que le mécanisme d'action de P. polymyxa SGK2 est
différent sur les deux milieux de culture. Le fort pouvoir inhibiteur exercé par la souche SGK2
vis-a-vis du myceéte cible sur le milieu King B carencé en fer peut étre expliqué par un
phénomene de compétition pour cet élément. L'inhibition des mycétes sur le milieu carencé
en fer peut non seulement étre due aux sidérophores, mais aussi a la production d'une
substance antibiotique dépendante de la  concentration en fer [12]. Mais le mécanisme le
plus classique est que les souches sont capables de réduire la croissance de ces agents en
synthétisant des sidérophores. Alternativement, la concurrence directe pour les aliments est
un scénario possible. P. polymyxa SGK2 se développe plus rapidement par rapport aux
mycétes en colonisant le milieu de culture et en ravissant les éléments nutritifs, c'est le
phénomeéne de compétition. Sur milieu PDA, l'inhibition de la croissance du F. graminearum,
F. culmorum et M. nivale n’était pas bien marquée. Ceci s’expliquerait par la vitesse de
croissance plus importante de ces mycetes sur ce milieu en comparaison avec celles
developpées sur le milieu King B.

[11.2. Recherche du moyen utilisé par P. polymyxa SGK2 pour inhiber la croissance des
mycetes tests

I11.2.1. Recherche d'une substance constitutive inhibitrice de la croissance des
champignons

La gélose prélevée a proximité de la bactérie est placée entre deux disques de gélose
supportant le champignon. Cette expérience met en évidence une (ou des) substance
produite par P. polymyxa SGK2 et active sur la croissance des myceétes tests sur le milieu
King B. Des chercheurs sont attachés a déterminer le mode d'action de 03 Bacillus et 4
actinomyceétes sur les champignons du bleuissement du bois. Ces bactéries n'agissent ni par
la synthése d'une substance volatile, ni par compétition trophique. L'antagonisme est lié a
la production d'une ou de plusieurs substances inhibitrices constitutives qui diffusent dans le
milieu de culture [10]. Dans le milieu PDA, le disque de gélose supposé contenir la
substance inhibitrice, ne permet pas l'arrét de la croissance des quatre mycétes. On peut
supposer dans ce cas, que la rémanence de la substance est trop faible pour étre mise en
évidence. En effet, I'expérience dure 7 jours (délai nécessaire au recouvrement par le
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champignon de la boite témoin). Il est possible que la dégradation de la substance
survienne bien avant la fin de lI'expérience. La souche SGK2 semble inefficace sur le milieu
PDA. Ce dernier est éliminé des expériences futures (recherche d'une substance inductible
inhibitrice de la croissance des champignons et recherche d'une compétition trophique).
Dans le cas positif, sur le milieu King B, on constate que la substance inhibitrice de la
croissance des myceétes tests est toujours active 4 semaines apres le début de I'expérience,
ce qui confirme sa stabilité dans le temps.

[11.2.2. Recherche d'une substance inductible inhibitrice de la croissance des
champignons

Certaines bactéries produisent des métabolites de facon constante, c'est a dire
indépendamment du milieu dans lequel elles se trouvent, d'autres par contre ne les
produisent qu'en présence d'un inducteur. Dans le cas qui nous intéresse, l'inducteur pourrait
étre une substance produite par le champignon. L'expérience réalisée, ne permet pas la
synthése de ces substances inductibles si elles existent puisque le disque de gélose est
prélevé d'une boite de Petri ne contenant que la bactérie. C'est pourquoi nous avons réalisé
une seconde expérience ou le disque gélosé est prélevé d'une boite de Petri dans laquelle
sont cultivés a la fois la bactérie et le champignon. Les résultats obtenus a la suite de cette
expérience sont indiqués dans le Tableau 3. Le disque gélosé supposé contenir la
substance inhibitrice prélevé dans la zone d'inhibition (entre le champignon et la bactérie) est
placé entre deux disques gélosés supportant le champignon, a permis d'entraver uniquement
la croissance de F. culmorum et F. graminearum. Ces deux mycétes ont une influence sur la
production d'antifongiques.Nous avons remarqué aussi que l'inhibition de la croissance des
myceétes tests était plus importante en présence de P. polymyxa SGK2.

Tableau.3: Mise en évidence d'une substance inductible inhibitrice de la croissance des
champignons.

Milieux King B
Champignons
F. verticillioides -
F. culmorum
F.graminearum
M. nivale -

+ +

- : Le champignon entre en contact avec le disque de gélose
+: Zone d'inhibition entre le champignon et le disque de gélose

[11.2.3. Recherche d'une compétition trophique

Lorsque la moitié de la strie bactérienne est éliminée du milieu de culture, le champignon
poursuit sa croissance de fagon homogéne, qu'il y ait, ou qu'il n'y ait plus la bactérie. Cette
expérience montre que la croissance du champignon est ralentie, mais toujours possible
(Figure.2). L'inhibition de la croissance n'est pas due a une compétition trophique, ou bien la
substance inhibitrice n'est pas stable.
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F. verticillioides F. culmorum F.graminearum M. nivale

Figure.2: Recherche d'une compétition trophique sur le milieu King B, aprés 7 jours d’incubation a
28°C a l'obscurite.

I11.2.4. Recherche d'une substance volatile inhibitrice de la croissance des
champignons

Le compartimentage évite le contact entre la gélose supportant la bactérie et la gélose
sur laquelle se trouve le champignon. On empéche ainsi la diffusion de substances dans le
milieu de culture. Seule une substance volatile produite par la bactérie pourra dans cet essai
provoquer une inhibition de la croissance du champignon. Les résultats obtenus a la suite de
cette expérience sont indiqués dans les figures 3 et 4. |l ressort que, malgré I'absence d'un
contact direct entre les isolats de Fusarium testés et la souche P. polymyxa SGK2, cette
derniére a pu exercer une activité inhibitrice sur le développement des colonies des mycetes
agressifs. Ceci s'expliquerait par I'aptitude de I'antagoniste & produire des substances
volatiles qui sont capables de limiter et méme de stopper le développement des agents
pathogénes.

Témoin SGK2+ F. graminearum

Figure.3: Recherche d'une substance volatile inhibitrice de la croissance du F.graminearum sur le
milieu King B apres 7 jours d’incubation a 28°C a l'obscurité (Utilisation de boites de Petri
compartimentées).

Témoin SGK2 + F. culmorum

Figure. 4: Recherche d'une substance volatile inhibitrice de la croissance du F. culmorum sur le milieu
PDA apres 7 jours d’incubation a 28°C a I'obscurité (Utilisation de boites de Petri compartimentées).
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De méme, des chercheurs ont mis en évidence la production d’'une substance volatile par la
souche P. polymyxa E681. En effet, Les résultats ont démontré pour la premiére fois que
cette souche produit un mélange volatil qui peut améliorer la croissance des plantes et
susciter une résistance systémique induite contre Pseudomonas syringae en |'absence de
contact physique avec les plantes [13].

IV. Conclusion et perspectives

Cette étude a montré l'effet nettement antagoniste de P. polymyxa SGK2 vis -a- vis de F.
graminearum, F. culmorum, F. verticillioides, et M. nivale, agents responsables de la
fusariose du blé en Algérie. En effet, les essais de confrontations entre ces mycetes et
P.polymyxa SGK2, que ce soit d'une facon directe sur milieu de culture ou bien & distance,
ont réveélé une inhibition de la croissance mycélienne des pathogenes testés. Dans le cas de
la confrontation a distance, malgré I'absence d'un contact direct entre les pathogénes et
l'agent antagoniste, une réduction du diamétre des colonies des mycétes est observée par
rapport au témoin non traité. Cela prouve qu'en plus de son pouvoir de  produire une (ou
des) substance constitutive, une (ou des) substance inductible, il est donc préférable
d'appliquer celle- ci afin qu'elle assure une sécrétion continue. P. polymyxa SGK2 peut agir
par la sécrétion de substances volatiles qui sont capables de stopper a distance le
développement de l'agent pathogéne. En se basant sur ces résultats, il est d'intérét
primordial d'utiliser la souche P. polymyxa SGK2 en tant qu'agent de lutte biologique contre
la fusariose du blé.
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