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Résumé

L’objectif de notre travail consiste a tester l'activité antifongique des bactéries lactique vis-
a-vis des champignons phytopathogenes en étudiant différents paramétres pouvant étre a 1’origine
de l’augmentation de la production des bactériocines et I’¢tude des caractéristiques
macroscopique, microscopique, et physiologiques de nos bactérie et champignons.

Nous avons cultivés 3 types de bactéries lactiques (B1 B2 B3), et nous avons également
isolé 9souches fongiques a partir de pomme de terre qui ont été ensemencé dans un milieu de

culture spécial.

Les résultats du test de I'effet inhibiteur des bactéries lactiques prouvent qu'il existe une
activité antifongique contre les champignons pathogenes pour les plants de pomme de terre, et

cette activité est élevée chez les bactéries lactiques gram-positives.

L'activité antifongique des bactéries lactiques obtenue apres les résultats, est représenté par
les variant diameétres de zones d'inhibition situées dans la fourchette de 0.6 & 2.2 cm. Cette activité

antifongique des bactéries lactiques est qualifiée comme moyenne.

Mots clé: Champignons , Bactérie lactique, Effet antagoniste, Pomme de terre.



Abstract

The objective of our work is to test the antifungal activity of lactic acid bacteria vis-a-vis
phytopathogenic fungi by studying different parameters that may be at the origin of the increase in
the production of bacteriocins and the study of macroscopic characteristics. , microscopic, and

physiological of our bacteria and fungi.

We cultivated 3 types of lactic acid bacteria (B1 B2 B3), and we also isolated 9 fungal
strains from potato which were inoculated in special culture middle.

The results of the lactic acid bacteria inhibitory effect test prove that there is antifungal
activity against pathogenic fungi in potato plants, and this activity is high in gram positive lactic
acid bacteria.

The antifungal activity of lactic acid bacteria obtained after the results is represented by the
varying diameters of zones of inhibition located in the range of 0.6 to 2.2 cm. This antifungal

activity of lactic acid bacteria is qualified as medium.

Keywords: Mushrooms, Lactic bacteria, Antagonistic effect, Potato.
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Introduction

D’apres la FAO et I’OMS, les probiotiques sont des microorganismes vivants (bactéries ou
levures) qui, lorsqu’ils sont consommés en quantité adéquate, produisent un effet bénéfique pour
la santé¢ de I’hdte. Ils peuvent étre présents ou introduits dans certains aliments (compléments
alimentaires) ou encore dans certains médicaments. Les probiotiques les plus connus sont les
bactéries lactiques (Lactobacillus, Streptococcus et Lactococcus) et les bifidobactéries, largement

utilisés dans les yaourts et autres produits laitiers fermentés (GUIDELINES, 2008).

Des preuves montrent que par rapport au traitement conventionnel, l'utilisation de
probiotiqgues comme adjuvant pourrait augmenter le taux de guérison clinique et mycologique a
court terme et réduire le taux de rechute a un mois. L'utilisation de probiotiques ne semble pas
augmenter la fréquence des évenements indésirables graves ou sans gravité.Cependant, en raison
de la faible qualité des preuves disponibles, les preuves en faveur de I'utilisation des probiotiques

comme adjuvants aux médicaments antifongiques conventionnels(Xie,2017).

Les champignons, sont importants du monde microbien. Ils sont impliqués dans une
multitude de processus biologiques de I’environnement. Ils présentent, en outre, un intérét
économique, en raison a la fois de leur utilité et de leurs activités néfastes multiples: altérations
des produits alimentaires et détériorations dans de nombreux autres domaines : production de
mycotoxines, vie parasitaire aux dépends de I’homme, des animaux et des plants. Par ailleurs,les
champignons synthétisent un grand nombre de substances complexes économiquement tres
importantes : acides organiques, alcaloides, antibiotiques, terpénes et enzymes (PEREIRA et al.,
2013).

La contamination fongique limite la durée de conservation, et provoque des modifications
physiques (moisissure visible ou décoloration, godt, odeur de moisi) et des modifications des
qualités nutritive sur les produits agricoles (TIKOUDANE.O, YAHIA AISSA.1,2020).

La production de pomme de terre est abondante dans La wilaya d’El Oued , selon les
données statistiques des services agricoles de la wilaya, elle couvre plus de 26% des besoins du
marché national, c’est la premiére zone productrice au niveau nationale. La production et le
rendement de pomme de terre dans I’ensemble des communes de la wilaya est de 11360000qgxsur
une superficie cultivée totale de 36200 hectares et un rendement moyen de 314 gx/ha (DSA,
2019).



Vu que la résistance des champignons est devenue sans doute un des gros défis que la
médecine moderne doit surmonter. Sachant que les champignons évoluent beaucoup plus
rapidement que le rythme auquel de nouveaux pesticides chimiques et antifongique sont congus, y
a-t-il d’autres avenues qui pourraient étre exploitées pour combattre la résistance des
champignons? Le but de notre travail est a consiste a vérifier 1’effet inhibiteur des bactéries

lactiques vis-a-vis quelques champignons pathogénes du pomme de terre.

Les objectifs de notre travail est la caractérisation morphologique et culturale, ainsi,
I’é¢tude de D’effet inhibiteur des bactéries lactiques vis a vis quelques souches fongiques

pathogénes infectant la culture de la pomme de terre.
Notre manuscrit comporte trois parties:

Partie 1 : la synthése bibliographique ayant pour but se situer le travail dans son contexte
scientifique, qui rassemble des données genérales, trait aux géneralités du bactéries lactiques et

leur activité antifongique contre des champignons phytophatogénes aux pomme de terre.

Partie 2 : une description des protocoles expérimentaux utilisés, d’une part, lors des
prélevement, isolement, purification sur différentes milieux de cultures , identification des souches
fongiques et des bactéries lactiques d’autre part, lors de la mise en évidence, in vitro, de 1’activité

antifongique.

Partie 3 : consacrée a la présentation des résultats obtenus et a leur interprétation. Enfin

cette partie se termine par une conclusion finale et soulignera les perspectives de ce travail.
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Chapitre0l Les bactéries lactiques

1. Généralités:

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques, qui se trouvent
partout dans la nature ainsi que dans le systéme digestif de ’homme, elles sont utilisées dans
I’alimentation humaine et actuellement dans I’industrie agroalimentaire. Aussi elles sont surtout
connues dans le secteur laitier ,dans le saumurage des légumes, les salaisons des viandes et des

poissons, ainsi qu’en boulangerie et dans la fabrication du vin(HAMMI.I,2016).
2. Historique:

Les bactéries lactiques sont des trés anciens micro-organismes, elles sont apparues avant
les cyanobactéries photosynthétiques, et avant I’apparition de I’oxygeéne dans I’atmosphére ce qui
pourrait expliquer leur caractere anaérobie. La découverte de leur action sur le lait fut
probablement accidentelle et elles ont été isolées pour la premiére fois a partir du lait et utilisées
pour la fermentation des aliments depuis 4000 ans(BOUABELLOU.H, BOUZZENIR.M,2018).

3. Définition des bactéries lactiques :

Les bacteries lactiques sont des microorganismes unicellulaires procaryotes, hétérotrophes
et chimio-organotrophes. Elles sont a Gram positif, peuvent avoir des formes coccoides,
coccobacillaires, ou bacillaires , sont non pigmentées, immobiles et non sporulantes. Les bactéries
lactiques tolérent des pH acides, ne possédent pas de catalase et possedent un métabolisme
anaérobie strict ou aérotolérant.Des bactéries lactiques produisent de I’acide lactique comme
produit principal du métabolisme en fermentant les sucres (glucose, fructose, mannose, galactose,
saccharose et lactose)(HAMMI.I1,2016).

% chez les bactéries homo-fermentaires: si 1’acide lactique est le seul produit formé.
+«» chez les bactéries hétéro-fermentaires: si d’autres composés sont aussi présents (acide
acétique, éthanol, CO2 ...etc.)(SADJI.H,2019).

Les bactéries lactiques sont dépourvues de nombreuses activités enzymatiques, grace a leur
faible capacité biosynthétique, ces bactéries ont des exigences nutritionnelles complexes pour les
acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides
fermentesciblest AMMOURI.K, REKIK.S,2019).

4. Origine:

La source originale des bactéries lactiques est constituée par les plantes vertes, et suite a
des processus d’évolution et d’adaptation, ces bactéries ont colonisé d’autres environnements et se

trouvent ainsi dans divers habitats, tant que ceux-ci réunissent les conditions adéquats pour
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satisfaire leurs besoins nutritifs. De cette maniére, le lait auquel les bactéries lactiques peuvent
accéder a travers le corps de ’animal, les excréments ou les végétaux, est devenu un habitat
caractéristique des bacteries lactiques, et ainsi elles se trouvent associees a divers produits laitiers
fermentés. Il faut signaler en outre que les bactéries lactiques font partie de la microflore naturelle
de la bouche, du tractus intestinal et du vagin de I’espéce humaine(AMMOURI.K,
REKIK.S,2019).

5. Habitat:

Grace a leur souplesse d’adaptation physiologique, les bactéries lactiques peuvent
coloniser des milieux trés différents du point de vue physico-chimique et biologique et sont
généralement associées aux habitats riches en nutriments, comme divers produits alimentaires: les
produits laitiers, céréaliers et carnés, aux poissons, a la biere,...... (BOUABELLOU.H,
BOUZZENIR.M,2018).

Elles sont ubiquistes et se trouvent soit libres dans 1’environnement, soit en association
avec un héte , dans un écosystéme bactérien comme le tractus gastro-intestinal ou génital des
mammiféres (BOUABELLOU.H, BOUZZENIR.M,2018).

6. Taxonomie et classification:

La classification des bactéries lactiques repose principalement sur leur morphologie (bacilles
ou coques), mais aussi sur les criteres phénotypiques suivants (AXELSSON, 2004).

¢ le mode de fermentation du glucose.

e la croissance a différentes températures (de 15 a 45°C).

e la nature de I’acide lactique (D, L ou DL).

¢ la tolérance ou I’intolérance aux fortes concentrations en sel (6,5%, 18% ).
e latolérance a I’acidité (des pH bas), au milieu alcalin ou a 1’éthanol.

e [’hydrolyse de I’arginine, la formation de 1’acétoine.

e la production des polysaccharides extracellulaires.

ORLA-JENSEN (1919), est le premier, qui a proposé une classification des bactéries

lactiques.

Une autre classification a été donnée par KANDLERetWEISS (1986), en divisant les bactéries

lactiques en trois groupes distincts :
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e homo-fermentaires strictes.
e hétéro-fermentaires facultatives.

e hétéro-fermentaires strictes.

A partir de 1990, une classification qui se base sur le séquencagede I’ARNr 16S a été
proposée, ce dernier a permis d’organiser les genres des bactéries lactiques dans un arbre
phylogénétigue (AMMOURI.K, REKIK.S,2019).

Lb. delbrueckii

Lo Weissella
uconostoe ) .
Lb. casei-Pedipcoccus
Oenococcus
Tetragenococcus Lactococcus
Vagococcus
Enterococcus
Streptococcus
Carnobacterium

Staphylococcus

Aerococcus  Listeria

FigureOl:L’arbre phylogénétique des bactéries lactiques (Axelsson, 2004).

Généralement, il existe plusieurs criteres pour identifier les bactéries lactiques au niveau
phénotypique : la forme des cellules bactériennes, la température de la croissance, la fermentation
des sucres, les activités physiologiques et biochimiques, la production des exopolysaccharides
(BOUABELLOU.H, BOUZZENIR.M,2018).

7. Caractéristiques générales des bactéries lactiques:

Les bactéries lactiques sont des bactéries possedant une réponse positif a la coloration de
Gram, immobiles, non sporulées, au point de vie enzymatique catalase, oxydase et nitrate
réductase négative, anaérobies ou aérotoléranteset se présentant sous formes différentes, cocci ou
batonnets (BOURGEOIS et LARPENT, 1996).
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Elles ont des besoins complexes en facteur de croissance : vitamine B, acide aminés,
peptides, bases puriques et pyrimidiques. Elles se caractérisent par un métabolisme exclusivement
fermentaire les conduisant a produire a partir du glucose des quantités importantes d’acide
lactique, accompagné dans certains cas d’autres métabolites (éthanol, CO2, autres acides

organiques). Elles ont une faible capacité de biosynthése (LUQUET, 1986).
7.1. Le Genre Lactobacillus:

Le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, il contient de nombreuses espéces
qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de nombreuses industries ou qui sont
rencontrées comme contaminants. Il s’agit de bacilles longs et fins (parfois incurvés) souvent
groupés en chaines, immobiles, asporulés, catalase négative, se développent & un optimum de
température situé entre 30 et 40°C. Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles trés
complexes en acides aminés, en vitamines, en acides gras, en glucides et en minéraux (KHALID
et MARTH, 1990 ; LECLERC et al., 1994).

7.2. Le Genre Bifidobacterium:

Le genre Bifidobacteruim était aussi considéré comme faisant partie du groupe des
bactéries lactiques grace a la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et a sa
présence dans le méme habitat écologique, tel que le tube gastro-intestinal. lesBifidobacteruim
étaient répertoriées comme étant des Lactobacillus bifidum. Les Bifidobacterium sont des bacilles
arranges en chaines ou en groupes, non-sporulés, immobiles, catalase (-) et non-filamenteux). Ils

sont anciennement Actinomycétes (BERGEY,1957).
8. Propriétés antifongiques des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont connues et utilisées pour les effets antagonistes qu’elles
peuvent avoir. Ceux-ci résultent de la production de différents composés organiques et non-
organiques capables d’inhiber ou de limiter la croissance de certains champignons pathogenes.

(HAMMI.1,2016).

Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes tels que: les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de carbone,
I' acetaldéhyde et la reutérine. Cette fonctionnalité est importante lors de 1’¢laboration des laits
fermentés, des fromages frais, dont 1’ardme principal est lié a cette activité microbienne
(CHOLET,2006).
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Chapitre02 La pomme de terre

1. Historique et origine de la pomme de terre:

La pomme de terre (Solanumtuberosum L.) est originaire de la cordillere des Andes dans le
Sud-Ouest de I'Amérique du Sud ou son utilisation remonte a environ 8 000 ans. Elle est introduite

en Europe vers la fin du XVIe siecle a la suite de la découverte de 1’Amérique par les

conquistadors espagnols (HAWKES, 1994).

On pensait autrefois que la pomme de terre était issue d’une plante sauvage unique,
I’espéce S. tuberosum. Dés 1929, les botanistes russes Juzepczuk et Bukasov avait montré que
cette origine était plus complexe et que 1’on retrouvait, parmi les ancétres des espéces de pomme
de terre cultivées des plantes sauvages différentes (ROUSSELLE et Spire, 1996).Elle est
aujourd’hui cultivée dans plus de 150 pays sous pratiquement toutes les latitudes habitées
(HAWKES, 1994).

2. Morphologie de la pomme de terre:
La pomme de terre est une plante vivace qui se propage par multiplication végétative et qui

est cultivée comme une espece annuelle (ROUSSELLE et al., 1992). Elle comporte a la fois des

tiges aériennes et des tiges souterraines . C’est une plante a fleurs gamopétales, dicotylédones, son
port est plus ou moins dressé suivant les variétés (DARPOUX et DUBELLEY, 1967).
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Figure 02:la plant de pomme de terre (SOLTNER, 2005).
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3. Classification :

Selon BOUMLIK (1995),la classification de la pomme de terre est la suivante:
Embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.
Sous classe : Gamopétales.
Ordre : Polmoniales.
Famille : Solanacees.
Genre : Solanum.

Espéce : SolanumtuberosumL.

1.4. Cycle végétatif :

Selon SOLTNER (1988), la durée de cycle végétatif de la pomme de terre est tres
variable. A titre indicatif, elle est de 90-150 jours, elle dépend de I'état physiologique des
tubercules qui sont plantés, de I'ensemble des facteurs agro climatiques (Température, Humidite,
méthode d'implantation, saison de plantation, quantité darrosage, type de sol, PH, engrais

agricoles,...... )et des variétés utilisées.

5. Production de pomme de terre Dans la wilaya d’El-Oued :

La wilaya d’El Oued est connue par sa production abondante de pomme de terre, selon les
données statistiques des services agricoles de la wilaya, elle couvre plus de 26% des besoins du
marché national, c’est la premiére zone productrice au niveau nationale . La pomme de terre est
cultivée selon deux types ; la saison et I’arriere-saison. Les rendements les plus élevés sont ceux
de la saison, ils oscillent entre 250 a 350 gx/ha. Les communes les plus productrices sont : Hassi
Khalifa, Reguiba, Ourmes, Trifaoui, et Taghzout avec une production totale de 7631550 gx et une
superficie cultivée 24337 ha (DSA, 2019).

11
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Figure03: Evolution de la production de pomme de terre dans la wilaya d’El Oued (DSA,2019).

Avec le développement remarquable de la quantité productrice de pommes de terre au niveau
de la wilaya d’E1-Oued, nous avons remarqué I'émergence d'un nombre croissant de la quantité de
pommes de terre infectées par des champignons, en raison de Plusieurs pathogénes et ravageurs et
des facteurs agro climatiques menacent la production de la pomme de terre, parmi lesquelles nous

citons les Pathogénes fongiques :
«» Alternariose (Alternariaspp):

Elle provoque sur les feuilles des Iésions qui ressemblent souvent a des taches ayant la forme
d’anneaux concentriques ressemblant a une cible. Ces taches apparaissent habituellement dans un
premier temps, sur les feuilles du bas, sous la forme de toutes petites taches noires ou brunes qui
s’agglomerent par la suite (CEE-ONU, 2014).

+«» Fusariose (pourriture seche) (Fusariumspp):

Il existe plusieurs especes différentes de Fusarium, provoquant des symptdmes légérement
difféerents : de fagon génerale, les pourritures séches se développent autour d’une blessure
entrainant une déshydratation du tubercule. En culture, la plantation de tubercules atteints de
pourriture seche peut produire des plantes chétives ou se solder par des manques a la levée (CEE-
ONU, 2014).

12
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Chapitre 03 Les Champignons Pathogenes

1. Généralité sur les champignons:

Les champignonsreprésentent un groupe hétérogene de microorganismes pluricellulaires
ubiquistes pouvant se développer a 1’état saprophyte ou parasite sur de nombreux substrats

(BENNETT et al., 2003).

Le développement des moisissures sur les denrées alimentaires peut avoir plusieurs
conséquences. Cela peut étre bénéfiques et prendre part a la transformation des matieres premieres
alimentaires (notamment lors de la fermentation), dans la production d’enzymes, des protéines, ou
encore d’agents aromatiques. Ils peuvent aussi étre utilisés dans la production des médicaments
comme les antibiotiques (ex: amoxicilline), les immunosuppresseurs (ex : ciclosporine) ou les
anticorps monoclonaux.Dans certains cas leur présence est nuisible car ils peuvent entrainer
I’altération des denrées alimentaires ainsi 1’accumulation de composés toxiques, les mycotoxines

(DUPUY, 1994).
2. ldentification des champignons:

L’identification d’une espéce fongique repose sur [’analyse de critéres culturaux
(températures, vitesse de croissance, milieux favorables) et morphologiques. Ces derniers sont
constituésdes parametres macroscopiques (aspect des colonies, de leur revers) et microscopique

(aspectdu mycélium, des spores, des phialides, des conidiophores,...).

L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait aprés réalisation d’un étalement
entrelame et lamelle et coloration de la préparation au Bleu Cotton. Généralement, un examen
al’objectif 40 est suffisant pour mettre en évidence la plupart des éléments importants

dediagnose(CAHAGNIER et RICHARD-MOLARD, 1998).
3. Production desmycotoxines:

Le terme « mycotoxine » provient du mot grec « Mycos», qui signifie un champignon et du
mot latin « Toxicum » signifiant poison. Les mycotoxines appartiennent a la catégorie des
métabolites secondaires toxiques, et elles ont un faible poids moléculaire. Elles sont produites par
des champignons filamenteux appartenant au phylum Ascomycota ou par des moisissure (TOLA
et KEBEDE, 2016).

Les mycotoxines sont actives a de faibles concentrations et elles ont une grande
importance pour la santé des humains et des animaux, étant la cause des maladies aigués et
chroniques (MOUSAVI KHANEGHAH et al., 2019).

14
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Les principales classes de mycotoxines qui revétent la plus grande importance
agroéconomique sont les aflatoxines, les ochratoxines, les fumonisines, les trichothécénes, les
mycotoxines émergentes de Fusarium, les enniatines, les alcaloides de l'ergot, les toxines
d’alternaria et la patuline (AGRIOPOULOU et al., 2020).

En général, toutes les cultures et céréales qui sont mal conservées a des températures
élevées et dans un environnement humide pendant une période prolongée peuvent étre sujettes au
développement de moisissures et a la contamination par les mycotoxines (BENNETT et KLICH,
2003).

La contamination par les mycotoxines peut se produire avant la récolte lorsque le végétal
est en croissance ou apres la récolte pendant la transformation, le conditionnement, la distribution
et le stockage des produits alimentaires (PEREIRA et al., 2014).

4. Principaux groupes fongique contaminant des produits agricoles:
4.1. Le genre Alternaria:

a. Généralité:

Les Alternaria sont des champignons fréquents dans notre environnement. lls
appartiennent aux moisissures atmosphériques. 1ls peuvent étre isolés de végétaux trés divers.
Alternaria comprend prés de 275 espéces avec des modes de vie saprophytes et phytopathogénes
qui peuvent affecter les cultures sur champ ou les produits végétaux pendant la récolte et post-
récolte (LOGRIECO et al.,2009).

b. Symptémes:

Le succés de I'infection est li€¢ a la sénescence des feuilles et des plantes mais aussi aux
conditions climatiques précises, comme une température entre 25¢° a 30c°et une période de rosée.
La maladie se reconnait facilement par les cercles concentriques rapprochés qui se forment a
I'intérieur des taches. Celles-ci se fondent parfois en grandes plages de tissus nécrosés et
provoquent un enroulement des feuilles qui rappelle celui de la brdlure apicale. Le temps chaud et

humide aggrave la maladie qui peut entrainer la mort (MUNRO, 1975).

La brulure précoce peut affecter le feuillage, les tiges et dans des cas plus séveres, les
fruits. C’est une maladie fongique qui affecte les cultures des Solanacées dans le monde entier

(BATISTA et al ; 2006).

15
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. Lutte contre I’alternariose:

L’alternariose de la pomme de terre réduit considérablement les rendements a la fois
qualitatifs et quantitatifs. Il n’existe pas de lutte curative pour contrdler le développement et
I’extension de la maladie, 1’Alternariose est habituellement combattue par 1’application de
fongicides luttant contre le mildiou (Guide de la CEE-ONU, 2014). Les fongicides sont
couramment utilisés pour contréler la brulure foliaire et sont constitués de produits protecteur
comme le mancozébe (Dithane) et le chlorothalonil (Bravo), le manébe, I’iprodione, le

difénoconazole, le cymoxanil+ famoxadone, le thiophanate-méthyle (BLANCARD et al., 2012).

Des travaux meneés sur Bacillus spp. autant qu’agents de lutte contre les pathogénes des
produits récoltes et stockés, beaucoupd’antagonistes ont été identifies et utilisés pour le contréle
de I’alternariose sur différents fruits et Iégumes. Des produits a base de Bacillus sont couramment
utilises en agriculture comme biopesticides, fongicides et stimulateurs de la croissance chez les
plantes (SHARMA et al.,2009).

4.2. Le genre Rhizoctoniasolani:

a. Généralité:

Rhizoctoniasolani est un champignon ubiquiste qui affecte de nombreuses cultures et
plusieurs organes. Cette maladie se manifeste particulierement sur les organes qui sonten contact
avec le sol humide.ll survient lorsque le feuillage est dense et que les plants ne sont pas
suffisamment espacés. Ces symptomes foliaires apparaissent principalement durant les mois les

plus chauds lorsque les arrosages sont intensifiés (Daughtrey, 2006) (Dreistadt, 2001).

b. Symptémes:

Les feuilles basales sont les premieres affectées et montrent un brunissement du limbe, par
fois une pourriture, puis se couvrent d’un mycélium brun. Parfois il y a la formation d’un réseau

mycélien prenant la forme d’une toile d’araignée (Daughtrey, 2006) (Dreistadt, 2001).

c. Méthodes de lutte:

Pour diminuer le rhizoctoneaérien, il faut assurer une bonne circulation d’air entre les
plants afin d’abaisser ’humidité, assurer un arrosage régulier, éviter les semis trop denses, les
regroupements importants et trop serrés de plantes ainsi que les feuillages trop denses
(Daughtrey, 2006) (Dreistadt, 2001).
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4.3. Le genreFusarium:
a. Généralité:

Le genre Fusariumappartient a la famille des Tuberculariacées, dans le groupe des
Hyphomyceétes (champignons filamenteux). Comme pour tous les champignons, la classification
originelle des Fusarium est basée sur des criteres culturaux et sur tout morphologiques établis par
des observations microscopiques. Les caractéres commun aux Fusarium est la production de
macroconidies pluricellulaires en forme de croissant. D’autres types de spores asexuées peuvent
étre produits : des microconidies unicellulaires ou bicellulaires de formes variées, ainsi que des

chlamydospore, spores de résistance (SMAHI.A,2008).

b. Symptomes:

On peut observer des symptémes foliaires de flétrissement et de jaunissement, le
brunissement des vaisseaux , et enfin la mort de la plante hote. La maladie offre souvent une
évolution tres rapide, brusquement les parties de limbe attaquées flétrissent de fagon irréversible

comme par manque d’eau c’est le flétrissement rapide (SMAHI.A,2008).

Souvent, les feuilles ne commencent a jaunir que d’un c6té de la tige, ou alors les jeunes

feuilles d’un c6té du pétiole, peuvent étre atteintes (BOUHOT, 1972).

c. Les moyens de lutte contre fusarienne:

Les mesures préventives contre la flétrissure fusarienne consistent a éviter les conditions
qui favorisent la maladie soit: un sol léger et acide, un manque d'azote et de calcium, des

températures élevées , manque de lumiére, maintenir le pH (SUN et HUANG, 1985).

Le traitement a l'eau chaudeest pratiquée pour protéger les plants pendant 30 secondes
avant de transplanter ou moins de 48 heures apres. Un ensemble de procedes exploitant la relation
de concurrence ou d’antagonistes existant entres vivantes y compris les champignons, en vue de

minimiser ou de limiter les dommages ainsi que 1’abondance des agents phytopathogénes sans

nécessairement les détruire par la suite (ALABOUVETTE et al., 1986).
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Matériels Et Méthodes

|.Matériels Et Méthodes:

Notre travail a été effectué au niveau de Laboratoire Microbiologie et Biochimie dans

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a I’'université EchahidHamma Lakhdar -El OUED.
Objectif du travail :
Notre étude répond a trois objectifs :

Recherche et pré-identification debactérielactique.
Recherche et pré-identification des isolats des champignons de pomme de terre.

Recherche de I’activité antifongique des bactérie Lactiques.
I.1.Matériels :
1.1.1. Matériel biologique:
a. Bactéries lactique:

Les bactéries lactiqgues ont été principalement fournies par Dr, ALLALI Ahmed
chercheur en sciences agronomiques a I’université de Echahid hamma lakhdar EI'Oued. Ces
bactéries sont en forme lyophilisée et nous avons pris 3 souchesdes bactéries lactiquesa méme

genre. Les bactéries sont représentées par trois symboles( B1, B2, B3).

Figure04: I'Echantillon De Bactérie Lactique Utilisée (photo original, 2021).
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b.Les souches fongiques :

Les souches fongiques ont été également fournies dans la wilaya d'- El oued par des
agriculteurs, les champignons sont étécultivés apartir de différents partie de pommes de terre,on a

pratiquement 8 symptémesremarques et assemblés dans le tableau suivant:

Tableau 01: les Symptémes sélectionnés de différentes parties infectées de pomme de terre

(photo original, 2021).

Partie de la Tubercule Tige Feuille Grande
plante moyenne feuille
infectés

Symptémes S1 S2 S3 S4

»
Image de
symptémesur

la plante

Partie de Feuille a pois Pomme de Pomme de terre Tige Feuille
plante terre pourries Moisi
infectée et pointillées
symptémes S5 X Y
marque

F M

Image de
symptémesur
la plante
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NB:lorsque I'échantillon S1 a été cultivé, nous n'avons observé aucune activité ou croissance

fongique.

1.1.2.Matériel de laboratoire:

L'ensemble des matériels utilisés dans la présente étude est présenté dans le tableau suivant:

Tableau02: L'ensemble des matériels utilisé.

Matériel

- Tubes a essali

- Tubes acentrifugation

- boites de pétri

- Pipettes graduée(1ml,5ml)

Micropipettes(100ul,1000puL)-
pipettes pasteurs

- pipettes - Portoirs

- Bec bunsen

- Embouts stériles

- Anse de platine- Flacons
- Spatule - Scalpel

- Seringue médicale

- Papier joseph- Béchers
- papier Wattman

- Lames - lamelles

- agitateur magnétique

1.2. Méthodes :

1.2.1. Recherche de confirmation des bactéries lactiques :

Appareil

-Balance
- Autoclave

- Plaques chauffantes
FISHER SCIENTIFIC

- Réfrigérateur FRIGOR
- Microscope optique

- Etuves (37°C et 44°C)

- Four Pasteur
- centrifugeuse

- micro-ordinateur

1.2.1.1. Examen macroscopique :

a. Préparation des solutions bactériennes :

Réactifs Milieu de culture
- Eau distillée - milieu deculture
- Eau PDA (potato
physiologique dextrrose agar)
- Cristal violet - Gélose nutritive
- lugol - Bouillon nutritif
- fuchsine
- Ethanol
- huile d'immersion
- bleu de
méthylene

- lactophénole

On met une petite quantité de bactérie lactique dans un tube contenant 1 ml d'eau

physiologique, on mélange la bien pour obtenir une solution homogene. et donc, on a préparé 3

solutions bactériennes.
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b. Ensemencement des bactéries:

Iml de chaque solution bactérienne est ensemencé dans uneboite de pétri contenant le
milieu de culture solide spécifiques aux bactéries lactiques( Gélose nutritive). L’ensemencement
se fait dans un endroit stérile et 1’incubation a 37°C pendant 2jours(BOUGHACHICHE et al.,
2005).

Dépot initial

iIv.0im -
Arraianviaw
animpasme e

4

Figure05:Méthode explicative de I'ensemencement.
Pour chaque bactérie on prépare 2 échantillons.

Tableau03:Différentes souches de bactériennes lactiques cultivees.

N° de Bactérie Bl S2 S3
N° des Boites utilisées pour chaque Bactérie Bl Bl1* B2 B2* B3 B3*
c. Repiquage :

Aprés I’incubation des bactéries, on choisit des échantillons bien développés et en bonne
forme de chaque bactérie( B1, B2, B3) pour effectuerle repiquage qui se fait par enlever des tache
a partir des colonies bactériennes a I’aide d’une anse stérilisée,et on mélange la avec 1ml d'eau
physiologie dans un tube ; aprés l'agitation, on dépose la solution d’une nouvelle boite avec des
mouvement d'ensemencement. L’incubation de repiquage se fait a 37°C pendant 24h(Guiraud,
1998).
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d. Observationmacroscopique:

Cette étude est basée sur 1’observation visuelle des colonies sur milieu de culture(Gélose
nutritive) solide,pour caractériser la taille, la forme, la couleur, pigmentation, opacité, l'odeur, ......
(BADIS et al., 2005).

1.2.1.2. Examen microscopique :
a. Coloration de Gram de bactérie:

Elle permet de distinguer les bactéries a Gram (-) qui apparaissent roses et les bactéries a
Gram (+) qui apparaissent violettes. Cette différence de coloration est liée a la nature de la paroi

bactérienne.
s Technique:
- étaler un frottis de colonie sur un lame ,et fixer la par la flamme.
- plonger la lame dans le cristal violet pendant 1 minute .
- laver la lame a l'eau distillée.
- plonger la lame dans le lugol pendant 1 minute.
- Laver a I'eau distillée.
- Décolorer 10 secondes a l'alcool, rincer immédiatement parl'eau distillée.
- plonger la lame dans la fuchsine pendant 1 minute.
- laver la lame a I'eau distillée.
- Sécher la lame par le papier.

-Observer &  l'objectif4A0X et x100 a [limmersion dans lhuile et a
peinelumiere(SINGLETON,1999).
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b. Observation microscopique:

L'observation microscopique se fait au différents grossissements en général (40X et 100 X)

afin de déterminer 1’aspect morphologique des colonies, le forme, la taille, le type de Gram et le

mode d’association (GUIRAUD, 1998).

1.2.2. Recherche et pré-identification des souches fongiques :
1.2.2.1. Examen macroscopique :

a. Découpage des champignonnes:

Aprés lavage des échantillons fongiques avec de 1’eau physiologique, on a faitun
découpages par ciseaux stériledans les endroits infectées de plant de pomme de terre, pourpréparer

les symptdmes fongiques qu'ont a étudiés.
b. Ensemencement des champignonnes:

Des petites morceau de chaque symptéme des champignonsest déposé dans une boite de
pétri contenant le milieu de culture solide spécifiques aux champignons( Gélose PDA).
L’ensemencement se fait dans un endroit stérile et I’incubation a 30°C pendant 5jours

(BOUGHACHICHE et al., 2005).

Tableau 04: les différentes souches fongiques cultivées.

Code des Sl S2 S3 S4 S5 X Y F M

symptomes

Code des Boites

utilisées pour

chaque S1 S1* S2 S2* S3 S3* S4 S4* S5 S5 X1 X2 Y1 Y2 F1 F2 M1 M2

symptémes
c. Repiquage :

Aprés I’incubation des champignons, on choisit des échantillons bien développés et en bonne
forme de chague symptomes (S2, S3, S4, S5 , Y1, X2 ,F, M ) pour effectuer le
repiquage(Guiraud, 1998).
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% 1*Repiquage:

Il se fait par enlever des tache a partir des colonies fongique a I’aide d’une anse stérilisée ,et on
mélange la avec 1ml d'eau physiologie dans un tube. apres l'agitation déposé le solution d’une
nouvelle boite avec des mouvement d'ensemencement. L’incubation de repiquage se fait a 32°C

pendant 5jours.
< 2™ Repiquage:

Il se fait par couper des morceaux ronds de souche fongique cultivée dans le gélose PDA a
I’aide de bouchon de tube a essai. puis, déposer des morceaux ronds fongiques isolats d’une
nouvelle boite de pétri contenant le milieux du culture. L’incubation de repiquage se fait a 32°C

pendant 5jours.
d. Observation macroscopique:

Les caracteres morphologiques et culturaux sont déterminés apres ensemencement des
souches pures sur les milieux de cultures spécifiques. L’identification se fait a 1’ceil nu, elle se
base essentiellement sur les caractéres suivants: la vitesse de croissance, I’aspect du mycélium
aérien, couleur de I’envers de la colonie, 1’odeur et la couleur des moisissures (BOURGEOIS et
LEVEAU, 1980).

1.2.2.2. Examen microscopique :
a. Coloration par Lactophénol:

La coloration au Lactophénol est une coloration trés simple qui permet d'observer les
champignons, et de nousrenseigner sur : la forme, la taille le mode de
regroupement(SINGLETON,1999).

% Technique:
- Etaler un frottis de colonie sur unelame et fixer la par la flamme.
- Mettre des gouttes de lactophénol sur la lame.

-Observer a l'objectif 40X et x100 aprés immersion dans I'huile et a peine lumiere
(SINGLETON,1999).
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Anse bouclée

- >/

1. Prélever une partie d’une colonie isolée 2. Réaliser un étalement sur lame

Frottis vers le haut

3. Fixer a la chaleur

Colorant

A /

4. Réaliser les étapes de coloration

Figure 06: Technique de coloration des souches fongiques par le lactophénol.
b. Observation microscopique:

Apres uneobservation microscopique, on a fait unepré-identification des champignons qui
se repose sur des critéres qui font appel aux caractéres culturaux (texture du mycélium, couleur du
thalle ), et a la taille des spores (BESSADAT, 2014).

1.2.3. Etude de Pactivité antifongique des bactéries lactiques:

Afin de les utiliser dans le bio contr6le, les bactéries lactiques isolées sont testées pour leur

activité antifongique apres application des méthodes appropriées.
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1.2.3.1. Méthodes utilisées pour détecter ’activité antifongique des bactéries lactiques:
a. Méthode de confrontation:

Tout d'abord un strie de chaque culture lactique est déposésur des boites de Pétri contenant
le milieu de culture ( Gélose nutritive) puis incubées a 30°C pendant 48h. Ensuite un disque de
5mm de champignon est déposédans la méme boite qui est incubée une autre fois a 30°C pendant
trois jours. Aprées incubation, le diametre de croissance du champignon est mesuré (GERBALDO
etal., 2012).

b. Méthode des puits et des disques :

Tout d’abord les surnageant de chaque souche lactique, cultivée dans un bouillon nutritive

(30°C- 24h), sont préparés apres centrifugation a 2000 rpm pendant 30 min .
¢ Méthode des puits:

Sur la surface gélosée d’une boite de Pétri, contenant la gélose nutritive avec
deschampignonsacculturées, des puits sont creusées en utilisant 1’embouts stériles. Ensuite, 100 pl
des surnageant de chaque culture ont été déposés dans les puits (BAREFOOT et
KAENHAMMER, 1983).

+ méthodedes disques :

On infuse le papier Wattman de 5mm stérilisée dans les surnageant de chaque souche
lactique. Puis, les disques sont déposes sur la surface gélosée d’une boite de Pétri contenants des
champignons acculturées (HWANHLEM et al., 2011).

c. Refroidissement et I'incubation:

Les boites de Pétri sont mises a une température de -4°C/2h pour permettre la bonne
diffusion de la substance antibactérienne (DOUMANDJI et al.,2010).Aprés 72h d’incubation a
30°C, les zones d’inhibition sont calculées autour de chaque puits (LAREF, 2014).
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Zone ou les bactéries Zone o la croissance
se développent normalement  des bactéries est inhibée

boite de Pétri ..
==
d'antibiotique *Soy
gélose avec @
Culture bactérienne

Mesure du diamétre de la zone
d'inhibition de croissance des bactérieq

Figure 07: méthode d'étude de I’activité antifongiquedes bactéries lactiques par la méthode de

disque ou puits.
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Résultatset Discussion

I. Résultats:

I.1. Résultats de confirmation des bactéries lactiques:
I.1.1. Criteres morphologique:

a. Aspect macroscopique:

L’observation macroscopique de culture révele la présence des colonies de forme
circulaire, de petites tailles, lisses, opaques, de couleurs blanchatres et orange, et a contour

régulier.

Tableau05: Aspect macroscopique des souches lactiques isolées(photo original, 2021).

bactérie B1
Aspect
macro-
scopique

b. Aspect microscopique:
A I’issue de coloration de gram, on peut distinguer des bactéries colorées :

+« enviolet fonceé : elles ont gardé le violet, elle sont Gram +.

+«+ enrose ou rouge pale : elles ont perdu le violet, elles sont gram -.

L’observation microscopique des bactéries nous a permis de révéler que ce sont des bactéries
Gram ( + et - ) de forme ovoide et rondes (coques) et sous forme béatonnet (longue, courte, en

chainette) et dans la disposition été en tétrade, en amas, en paire et isolé.

32



Résultatset Discussion

Tableau 06: Aspect microscopique des souches lactiques apreés la colorationde Gram.

(photo original, 2021).

bactéries  description Aspect microscopique
B1 - violet foncé .Y i TN o
- Gram +
- ovoide
- batonnet
- courte
- en amas

B2 - rose
- gram(-)
-rond
- isolé.

B3 - violet foncé
- Gram +
- batonnet
- longue
- en amas

.
-4

! {
:. LY

- v
Bl

i
e!'zx‘..
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1.2. Résultats de pré-identification des souches fongiques:
1.2.1. Criteres morphologiques:

L’identification de ces souches s'effectue en se basant sur les caractéres macroscopiques
des colonies (aspect, couleur, forme, contour, etc.) et sur les caracteres microscopiques
(cloisonnement du mycélium, forme des spores, forme des organes de fructification, etc.).

a. Aspect macroscopique:

Les caractéres macroscopiques des différentes souches sont étudiés sur milieu de culture
PDA. Le tableau suivant résume I’aspect des souches fongiques isolées, la consistance des
colonies, la couleur de la boite ainsi que la présence ou 1’absence de pigments caractéristiques de

chaque souche.

Tableau 07 :Caractéristiques macroscopique des souches fongiques isolées a partir de differentes

parties de pomme de terre(photo original, 2021).

symptdomes  Description Aspect macroscopique

S2 Couleur :
Blanche, brune
Aspect :
Cotonneuse
veloutée a
Poudreuse

S3 Couleur :
Blanche, brune
Aspect :
Cotonneuse
velouté a
poudreuse des
gouttelettes
d’exsudat en
surface
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S4

S5

Couleur :
brune

Aspect :
velouté a
poudreuse des
gouttelettes
d’exsudat en
surface

Couleur :
Blanche, grise
claire

Aspect :
Cotonneuse
veloutée a
Poudreuse

Couleur :

Blanche, verte
noiratre, brune,
verte, grise claire
Aspect :
Cotonneuse bombé
veloutée a
Poudreuse
irreguliére
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X2

Y1l

Couleur :
Blanche, jaune,
jaune foncée, rose,
rose foncée
Aspect :

Masse visqueuse
Bombeée
irréguliére

Couleur :
Blanche, rose, rose
foncée

Aspect :

Masse visgqueuse
Filaments fin
Bombée
Irréguliere
déformée

Couleur :

Blanche, verte
noiratre

Aspect :
Cotonneusebombée
irréguliére

Couleur :
brune
Aspect :
veloutée a
Poudreuse
irréguliére
pas lisse
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b. Aspect microscopique:

La coloration des souches fongiques par le lactophénol permet une bonne observation pour
certains des symptomes( F, Y1, S5) et facilite une identification de leur morphologie et leur
classification, a l'exception de l'autres symptémes fongiques qui ne possédent uneobservation

claire. Nos résultats sont établis dans le tableau suivant:

Tableau 08: Caractéristiques microscopique des souches fongiques isolées a partir de différentes

parties de pomme de terre (photo original, 2021).

Symp Genre Description Aspect microscopique
tomes

F Alternaria - hyphe Cloisonné.
alternata - conidies en

chaine simples ou
ramifiées.

- brunes,
irréguliére.

- 40X- 100 X.
-souvent avec un

rostre Apicale

court mais bien

Différencié .
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1.3. Etude de ’activité antifongique des bactéries lactiques:

On a fait différent méthodes pour étude de I’activité antifongique des bactéries lactiques et

I'antagonisme entre les bactéries et différents types de champignons.
1.3.1. Méthode de confrontation:
Dans cette étude nous avons testé ’activité antifongiques desbactéries lactique(B1, B2,

B3) vis-a-visles souches fongiques, ceci a été évaluée en observant le diametres de la zone

d’inhibition de la croissance des souches fongiques testées en contact avec les bactéries lactiques.

Figure 08: Effet antagoniste des bactéries lactiques vis-a-vis les souches fongiques

(photo original, 2021).
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1.3.2. Méthode des puits et des disques :

Dans cette étude nous avons testé 1’activité antifongique des bactéries contre les souches

fongiques en mesurant la zones d'inhibition selon deux aspects:

a.Méthode des puits:

Les résultats obtenusa partir cette méthode sont représentés dans les figures suivantes :

Figure 09: Effet antifongique des bactéries lactiques sur le croissance de certaines souches
fongiques par la méthode des puits (photo original, 2021).
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Zone d'inhibition en Cm
1,33+0.28

1,03+0.57
0,93+0.25 0,9+0.17 0.93+0.4
I 0,7+1.35 I 0,7+1.35 I 0,7+1.35 l
M F Y1 X2 S5 S4 S3 S2

1.4
1.2
1

0.8
0.6
0.4
0.2
0

Figure 10: Variation des zones d’inhibition entre différentes souches fongiques et bactérie

lactique n°1.

Zone d'inhibition en Cm

2,252.59

0,9+0.56 0,7+1.35 0,7+1.35 0,7+1.35 0,7+1.35 0,7£1.35 0,7+1.35

M F Y1 X2 S5 S4 S3 S2

2.5

2

1.5

1

0.5

0

Figure 11: Variation des zones d’inhibition entre différentes souches fongiques et bactérie

lactique n°2.

Zone d'inhibition en Cm
1,46+1.32

1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

1,23+0.3
0,93+0.4
0,7+£1.35 0,76+0.11 0,7+1.35 0,7+1..35 0,7+1.35 I
M F Y1 X2 S5 S4 S3 S2

Figure 12: Variation des zones d’inhibition entre différentes souches fongiques et bactérie

lactique n°3.
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b. Méthode des disques de papier Wattman:

Les résultats obtenus a partir cette méthode sont représentés dans les figures suivantes :

Figure 13: Effet antifongique des bactéries lactiques vis-a-vis certaines souches fongiques par la
méthode des disques de papier Wattman (photo original, 2021).

Zone d'inhibition en Cm

+0.
1,23+0.37 14

1,13+0.11 1.2

0,83+0.57 1+0.2 1
0,7+0.01 08

0,60 0,60 0,60

0.6
0.4
0.2

T T T T T T T 0

M F Y1 X2 S5 S4 S3 S2

Figure 14: Variation des zones d’inhibition entre différentes souches fongiques et bactérie
lactique n°1.

42



Résultatset Discussion

Zone d'inhibition en Cm
0,66+011

0,6+0 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,610

M F Y1 X2 S5 sS4 S3 S2

0.68

0.66

0.64

0.62

0.6

0.58

0.56

Figure 15: La variation de zone d’inhibition entre différentes souches fongiqueet bactérie

lactique n°2.

Zone d'inhibition en Cm
1,13+0.3

0,93+0.11 0,86+0.23

j 0,60 0,6+0 0,60 I 0,6+0 0,60
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1.2
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0.6

0.4

0.2

Figure 16: Variation des zones d’inhibition entre différentes souches fongiques et bactérie

lactiquen®3.
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1. Discussion:
11.1. Résultats de confirmation des bacteéries lactiques:

Les résultats de confirmation des bactéries lactiques révele par les examens

macroscopiques et microscopiques la présence de deux types appartenantaux bactéries lactiques.

Apreés la coloration de Gram, les bactéries (B1, B3) sont colorées enviolete c'est-a-dire
sont des gram positive, cette propriété est di a la structure morphologique de paroi des bactéries
qui contient d'une épaisse couche de peptidoglycane qui traversée par des acides téichoiques ou

lipo-téichoiques, ne laisse pas passer I'éthanol).

Aussi, Apres la coloration de Gram, le bactérie (B2) est colorée on rose c'est-a-dire est
deGram négative cette propriété est di a la structure morphologique de paroi de bactérie qui
contientune membrane cytoplasmique (ou membrane interne), d'un périplasme contenant une

paroi fine (peptidoglycane), et d'une membrane externe). De ce fait, nous pouvons dire que:

« B1,B3: sont probablement des Bifidobacteriumsp car elles possédent les
mémescaracteristiguemacro etmicroscopique(Gram-+).

< B2: est probablement une Bacteroidesspcar elle possedent des caractéristiquemacro
etmicroscopiquessemblable (Gram-).

Les bactéries lactiques utilisées dans I’alimentation sont consommeées quotidiennement et
en grande quantité par des populations trés importantes. Dans les yaourts, par exemple, deux
espéces de bactéries lactiques (Lactobacillus bulgaricusetStreptococcus thermophilus) sont
présentes a 108-109 germes par gramme.Etant des probiotiques, les bactéries lactiques apportent
des bénéfices a I’hote en conférant une balance de la microflore intestinale, et en jouant également
un réle important dans la maturation du systeme immunitaire. Les bactéries les plus fréquemment
utilisées comme pro-biotiques sont des Lactobacillus et des Bifidobacterium.Différentes études
ont démontré le rble préventif aussi bien que curatif de ces bactéries sur plusieurs type de
diarrhées (BOUABELLOU.H, BOUZZENIR.M,2018).

11.2. Résultats d'identification les souches fongiques:
A partir les résultats de pré-identification des souches fongiques (purification et de
coloration), on a obtenue trois genres des souches fongiques a bonneforme ( S5, Y1, F). En se

basant sur les criteres morphologiques et culturales de ces souches, nous pouvons les orienter aux

genres suivant:
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S5: Cladosporiumsp.
Y1: Fusariumsp.
F : Alternariaalternata .

Les autres souches fongiques isolés présentent des criteres macroscopiques et

microscopique peu clairs, ceci nous empéche de les répertorier en genres.
11.3. Etude de ’activité antifongique des bactéries lactiques:

Il existe divers mécanismes d’inhibition des micro-organismes entre eux. Si I’inhibition
intervient par la production de substances inhibitrices et si un seul des deux micro-organismes est
inhibé par l’autre, il convient de parler d’amensalisme. En revanche, si les mécanismes
d’inhibition sont réciproques, il s’agit alors d’un phénoméne de compétition. Cette compétition
peut s’exercer vis a-vis de I’espace disponible (inhibition de contact) et/ou de la disponibilité en
substrats. L’antagonisme désigne une lutte réciproque des deux populations par la production de

molécules inhibitrice, généralement spécifiques.

11.3.1. Méthode de confrontation:

On a effectué un test de confrontation directe entre lesdeux protagonistes (les bactéries
lactiques et les souches fongiques) pour connaitre I' interactions d'antagonistes entre eux.

D’apres nos résultats obtenus ,l'apparition des zones d'inhibition indique que il y a une
croissance des bactéries lactique dans le milieu c'est-a-dire laprésence d' une compétition
nutritionnelle entre les bactéries lactiques et les champignons cultivés dans le mémemilieu de
culture (gélose nutritive), la compétition terminé par la colonisation des bactéries lactiques le
milieu de culture et inhibe le croissance des champignonnes . en fin les bactéries lactiques sont des
obstacles antifongiques (GERBALDO et al., 2012).

11.3.2. Méthode des puits et méthode des disques:

Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites antifongiques tels que les
acides organiques, le diacétyle, les antimycotiques bioactifs, peptides, acides gras, acides
carboxyliques, bactériocines, peroxyde d'hydrogene, lactones, alcools, CO2 et la reutérine qui ont
la capacité d’inhiber la croissance fongique (CROWLEY et al., 2013). Elles peuvent aussi
dégrader les mycotoxines telles que ; les ochratoxines, les aflatoxines et les toxines de Fusarium et
les souches fongiques (SADIQ et al., 2019).
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Cette capacité d’inhibition chez les bactéries lactiques ne présentent une activité optimale
que sous certaines conditions. Notamment , leur activité antifongique dépend de la température et
du pH (ROUSE et al., 2008). De méme,leur production dépend du milieu de culture et de phase
de croissance ( DALIEet al., 2020).

a. Méthode des puits:

C'est la mise d’une stratégie de lutte contre les champignons phytopathogénes a 1’aide de
produits biologiques, il est nécessaire de connaitre le comportement des agents antagonistes et
leurs interactions avec le pathogene fongiques (LARKIN et FRAVEL, 1999).

D'aprés nos résultats obtenus par la méthode des puits , I'apparition des zones d'inhibition
autour des puits indique en général la présence d'une activité antifongique, et grace a nos données
mesurées a partir des zones d'inhibition et a l'aide defigure (9) qui représentent les résultats
d’inhibition contre les souches fongiques pathogénes. L’inhibition est notéepositive supérieure de
0.7cm, les résultats obtenus montrent clairement que tous les isolats lactiques étudiés ont une
activité inhibitrice contre les souches fongiques pathogénes, dont les diametres varient entre 0.7 et

2,2 cm.
Selon les données illustrées, on aobtenu :

+» Bactéries lactiques 1: posséde une zones d'inhibition contre S2, S4, M, F, c'est-a-dire il ya
une activité antifongique: lamoyenne des diametres des zones d’inhibition varient entre 0.7 et
1,23 cm.

«+ Bactéries lactiques 2: posséde une zones d'inhibition sauf S4 c'est-a-dire il y a une activité
antifongique ; lamoyenne des diamétres des zones d’inhibition varient entre 0.7 et 2.2 cm.

+» Bactéries lactiques 3: possede une zones d'inhibition contre S2, S4, M, c'est-a-dire il ya une
activité antifongique; lamoyenne des diamétres des zones d’inhibition varient entre 0.7 et 1,46

cm.

b. Méthode des disques de papier Wattman:

D'aprés nos résultats obtenus a partir de la méthode des disques de papier Wattman ,
I'apparition des zones d'inhibition autour des disques indique en général la présence d'une activité

antifongique, et graceaux données obtenuesa partir les zones d'inhibition, on a:
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%+ Bactéries lactiques 1: posséde une zones d'inhibition contre S4, X2, Y1, F, c'est-a-dire il ya
une activité antifongique; lamoyenne des diamétres des zones d’inhibition varient entre 0.6 et
1,23 cm.

% Bactéries lactiques 2: posséde une zones d'inhibition sauf Y1 c'est-a-dire il ya une activité
antifongique ; lamoyenne des diamétres des zones d’inhibition varient entre 0.6 et 0.66 cm.

%+ Bactéries lactiques 3: posséde une zones d'inhibition contre S4, Y1, M, c'est-a-dire il ya une
activité antifongique; lamoyenne des diamétres des zones d’inhibition varient entre 0.6 et 1,13

cm.

Nos conclusions a partir des expériences précédentes que, les bactéries lactiques ( B1,

B2,B3) présentent une activité antifongiquesmoyenne.
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont douées d’une activité antifongique contre différents
champignons d’altération des denrées alimentaires, ces bio protectrices représentent un interét

croissant comme alternative aux conservateurs chimiques.

Au terme de ce travail, qui a porté sur la caractérisation morphologique, culturale, et
I'étudié de [lactivité antifongique des bactéries lactiques (B1, B2, B3) contre certains genres
fongiques infectant la pomme de terre cultivée dans la wilaya d'El 'Oued. Le test d'antagonisme se

fait par les méthodes confrontation, des puits et par les disques de papier de wattman.

Pour confirmation le genre des bactéries lactiques que nous étudie on a fait un examen
macro (ensemencement, repiquage) et microscopique (coloration de Gram) et donc les résultats
sont (B1,B3: Bifidobacteriumsp, B2: Bacteroidessp) .

Les méme méthodes sont utilisees pour identifie les souches fongiques phytophatogéne,
sauf que I'examen microscopique on a fait un coloration par lactophénol. les résultats révele que
(S5: Cladosporiumsp, Y1: Fusarium sp, F: Alternariaalternata) ,mais les autres souches

fongiques n'ont pas bien répondu a notre travail.

L’étude de I’effet inhibiteur des bactéries lactiques a gram positif montre une activité
antifongique importante vis-a-vis champignons pathogénes de la pomme de terre , indique que nos
bactéries lactiques sont capables de synthétiser des substances inhibitrices ayant une activité
antifongique. Par contre une activité modérée chez les bactéries a gram négatif , indique une
activité antifongique faible ou absente définitivement contre ces champignonnes pathogénes de

pomme de terre.

L'activité antifongique des bactéries lactiques obtenue apres les résultats, est représentée

par les variant diamétres de zones d'inhibition :

% Bactérie lactiques 1:0.6-1.23 cm /0.7-1.23 cm
% Bactérie lactique2:0.6-0.66 cm /0.7-2.2 cm
% Bactérie lactique 3:0.6 -1.13cm /0.7 - 1.46 cm

D'apres notre modeste travail, nous pouvons qualifier I'activité antifongique des bactéries lactiques

comme moyenne.
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Conclusion

L’effet inhibiteur des bactéries lactiques est un mécanisme complexe, quilaisse place a
d’autres études, afin de comprendre le mécanisme de production et le mode d’action des composes
inhibiteurs.il serait intéressant d’¢élargir la gamme des aliments a décontaminer et de rechercher
d’autres genres et espéces des bactéries lactiques a caractére antifongique. Plusieurs lactobacilles
ont été jugés capables de lier les mycotoxines, donc il serait intéressant d’étudier I’activité anti-

mycotoxine de nos souches.
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