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Résumé 

 
La présente étude a été effectuée dans le but de lutter contre les phytopathogènes responsable de la 

maladie du grenadier (Punica granatum L.) situé au jardin botanique de l’université de Skikda. Afin 

d’isoler et identifier les phytopathogènes et les antagonistes appropriés, nous avons suivi une 

démarche microbiologique classique (mise en culture, observation macro et microscopique et 

identification). Pour tester les activités antifongiques nous avons utilisé trois types ; utilisation des 

extraits (ail, romarin, ortie) ; la confrontation directe et indirecte et les biosurfactants. Une approche 

de micro encapsulation des antagonistes et de leurs biosurfactants a été effectuée pour un traitement 

in situ. Les phytopathogènes isolés appartiennent aux genres Aspergillus, Alternaria et 

Colletotrichum et les antagonistes aux genres Bacillus et Serratia. Les résultats des activités 

antifongiques différent d’un type à un autre, nous pouvons les classer par ordre décroissant du plus 

efficace au moins efficace ; bactéries, biosurfactants  et extraits naturels. Ces résultats suggèrent que 

les antagonistes bactériens pourraient constituer un moyen potentiel de lutte biologique qui revêt 

une importance significative, car ils peuvent favoriser l'activité microbienne bénéfique. 

Mots clés : Bacillus, Serratia, Aspergillus, Alternaria, Colletotrichum, confrontation, antagoniste. 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

 
The present study was carried out with the aim of controlling the phytopathogens responsible for 

the disease of pomegranate (Punica granatum L.) located at the botanical garden of the University 

of Skikda. In order to isolate and identify the phytopathogens and the appropriate antagonists, we 

followed a classic microbiological approach (culture, macro and microscopic observation and 

identification). To test antifungal activities, we used three different approaches: extracts (garlic, 

rosemary, nettle), direct and indirect confrontation and biosurfactants. The antagonists and their 

biosurfactants were microencapsulated for in situ treatment. The phytopathogens isolated belong to 

the genera Aspergillus, Alternaria and Colletotrichum, and the antagonists to the genera Bacillus 

and Serratia. The results of the antifungal activities differed from one type to another, and we can 

rank them in descending order from most to least effective: bacteria, biosurfactants and natural 

extracts. These results suggest that bacterial antagonists could be a potential means of biological 

control of significant importance, as they can promote beneficial microbial activity. 

Keywords: Bacillus; Serratia; Aspergillus; Alternaria; Colletotrichum; biocontrol; 

antagonism. 

  



 

 

 الملخص
 

الموجود  (Punica granatum L ).أجريت هذه الدراسة بهدف مكافحة مسببات الأمراض النباتية المسؤولة عن مرض الرمان 

اتبعنا نهجًا   المناسبة،. من أجل عزل وتحديد مسببات الأمراض النباتية والمضادات ةسكيكد في الحديقة النباتية بجامعة 

. لاختبار الأنشطة المضادة للفطريات استخدمنا ثلاثة والتحديد(اقبة الكلية والميكروسكوبية والمر )الزراعةميكروبيولوجيًا كلاسيكيًا  

المواجهة المباشرة وغير المباشرة والمواد الحيوية. تم تنفيذ  (؛سماد نبات القراصووإكليل الجبل  )الثوماستخدام مقتطفات  أنواع؛

نهج التغليف الدقيق للخصوم ومضاداتها الحيوية للعلاج في الموقع. تنتمي مسببات الأمراض النباتية المعزولة إلى أجناس 

Aspergillus وAlternaria وColletotrichum  ومضادات معBacillus وSerratiaنشطة المضادة . تختلف نتائج الأ

البكتيريا والمواد الحيوية  فعالية؛يمكننا تصنيفها بترتيب تنازلي من الأكثر فعالية إلى الأقل  آخر،للفطريات من نوع إلى 

والمستخلصات الطبيعية. تشير هذه النتائج إلى أن مضادات البكتيريا يمكن أن تشكل وسيلة محتملة للرقابة البيولوجية ذات أهمية 

 ها يمكن أن تعزز النشاط الميكروبي المفيد.لأن  كبيرة،

 

.المكافحة البيولوجية  الكلمات المفتاحية:   Aspergillus ; Alternaria ; Colletotrichum ; Bacillus ; Serratia ؛ 
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Introduction 

 

            L’agriculture constitue la base de l’économie. Malheureusement celle-ci est soumise à 

plusieurs contraintes. Les producteurs sont confrontés à diverses maladies qui s’attaquent aux 

cultures. La majorité des maladies de plantes sont causées par les champignons qui causent des 

symptômes ; changement de couleur, des altérations des organes, des modifications anatomiques et 

des altérations des métabolismes (Aouar, 2012), leur impact est donc colossal en agriculture, ou ils 

peuvent réduire sévèrement les rendements et la qualité des produits agricoles (Robert,2012). Les 

produits chimiques utilisés à l’heure actuelle pour lutter contre les agents phytopathogènes 

présentent des inconvénients. De ce fait, la lutte biologique contre ces organismes, s'avère très 

importante. Les micro-organismes utilisés dans la lutte microbiologique appartiennent à plusieurs 

taxons à savoir les virus, les bactéries et les champignons. Les champignons et les bactéries sont les 

micro-organismes les plus utilisés (Sakhar, 2009). 

          La lutte biologique offre des potentialités de contrôle des maladies où certains agents 

antagonistes sont capables de contrôler des maladies contre lesquelles aucun moyen de lutte 

chimique ou résistance de l’hôte n’existe, et avec moins de contraintes environnementales que les 

pesticides (Hanson et Howell, 2002). 

          Selon Garett (1965) cité par Roger (1990), « tout facteur réduisant la survie ou l’activité 

d’un parasite par l’introduction d’un organisme vivant, excepté l’homme, qui diminue des pertes 

causées par le parasite », c’est l’agent de la lutte biologique. En 1968, l’académie nationale des 

sciences aux USA donna une définition plus large, c’est « toute action mettant en jeu des 

organismes ou modifiant l’hôte, y compris les méthodes culturales, qui permettent de diminuer, par 

voie directe ou indirecte, les dommages causés par un parasite. » 

          Le principal objectif de cette étude est de se concentrer sur l'isolement et l'identification de ou 

des agents phytopathogènes ainsi que les agents antagonistes appropriés en outre l’étude vise à 

évaluer leur activité antifongique.  
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1 Les agents phytopathogènes  

Plusieurs genres de champignons telluriques sont capables d’infecter les plantes cultivées et de 

causer des dégâts importants, il s’agit notamment des genres Aspergillus, Penicillium, Fusarium et 

Alternaria… l’ensemble de ces champignons provoquent des maladies cryptogamiques ; ces 

derniers se définies par une succession de réponses invisibles et/ou visibles à un champignon 

phytopathogène qui se manifeste par des bouleversements de la forme, de la fonction ou de 

l’intégrité de la plante. Les maladies cryptogamiques sont facilement transportées par le vent et la 

pluie qui favorisent le transport des spores des champignons, qui se disséminent et se déposent sur 

d’autres plantes saines (Agrios , 2005).Parmi les agents phytopathogènes, nous citerons : 

1.1 Aspergillus : 

De nombreuses espèces d’Aspergillus sont présentes dans l’environnement humain, notamment 

dans la poussière et l’air (Morin, 1994). La plupart des Aspergillus sont des saprophytes, capables 

de se développer dans le sol (Scheidegger et Payne, 2003). 

Les Aspergillus poussent rapidement, ils sont poudreux ou duveteux, de couleur variable ; blanc, 

vert, brun à noir. Ils se caractérisent par la formation d’organes de reproduction asexués ; les têtes 

aspergillaires. Le conidiophore, de longueur variable, se renfle à son extrémité terminale formant 

une vésicule globuleuse, à partir de celle-ci se forment des phialides, soit directement, soit par 

l’intermédiaire de métules. Les phialides forment des conidies unicellulaires, basipétales disposées 

en chainettes (Rouviere, 2002). 

Ce genre comprend plus de 250 espèces contenant à la fois des espèces pathogènes. Plusieurs 

espèces sont des agents pathogènes opportunistes des plantes et des animaux (Geiser et al., 2008). 

A niger est un champignon microscopique qui contamine les récoltes dans les champs ou pendant la 

conservation dans les silos ou greniers (Pane et al., 2011). Il forme des colonies noires atteignant 4 

à 5 cm de diamètre en 7 jours sur milieu Czapek incubé à 25 °C. La colonie est d'abord blanche et 

translucide puis devient noire en sporulant (Ayesha et al., 2003). 

1.2 Alternaria :  

Les Alternaria sont des champignons fréquents dans notre environnement. Ils appartiennent aux 

moisissures atmosphériques. Ils peuvent être isolés de végétaux très divers. Alternaria comprend 

près de 275 espèces (Simmons, 2007) avec des modes de vie saprophytes et phytopathogènes qui 

peuvent affecter les cultures sur champ ou produits végétaux pendant la récolte et post-récolte 

(Logrieco et al., 2009).  Cependant la majorité des espèces du genre Alternaria sont des 

champignons phytopathogènes inféodés à une famille de plantes ou à une plante spécifiquement. 
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L’Alternaria possèdent des conidies septées avec cloisons transversale, les cellules sont multi 

nuclées de couleur foncé de taille variable selon les espèces, pour la reproduction de l’Alternaria, 

les formes sexuées sont rarement rencontrées. Pour les caractères culturaux de ce genre, la 

croissance est rapide sur le milieu Sabouraud ou PDA à 25°C - 30°C, la couleur des colonies 

d’Alternaria au départ blanc-gris, devient rapidement foncée (vert foncé à noire) le recto comme au 

verso, pour la texture est duveteuse et laineuse (Chabasse et al.,2002). 

1.3 Colletotrichum : 

Colletotrichum sp. étaient récemment inclus dans la liste des 10 plus importants champignons 

pathogènes dans le monde, sur la base de connaissances scientifiques et importance économique 

(Dean et al., 2012). Ils peuvent infecter plus de 30 genres de plantes (Perfect et al., 1999 ; Damm 

et al., 2012a, b ; Farr et Rossman , 2017), provoquant la maladie de l'anthracnose et la 

dégradation post-récolte sur une large éventail de fruits tropicaux, subtropicaux et tempérés, les 

herbes, les cultures maraîchères et les plantes ornementales (Bailey et Jeger ,1992 ; Bernstein et 

al., 1995 ; Freeman et Shabi,1996 ; Crouch et al., 2009 ; Lima et al., 2011 ; Damm et al., 2012a, 

b ; Anderson et al., 2013 ; Crous et al., 2016 ; Guarnaccia et al., 2016 ; De Silva et al., 2017). 

Les champignons de genre Colletotrichum produisent des conidies à l'intérieur de fructifications 

fongiques noires appelées acervules (Ponte, 1996). Leur mode de vie saprophyte ou pathogène 

lorsque les plantes hôtes sont soumis à des conditions de stress, ou placées en stockage post-récolte 

(Crous et al., 2016). La germination pathogène a lieu sur des plantes ou sur une surface 

hydrophobe et se caractérise par une mitose rapide suivie du développement d'un seul tube 

germinatif. Ce processus est initié immédiatement et conduit à la formation d'appressoria. La 

germination saprophyte se produit en milieu riche. Cela prend beaucoup plus de temps et se 

caractérise par le développement de deux tubes germinatifs qui émergent des côtés opposés de 

spore. Ces tubes germinatifs ne forment pas d'appressoria, et ces spores germées n'infectent pas les 

plantes (Barhoom et Sharon, 2004). 

2 Les agents de biocontrôle  

Parmi les agents les plus utilisées : 

2.1 Serratia : 

Les espèces du genre Serratia sont des bactéries anaérobies facultatives (Grimont et Grimont, 

1992), elles peuvent se développer en présence d'oxygène (aérobie) ou en l'absence d'oxygène 

(anaérobie) (Slonczewski et John, 2009). 
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Les Serratia associées aux plantes comprennent à la fois des endophytes et des espèces libres dans 

la rhizosphère. De nombreuses espèces de Serratia ont la capacité de favoriser la croissance des 

plantes (PGP), et sont des agents de lutte biologique contre les pathogènes fongiques du sol qui 

infectent diverses cultures (Muller et Berg, 2008). 

Les Serratia sont des entérobactéries généralement mobiles. Elles donnent parfois des colonies 

pigmentées en rouges. Les espèces du genre Serratia sont des bacilles Gram négatif parfois assez 

fins (Holt,1994). 

Serratia marcescens est une bactérie à Gram négatif appartenant à la famille des Enterobacteriacea. 

Cette bactérie est considérée comme un agent prometteur de lutte biologique contre les maladies 

fongiques des plantes grâce à son activité antifongique élevée (Fadhil et al., 2014). 

Plusieurs composés antifongiques provenant de Serratia marcescens ont été purifiés et caractérisés, 

tels que la chitinase, la prodigiosine et la protéase. Ces composés attaquent les parois cellulaires des 

champignons phytopathogènes, provoquant ainsi une lyse cellulaire et une mort ultérieure. De 

manière intéressante, chaque souche de Serratia marcescens peut avoir son propre ensemble de 

fongicides qui leur permettent de lutter contre différents spectres de champignons (Someya et al., 

2001 ; Giri et al., 2004). 

2.2 Bacillus :  

Le genre Bacillus est hétérogène, aéro-anaérobie facultatif à Gram positif, formant des spores, 

mobiles, c’est l'ensemble des micro-organismes aptes à se multiplier à l'air aux températures 

moyennes, plus précisément ceux dont la température optimale de croissance est située entre 20 et 

40°C. Ils peuvent être des micro-organismes pathogènes ou d'altération (Bougeois et Leveau, 

2006). Les bacilles appartiennent à la famille des Bacillaceae à l’ordre des Bacillales, à la classe 

Bacilles (Bacilli) (Maughan et Van der Auwera, 2011). 

Les Bacillus sont des bactéries ubiquitaires. Ils sont retrouvés dans divers environnements tels que 

les plantes et sols, les évents hydrothermaux, des environnements extrêmes, l'eau de mer, etc 

(Hamdache et al., 2013).  

Une activité antifongique est connue pour les bacilles spp. mésophiles, en effet ils sont capables 

d’inhiber la croissance des champignons phytopathogènes Fusarium oxysporum, Rhizoctonia 

ozyzae, Aspergillus niger (Pereza et al., 1993). 
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1 Présentation du site d’accueil  

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie n° 213 du Hall technologique 

de la faculté de technologie à l’université du 20 août 1955 de Skikda, pendant une période de 

2 mois et 13 jours à partir de 22-02-2023 jusqu’au 07-05-2023. 

 

 

 

Fig.1 : Hall technologique.                    Fig.2 : Laboratoire 213. 

2 Matériel 

2.1 Matériel biologique  

Le grenadier, Punica granatum, a été décrit par Linné et introduit dans sa classification en 1753. 

Telle est cette classification :  

- Embranchement : Spermaphytes  

- Sous-embranchement : Angiospermes  

- Classe : Magnoliopsida  

- Ordre : Myrtales  

- Famille : Punicaceae 

 - Genre : Punica 

 - Espèce : Punica granatum L (Spichiger et al., 2004). 

 

2.2 Matériel expérimentale  

Tous les matériels et les milieux utilisés sont récapitulés dans le tableau suivant : 

 

Tab.1 : Matériel et milieux de cultures utilisés. 
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3 Méthodologie de travail  

3.1 Préparation des milieux de cultures et réactifs  

Dans notre étude, nous avons utilisé sept (7) milieux de culture : GN, Sabouraud, PDA, Columbia, 

Hektoen, King B, Bouillon. 

Parmi ces derniers six (6) ont été préparé selon le tab.2 et Columbia a été fournie par le laboratoire. 

Tous les milieux ont été stérilisés à l’autoclave à température 120°C pendant 20 minutes.  

Tab.2 : Mode opératoire. 

 

GN Sabouraud King B 

• Dissoudre 14 g dans 500 ml 

d’eau distillée. 

Chauffer la solution jusqu’à 

l’ébullition avec agitation. 

• Dissoudre 32,5 g dans 500 

ml d’eau distillée. 

Chauffer la solution jusqu’à 

l’ébullition avec agitation. 

Dissoudre 3,7 g dans 100 ml 

d’eau distillée. 

Chauffer la solution jusqu’à 

l’ébullition avec agitation. 

 

 

 

 

 

Appareils 

Microscope optique, Bain marie, Etuve, Bec bunsen, Autoclave, Balance de 

précision, plaque chauffante avec agitateur magnétique. 

 

 

Milieux et 

Réactifs 

Gélose Nutritive, Gélose Sabouraud, Gélose potato dextrose agar, Gélose 

Hektoen, Gélose King B, Gélose Columbia, Eau distillée, Bleu de méthylène, 

Eau physiologique, Hypochlorite de Sodium (eau de Javel), éthanol, violet de 

gentiane, Lugol, fuchsine, Tropic algin, Extrait de levure, Glucose, Tryptone 

Agar, Magnésium sulfate (Hepta) MgSO4.7H2O, Chlorure de calcium, Huile 

d’olive, Eau minérale, Huile à immersion, Acétate d'éthyle, Tween 20, Glycérine 

végétale. 

Divers Anse de platine, Flacon, barreau magnétique, Boite de pétri, Spatule, Tube à 

essais, Cure dent, Papier Aluminium, Lame et lamelle, Scotch, bécher, 

Erlenmeyer, seringue 2,5, écouvillon, entonnoir, papier filtre. 
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Alginate Chlorure de calcium Purin d’ortie 

- Dissoudre 2 g d’alginate de 

sodium dans 100 ml d’eau 

distillée.  

Chauffer la solution avec 

agitation jusqu’à dissolution. 

Dissoudre 4 g de chlorure de 

calcium dans 100 ml d’eau 

distillée. 

 Chauffer la solution avec 

agitation jusqu’à la 

dissolution. 

Mettre une quantité d’ortie dans 

un bidon qui contient l’eau de 

pluie, fermez-le bien et laissez-le 

pendant une semaine ou plus en 

remuant chaque 2 jours à l’aide 

d’un bâton en bois. 

 Filtrons dans un bécher à l’aide 

d’une compresse stérile. 

 

PDA Eau physiologique TYG (bouillon) 

- Bouillir dans 300 ml d'eau 

distillée stérile 200 g de 

pomme de terre épluchée et 

coupée en petits morceaux 

jusqu'à ramollissement. 

- Filtrer le bouillon obtenu à 

travers une compresse stérile 

Dans un bécher mettre 

l'extrait de pomme de terre 

obtenue puis complète avec 

l'eau distillée stérile jusqu’à 

1 L rajouter 20 g du glucose 

et 20 g d’agar agar. 

- Chauffer la solution jusqu’à 

l’ébullition avec agitation. 

 

Dissoudre 1,8 g de chlorure 

de sodium (Na Cl) dans 200 

ml d’eau distillée après 

l’agitation on obtient de 

l’eau physiologique. 

Dissoudre 5 g de tryprone, 3 g 

d’extrait de levure, 5g glucose, 

0,247 g MgSO4.7H2O dans 1 L 

d’eau distillée. 

Chauffer la solution avec 

agitation jusqu’à la dissolution. 

 

3.2 Echantillonnage  

Les prélèvements des échantillons ont été effectués dans le jardin botanique de l’université de 

Skikda, sur le pied du grenadier (Punica granatum L.). 
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Fig.3 : Jardin botanique.      Fig.4 : Pied de grenadier malade. 

 

• L'isolement de l'agent pathogène est réalisé à partir des organes malades (fruit, tronc, 

branche), ont été récoltés, prélevé et recueilli dans des sacs en papier fermés et identifiés.  

• L’isolement de l'agent antagoniste est réalisé à partir du sol (sol malade du grenadier, sol 

non infecté), les échantillons de sols sont collectés à partir d’une profondeur de 3 à 5 cm de la 

surface du sol débarrassée des feuilles mortes et des débris végétaux. 

• L’analyse microbiologique des échantillons se fait dès l’arrivée au laboratoire, toutes les 

manipulations sont faites dans des conditions aseptique. 

 

                           

               

                   (a)                                                       (b)                                                          (c) 

 

Fig.5 : Les organes du grenadier (a) Fruit, (b) tronc, (c) branche. 
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              Fig.6 : Sol du grenadier                  Fig.7 : Sol non infecté 

3.3 Désinfection et séchage  

Brièvement, les différents fragments ont été rincés avec de l'eau stérile pendant 30 s, puis rincés 

avec de l'alcool à 75 % pendant 2 min, puis trempés dans une solution d'hypochlorite de sodium à 

2,5 % pendant 5 min, puis enfin rincés avec une grande quantité d'eau stérile arroser trois fois 

(Liangliang et al., 2023). 

 

 

Fig.8 : Désinfection et séchage des organes. 

3.4 Ensemencement des fragments  

Après le séchage, les fragments sont mis aseptiquement dans les boîtes de Pétri stériles contenant 

deux milieux de culture (GN, Sabouraud) pour chaque milieu on utilise trois boites pour les trois 

organes, les boites sont divisées en deux partie, partie pour les organes désinfectés et l’autre pour 

les organes sans désinfection. 

 

Fig.9 : Gélose ensemencée par les fragments des organes du grenadier infectées. 
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Les boites ensemencées ont été incubées à température ambiante avec une lecture quotidienne. 

3.5 Identification de l’agent pathogène  

3.5.1 Observation macroscopique  

Se base sur les critères suivants : 

3.5.1.1 L’aspect des colonies 

 Qui représente un critère clef d’identification. Les champignons filamenteux forment des colonies 

duveteuses, laineuses, cotonneuses, veloutées, poudreuses ou granuleuses. 

3.5.1.2 La couleur des colonies  
C’est un élément très important d’identification. Les couleurs les plus fréquentes sont le blanc, 

crème, jaune, orange, brun allant jusqu’au noir. Les pigments peuvent être localisés au niveau du 

mycélium (Aspergillus, Penicillium) ou diffuser dans le milieu de culture (Fusarium) (Botton et al, 

1990). 

3.5.2   Observation microscopique  

3.5.2.1  État frais  

La technique de Roth (drapeau) consiste à adhérer à l’aide d’un bout de scotch une fraction 

mycélienne à partir d’une culture jeune et de la coller sur une lame contenant quelques gouttes de 

bleu de méthylène. 

L’observation se fait sous microscope objectif x 40 (Chabasse et al. 2002). 

3.6 Identification de l'agent antagoniste  

3.6.1 Préparation des échantillons du sol  

- Les échantillons ont été prélevés sur un sol de grenadier et un sol non infecté ;  

- Nous prenons deux tubes à essais stérile dans le premier tube nous mettons 1 g du sol de 

grenadier et dans le deuxième tube nous mettons 1g du sol non infecté, 9 ml d’eau 

physiologique sont ajoutés dans chaque tube ; 

- En agitant les deux tubes pendant 15 minutes, les échantillons sont prêts, donc il faut faire 

l’ensemencement sur milieu solide, chaque échantillon dans deux boites de pétri, l’un 

contient GN et l’autre Sabouraud ; 

- Prélevé à l’aide d’une anse de platine stérile l’inoculum liquide à partir de chaque tube puis 

ensemencer sur les boites en appliquant la méthode par épuisement en stries ; 

- Les boites sont incubées à l’envers et a l’obscurité à température ambiante avec lecture 

quotidienne. 
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3.6.2 Repiquage et purification  

- Après l’incubation on a sélectionné sept (7) colonies différentes parmi les colonies obtenues dans 

les quatre (4) boites pour faire le repiquage et la purification ; 

- Le but du repiquage et purification est de vérifier et d’obtenir des souches pures pour faciliter 

l’identification ; 

- La purification est réalisée par transfert des colonies développées sur des boites, chaque colonie 

récupérée dans une boite, et dans le même milieu de culture initial ; 

- Prélevé à l’aide d’une anse de platine stérile chaque colonie et ensemencer sur les boites en 

appliquant la méthode par épuisement en stries ; 

- En laissant les sept (7) boites en incubation à température ambiante avec lecture quotidienne ; 

- Après l’incubation et l'observation macroscopique des sept (7) boîtes que nous avons préparées, 

nous avons choisi juste les boîtes qui a montré des colonies pures, ces boîtes sont numérotées 2 et 4 

(pour le sol non infecté dans le milieu Sabouraud),7 (sol du grenadier dans le milieu GN) pour 

continuer notre étude ; 

- les isolats purifiés ont été ensemencée chacun dans un écouvillon rempli de quatre (4) ml de 

bouillon nutritif puis incuber à température ambiante pendant 24 à 48 h pour les revivifier.  

 

 Fig.10 : Les écouvillons. 

3.6.3   L'état frais  

Une méthode rapide consiste à observer entre lame et lamelle une suspension bactérienne sans 

fixation préalable par la chaleur ou l’alcool. Il permet l’observation des bactéries vivantes et la 

détermination de leur morphologie, de leur mode de groupements, leur abondance et leur mobilité. 

L’examen direct proprement dit se réalise en déposant, sur la lame une goutte du liquide ou de la 

suspension microbienne à examiner. Cette goutte est recouverte d’une lamelle. Observer au 

microscope optique à l’objectif × 40 (Carbonnelle et al. 1988). 

3.6.4 Coloration de Gram  

La coloration de Gram est la première étape de vérification de la pureté des souches bactériennes, 

avant de commencer la coloration, un frottis doit être préparé comme suit :  

Déposer sur une lame propre une goutte d’eau physiologique stérile ; 

Prélever un fragment de colonie à l’aide d’une anse à boucle ; 
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 Dissocier soigneusement la colonie dans la goutte d’eau, puis sécher et fixer le frottis ; 

Au-dessus de la flamme de bec benzène sans trop chauffer (Leyral et Joffin, 2001).  

Une fois refroidi, on entame la coloration de Gram :   

- Recouvrir le frottis de la solution de violet de gentiane, laisser agir 1 minute ; 

- Rejeter le colorant, laver à l'eau ; 

- Recouvrir la préparation de Lugol, laisser agir 1 minute ; 

- Rejeter le Lugol, laver à l'eau ; 

- Décolorer à l'alcool 95° pendant 10 secondes ; 

- Rincer à l'eau courante ; 

- Recouvrir la lame de la solution de Fuchsine diluée. Laisser agir pendant 30 secondes à 1minute ; 

- Laver abondamment à l'eau, égouttée, sécher entre deux feuilles de papier buvard très propres ; 

- recouvrir la lame avec l’huile à immersion ;  

- Observer au microscope objectif à immersion x100 : 

✓ Les bactéries Gram négatif sont roses. 

✓ Les bactéries Gram positif sont de coloration violette (Bourdon et al. 1981). 

3.6.5 Galerie API 20E  

3.6.5.1 Principe  

  

Le Système d’Identification API 20E est utilisé pour l’identification des entérobactéries et d’autres 

bacilles Gram négatif qui poussent facilement. Le système consiste en une galerie de 20 micro-

tubes contenant les substrats déshydratés. Les micro-tubes sont inoculés avec une suspension 

bactérienne.  

3.6.5.1  Mode opératoire  

 

• Préparation de la galerie : 

Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5ml d'eau distillée stérile dans 

les alvéoles pour créer une atmosphère humide ; 

Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite ; 

Sortir la galerie de son emballage ; 

Déposer stérilement la galerie dans la boîte d’incubation. 

• Préparation de l’inoculum : 

Préparer une suspension bactérienne dans 10 ml d’eau physiologique stérile à partir d’une culture 

pure et jeune sur milieu Hektoen puis mettez dans l’étuve 37°C pendant 1 heure. 
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• Ensemencement de la galerie API 20E : 

Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube à l’aide d’une pipette Pasteur stérile, pointe 

appuyée à l’intérieur et sur le côté pour éviter la formation de bulles d’air ; 

Pour les caractères soulignés ADH, LDC, ODC, H2S, URE, ensemencer le tubule par la suspension 

et la cupule par l’huile de vaseline stérile ; 

Pour les caractères encadrés VP, CIT, Gel, ensemencer le tubule et la cupule par la suspension ; 

Pour les caractères non encadrés, non soulignés ensemencer uniquement le tubule par la suspension. 

3.6.5.3 Lecture de la galerie  

 

Après incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture. 

Si trois tests ou plus (test GLU + ou -) sont positifs, noter sur la fiche de résultats toutes les 

réactions spontanées puis révéler les tests nécessitant l’addition de réactifs : 

➢ Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeâtre indique une 

réaction positive à noter sur la fiche de résultats. 

➢ Test IND : ajouter une goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans toute la 

cupule indique une réaction positive à noter sur la fiche de résultats. 

➢ Test VP : ajouter une goutte de réactif VP1 et VP2. Attendre au minimum 10 minutes. Une 

couleur rose ou rouge indique une réaction positive à noter sur la fiche de résultats. Une faible 

coloration rose apparaissant après 10 minutes doit être considérée négative. 

➢ Note : le test de la recherche de production d’indole doit être réalisé en dernier, car cette 

réaction libère des gaz qui risquent d’altérer l’interprétation d’autres tests de la galerie. Ne pas 

remettre le couvercle d’incubation après l’ajout du réactif (Murray et al.,2003). 

• Interprétation : 

L’identification a été réalisée à l’aide d’un logiciel d’identification (feuille Excel pour 

l’identification microbienne). 

 

 

Fig.11 : Galerie API 20E 



Chapitre 02 : Matériel et Méthodes 

 
16 

 

3.6.6 Teste oxydase  

3.6.6.1 Principe  

L’oxydase est une enzyme qui catalyse une réaction d'oxydoréduction impliquant une molécule de 

dioxygène (O2) comme accepteur d’électrons (Denis et al., 2007). 

La mise en évidence de l’oxydase a été faite selon la méthode des disques d’oxydase qui consiste à : 

Déposer sur une lame un disque d’oxydase, et l’imbiber avec une goutte d’eau physiologique 

stérile ; 

Prélever une colonie à l’aide d’une pipette Pasteur et l’étaler sur le disque. 

3.6.6.2 Lecture  

La présence d'une cytochrome-oxydase se traduit, en 20 à 60 secondes, par l'apparition d'une 

coloration rouge virant rapidement au violet très foncé. Si la colonie reste incolore, le germe ne 

possède pas d’oxydase, le test est négatif. 

3.7 Méthodes de bio contrôle  

3.7.1 Bio contrôle à base des extraits naturels  

Le but de cette étude est de mettre en évidence l’activité antifongique de quelque extraits naturels ; 

il s’agit de : 

 

3.7.1.1  Macérat de l’ail  

Nous prenons trois boîtes de pétri divisé chaque boîte en deux, dans :  

La première boîte : nous mettons juste la gélose Sabouraud (témoin), et après on fait 

l’ensemencement du champignon. 

La deuxième boîte : nous mettons 7 gouttes séparés de solution de l'ail (macération aqueuse à froid) 

puis nous mettons la gélose Sabouraud, et nous faisons des mouvements en 8. 

La troisième boîte : nous mettons 5 gouttes d’extrait de l'ail (macération huileuse à chaud) puis sur 

ces gouttes nous mettons aussi des gouttes de Tween 20 et à la fin on met la gélose Sabouraud, et 

nous faisons des mouvements en 8. 

À l'aide d'une pipette stérilisée sur ses trois différentes boîtes divisées en deux : dans la première 

partie nous faisons des stries et dans la deuxième partie nous ensemençant un cylindre de gélose 

contenant le phytopathogène ; 

Nous mettons les boîtes recouvertes du papier aluminium en incubation à température ambiante. 
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3.7.1.2  L’huile essentielle du romarin  

Nous avons utilisé 3 boites pour 3 organes, dans chaque boite de pétri vide 

et à l’aide de la pipette pasteur nous mettons 7 gouttes d’huile essentiel du 

romarin commercialisée nous versons dessus la gélose PDA en surfusion 

après nous ensemençons par stries le phytopathogène de chaque organe. 

Incubée les trois boites à température ambiante et à l’obscurité pendant 

trois (3) jours.  

 

3.7.1.3 Le purin d’ortie                                                           Fig.12 : L’huile essentielle du romarin 

 

Par ce que l’extrait est plus concentré avant l’utilisation nous faisons une deuxième dilution (dans 

notre cas dans la boite de pétri elle-même) avant de couler le milieu PDA ; 5 gouttes de l’extrait de 

purin d’ortie avec 5 gouttes d’eau distillée ; 

Nous prenons quatre boîtes de pétri, nous coulons la gélose PDA dans chaque boite une seule boite 

divisée en trois comme témoin contenant les trois phytopathogène diffèrent et les trois autres boites 

sont ensemencer par les phytopathogène de   chaque organe ; 

Nous mettons les boîtes recouvertes du papier aluminium en incubation à température ambiante. 

3.7.2  Bio contrôle à base de micro-organismes   

Le test de l'activité antifongique in vitro des isolats purifiés consistent à rechercher leur effet 

antagoniste sur le développement des phytopathogènes selon deux modes ; 

3.7.2.1  Antagonisme en confrontation directe  

Cette technique consiste à placer, dans la même boîte de Pétri contenant la gélose appropriée, deux 

pastilles gélosées (6 mm de diamètre), l'une portant l'antagoniste et l'autre le phytopathogène. Les 

deux pastilles sont placées suivant un axe diamétral à 3 cm et à équidistance du centre de la boîte 

(fig.13) ; les repiquages sont effectués en même temps. L'incubation est réalisée à 28°C pendant six 

jours (Hibar et al.,2005). 

 

Fig.13 : Méthode de Confrontation directe (Hibar et al.,2005). 
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3.7.2.2 Antagonisme par confrontation indirecte  

Cette méthode consiste à repiquer l'antagoniste et le pathogène dans deux boîtes séparées ; par la 

suite, un assemblage est réalisé par superposition des deux boîtes, l'antagoniste en bas et le 

phytopathogène en haut (fig.14). La jonction entre les deux boîtes est assurée par des couches de 

Para film afin d'éviter toute déperdition des substances volatiles (Daami-Remadi, El Mahjoub, 

2001). Les conditions de culture sont identiques à celles de la confrontation par contact direct sur 

milieu de culture. 

 

 

 

 

 

 

Fig.14 : Méthode de confrontation indirecte (Hibar et al.,2005). 

3.8 Test de biosurfactant  

3.8.1 Production du biosurfactant  

3.8.1.1 Préparation du milieu de la fermentation en batch  

Stérilisez 4 erlenmeyer vide fermés par aluminium dans l’étuve à 180°C pendant une 1h 30 min.  

Remplir les erlenmeyers stériles refroidie avec 100 ml d’eau minérale.  

Les quatre (4) erlenmeyers stériles sont répartis en 2 groups chaque erlenmeyer contiennent une 

source de carbone différents ; huile et glycérol avec un inoculum jeune diffèrent soit bactérie 2S, 

bactérie 4S. 

Laisser en incubation pendant trois (3) jours.  

 

Fig.15 : Les erlenmeyers préparés. 
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3.8.2 Récupération de biosurfactant  

Cette étape a été réalisée selon deux modalités, la première par centrifugation et la deuxième par 

extraction liquide-liquide (Grady et al., 2019) ; 

3.8.2.1  La centrifugation  

- Après incubation, nous agitons chaque erlenmeyer puis nous versons 4 ml du milieu de 

fermentation dans un tube à hémolyse (tubes à bouchon mauve pour huile d’olive et tubes à 

bouchon bleu et rouge pour glycérol) ; 

- Nous plaçons les tubes à hémolyses dans des tubes coniques que nous mettons dans la 

centrifugeuse à 7500 tours pendant 15 minutes ; 

- Nous récupérons alors les surnageant qui contiennent les biosurfactants. 

3.8.2.2 Extraction liquide-liquide   

-  Ajouter l’acétate d'éthyle au milieu de fermentation contenu dans les erlenmeyers (1v :1v) 

- transvaser le contenu de chaque erlenmeyer dans une ampoule à décantation  

- laisser à l’obscurité tout une nuit pour faciliter la séparation de la phase organique et la phase 

aqueuse.  

 

Fig.16 : Extraction liquide-liquide 

 

- Récupérer la phase liquide dans un erlenmeyer et la phase organique dans un bécher  

- Placer le bécher dans l’étuve à 37°C laisser jusqu’à l'évaporation du solvant  

-Récupérer le biosurfactant pure. 

3.8.3 Test de l’activité antifongique des biosurfactants (méthode des puits) 

-  Nous utiliserons 6 boites de pétri chaque boite divisée en quatre quarts ; 

- Nous coulons toutes les boites avec le milieu PDA, laissons-les solidifier ; 

- A l’aide d’une pipette Pasteur nous creusons des puits dans la gélose (4 puits par boite de 

pétri) ; 

- Nous ensemençons par stries chaque phytopathogène dans deux boites de pétri ; 
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- Au total huit puits pour chaque phytopathogène contiendront des biosurfactants de sources 

différentes ; 

- Incubation à température ambiante. 

3.9 La micro encapsulation  

L’intérêt de la micro encapsulation c’est pour : 

-  La libération prolongée du produit ; 

- La capacité de récupérer le produit (le recyclage des billes et leur réutilisation) ; 

- Pour préserver le principal actif contre les facteurs abiotiques. 

3.9.1 Synthèse des microbilles d’alginate  

L’alginate de sodium est un polysaccaride largement utilisé dans des différents secteurs grâce à 

leurs propriétés physicochimiques.  

Les billes d'alginate contenant les cellules bactériennes (antagonistes) et leurs biosurfactants ont été 

préparées selon la méthode (Fig.17). 45 ml d'alginate de sodium 2% ont été préparés et stérilisées 

dans l’autoclave (121°C pendant 15 min). L'alginate stérile a été mélange avec 5 ml de la 

suspension cellulaire de 24 h déjà préparée et homogénéiser aseptiquement. Le mélange a été 

introduit dans une seringue stérile (2,5 ml), La pression manuelle exercée sur le piston de la 

seringue permettait de faire tomber le contenu de la seringue goutte à goutte dans une solution de 

coagulation de CaCl2 a 0,05 M préalablement autoclavée et refroidie. Les billes formées ont ensuite 

été laissées pendant une heure sous agitation douce pour compléter l'ionisation échanger Na+, 

Ca2+. Après, les billes ont été retirées de la phase aqueuse et lavées deux fois avec de l'eau distillée 

stérile pour éliminer le chlorure de calcium non lie de la surface des billes. Enfin les billes 

(l'encapsulât) ont été filtrées puis conservées dans un sérum physiologique stérile à 4°C pour une 

utilisation ultérieure in situ. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fig.17 : Méthode d’encapsulation de la souche dans I' alginate de sodium (BOUROUJNA et al.,2022) 

(modifiée) 
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3.10 Test d’antagonisme in situ  

Après la sélection des souches bactériennes antagoniste et la mise en évidence de leur effet 

inhibiteur sur le développement des champignons phytopathogènes (Test in vitro et Test des 

biosurfactants) et après leur encapsulation dans les billes d’alginate, nous obtenons quatre solutions 

différentes que nous allons tester in situ.  

Le traitement illustré dans (fig.25) a été appliqué sur les quatre arbres de grenadier infectés en 

arrosant directement les bases des troncs d’arbres chacun par une solution.  

 

  
 

Fig.18 : Traitement in situ des quatre arbres infectés. 
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1 Résultats  

1.1 Le résultat de l’identification des phytopathogènes du grenadier  

Les résultats de l’observation macroscopique sont récapitulés dans le tableau suivant : 

 
Tab.03 : Observations macroscopique des champignons phytopathogènes.  

Organe Aspect macroscopique             Description  

 

 

 

 

 

  Fruit 

 

 
 

 

-colonie moyenne de couleur verte à 

bleuâtre, à bordure blanche. 

-aspect poudreux. 

 

 

 

 

 

 Tronc 

 
 

 

-Croissance rapide sur le milieu de culture. 

-Couleur verdâtre au départ qui devient 

rapidement plus foncée. 

-texture duveteuse. 

  

 

 

 

 

 

Branche 

 
 

 

-grosse colonie de couleur grise. 

-texture cotonneuse. 
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Les résultats de l’observation microscopique sont récapitulés dans le tableau suivant : 
Tab.04 : Observations microscopique des champignons phytopathogènes. 

Organe Observation microscopique Description 

 

 

 

 

 

 

Fruit 

 

 

-L’espèce Aspergillus se caractérise 

par une tête aspergillaire. 

-avec une vésicule sphérique à 

légèrement allongée 

-les chaines de conidies en colonnes, 

petite de forme sphérique à 

subsphérique. 

 

 

 

 

 

Tronc 

 

-Des hyphes septés  

-Conidiophores qui sont marron, 

d’aspect ovoïde avec une partie 

basale arrondie. 

-Les conidies présentent des 

cloisonnements transversaux et 

longitudinaux et sont caractéristiques 

de genre Alternaria. 

 

 

 

 

 

 

Branche 

  

 

 

-les conides sont de taille moyenne 

avec une forme cylindrique et des 

extrémités obtuses. 

-Les appresoria étaient ovales. 
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1.2 Résultat de l’identification des bactéries antagonistes  

Les résultats de l’observation macroscopique sont récapitulés dans le tableau suivant : 
Tab.05 : observation macroscopique des boites du sol ensemencé. 

Milieu GN Sabouraud 

 

 

 

 

 

 Sol non         

infecté 

 
 

 

 

 

 

 

 

Sol grenadier 

  

 
Tab.06 : description macroscopique des colonies des boites du sol. 

Colonie Taille Opacité Couleur Contour Élévation 

1 Moyenne Opaque Orange Irrégulier Plate 

2 Moyenne Opaque Crémer Régulier Plate 

3 Moyenne Opaque Blanche Régulier Bombée 

4 Moyenne Opaque Blanche Irrégulier Bombée 

5 Moyenne Opaque Blanche Irrégulier Plate 

6 Moyenne Opaque Jaune Irrégulier Plate 

7 Moyenne Opaque Blanche Irrégulier Plate 
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Les résultats du repiquage sont récapitulés dans le tableau suivant : 

 
Tab.07 : résultat de Repiquage et purification des colonies de bactéries.  

 

 

Sabouraud 

Boites : 1-2-3-4-

5. 

 

 
 

 

 

 

GN 

Boites : 6-7. 

 

 
 

 A partir du résultat nous avons choisi 3 bactéries pure 2S, 4S, 7GN pour continuer notre étude. 

Les résultats de l’observation macro et microscopique des souches bactériennes sont récapitulées 

dans le tableau suivant : 

Tab.08 : Résultats d’observation macroscopique et microscopique des trois souches. 

Boites Aspect macroscopique Aspect microscopique Description  

 

 

 

 

 

 

 

2 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

-Bacille 

-En chaînette/ diplobacille 

-mobile. 
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4 

 
 

 
 

 

-Bacille 

-Bâtonnets en chaînette 

/isolé/diplobacille/non 

sporule. 

-Immobile. 

 

 

 

 

 

 

 

    7 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

-Bacille 

-Isolé/sporulé/bâtonnets en 

palissade. 

-mobile.  

 

 

Les résultats de la coloration du Gram des souches bactérienne sont récapitulés dans le tableau 

suivant : 
Tab.09 : Résultat de la coloration de Gram. 

Souches 2S 4S 7GN 

 

 

 

 

 

Après la 

coloration 

du Gram  
Couleur violet : Gram+, 

Bacillus. 

 

 
Couleur rose : Gram-, 

bactérie il nécessite la 

galerie API pour 

identifier. 

 
Couleur violet : Gram+, 

Bacillus. 
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Nous supposons que la bactéries 4S peut être Pseudomonas pour la confirmation nous avons 

ensemencé cette bactérie dans deux milieux de cuture : 

Sur King B, le résultat est négatif donc il faut supprimer cette prédiction  

Sur Hektoen (fig.19), la boite a été contaminée. 

 

Fig.19 : Résultat de S4 sur milieu Hektoen. 

Identification par la galerie API 20E  

 
 

Fig.20 : Résultat de la galerie API 20E après 24 heures. 

 

 

Fig.21 : Résultat de la galerie API 20E après 48 heures. 

 

                    

Fig.22 : Résultat de la galerie API 20E après l’addition des réactifs. 

   

 A partir du logiciel d’identification (API web ; feuille Excel pour l’identification microbienne) il 

s’avère que la souche 4S correspond à l’espèce Serratia odorifera.   
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Test d’oxydase  

 

Si les bactéries oxydent le disque, le disque deviendra violet à l’endroit où la colonie a été déposée 

soit immédiatement, soit quelques secondes après, indiquant un test positif. Aucun changement de 

couleur, indique un test négatif. Les résultats obtenus sont présentés dans la (fig.23). 

    
 

Fig.23 : Observation du résultat négatif de test d’oxydase de la souche 4S. 

 

1.3 Résultat du Bio contrôle à base d’extraits naturels  

Les résultats des observations macro et microscopiques sont récapitulés dans le tableau suivant : 

 
Tab.10 : Résultat de l’activité antifongique des macérât de l’ail. 

 

 Témoin Macérât aqueuse Macérât huileuse 

M
ac

ro
sc

o
p
iq

u
e 

   

M
ic

ro
sc

o
p
iq

u
e 
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Tab.11 : Résultat de l’activité antifongique de l’huile essentielle de Romarin et purin d’ortie. 

 Témoin Huile essentielle de Romarin Purin d’ortie 

F
ru

it
 

   

T
ro

n
c 

   

B
ra

n
ch

e 

   

 

1.4 Résultat du Bio contrôle à base des microorganismes  

Les résultats de la confrontation directe sont récapitulés dans le tableau suivant : 
Tab.12 : Résultat de la confrontation directe. 

Organe S2 S4 

  

 

 

 

 
Fruit 
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Branche 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

Tronc 

  

 

Les résultats de la confrontation indirecte sont récapitulés dans le tableau suivant : 

Tab.13 : Résultat confrontation indirecte. 

Organe 2S 4S 

 

 

 

 

    Fruit 

  
 

 

 

 

  Branche 
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   Tronc 

 

  
 

Le résultat des observations microscopiques des boites de la confrontation indirecte sont récapitulés 

dans le tableau suivant : 

Tab.14 : Observations microscopique des boites de confrontation indirecte. 

 Boites Champignon Bactérie 

F
ru

it
 

 

 

 

 

2S 

  
 

 

 

 

4S 

 
 

T
ro

n
c 

 

 

 

     2S 
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4S 

  

B
ra

n
ch

e 

 

 

 

 

     4S 

  

 

1.5 Résultat du test de l’activité antifongique des bio surfactants  

Les résultats de l’observation macro et microscopique des boites traitées par le glycérol sont 

récapitulées dans le tableau suivant : 

Tab.15 : Observations macroscopique et microscopique des boites contient Source de carbone glycérol. 

Organe Observation macroscopique  Observation microscopique  

 
 

     Fruit 

  
 

 

     Tronc 

  
 

 

 

Branche 
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Les résultats de l’observation macro et microscopique des boites traitées par l’huile d’olive sont 

récapitulées dans le tableau suivant : 

Tab.16 : Observations macroscopique et microscopique des boites contient Source de carbone huile. 

Organe Observation macroscopique  Observation microscopique  

 

 

 

      Fruit 

  
 

 

 

    Tronc 

 
 

 

 

 

   Branche 

  
 

1.6 Résultats d’encapsulation des billes d’alginate  

 

 

 

Fig.24 : les billes d’alginate dans l’eau physiologique. 
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Fig.25 : Flacons contenant les microbilles. 
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2 Discussion 

                L'utilisation d'extraits naturels (macérât de l’ail, l’huile essentielle du romarin et purin 

d’ortie) comme antifongique a un effet inhibiteur sur les agents phytopathogènes isolés Aspergillus, 

Alternaria et Colletotrichum, bien que cet effet ne soit pas très significatif. On observe néanmoins 

une légère croissance mycélienne. 

L’utilisation de ces extraits a été évoqué par plusieurs auteurs ; tels que Benkeblia, (2004) les 

extraits d'ail ont montré une forte activité inhibitrice contre une série de bactéries pathogènes et 

champignons, d'autres études ont démontré le potentiel du Romarin pour lutter contre des 

pathogènes d'agrumes et le mildiou de la tomate (Ojaghian et al., 2014). 

Selon Goulfier (2010), cette action serait due à une substance de la famille des phytolectines que 

l’on trouve dans la racine de l’ortie en quantité très importante (de 0,5 à 3%). Cette substance agit 

en inhibant la croissance des champignons responsables de maladies cryptogamiques. 

 Ces résultats suggèrent que l'inhibition de la croissance fongique obtenue par l'utilisation de ces 

extraits est moins marquée que celle obtenue par la méthode de confrontation. 

                Le test d’antagonisme in vitro a permet d’estimer le potentiel inhibiteur des bactéries vis-

à- vis des trois souches fongiques phytopathogènes isolées. Cette évaluation a révélé des intensités 

inhibitrices variables selon la souche antagoniste. 

L’aspect macroscopique des boites donnent une idée de l’effet inhibiteur de Serratia sp. et Bacillus 

sp. sur la croissance des trois champignons. 

Les résultats montrent que même que les isolats phytopathogènes Aspergillus, Alternaria et 

Colletotrichum ont envahi complètement les boîtes d’expérimentation, tandis que les antagonistes 

Bacillus et Serratia n'occupent qu'une surface variable, mais Serratia sp. inhibe la croissance des 

isolats pathogènes mieux que Bacillus sp, ce qui suggère une inhibition de la croissance mycélienne 

relativement faible. La souche de Bacillus sp. n’est pas montrée meilleure que la souche Serratia 

sp. 

Selon Siddiqui (2005), les Pseudomonas fluorescens et certaines espèces de Bacillus jouent un rôle 

actif dans la suppression des microorganismes phytopathogènes. Ces antagonistes bactériens 

renforcent la suppression des agents pathogènes des plantes par la sécrétion des métabolites 

extracellulaires, qui exercent un pouvoir inhibiteur à des faibles concentrations. 

 

                 D’après les résultats obtenus, on constate que malgré l’absence d’un contact directe entre 

les champignons testés et les souches bactériennes, certaines de ces dernières ont pu exercer une 

activité inhibitrice sur le développement des colonies des champignons. 
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 Ceci s’expliquerait par la capacité de ces antagonistes à produire des substances volatiles qui sont 

capables de limiter et même de stopper la croissance des champignons. 

Le test de l'activité antagoniste des bactéries contre les agents pathogènes par contact indirecte met 

en évidence un effet inhibiteur en l'absence des champignons pathogènes, où seules les bactéries 

sont présentes.  

Les tests indirects ont révélé que toutes les souches testées présentent un effet antagoniste contre les 

trois champignons phytopathogènes isolés Aspergillus sp., Alternaria sp. et Colletotrichum sp. 

Moore-Landecker et Stotzky (1972) ont montré que certaines bactéries produisent des substances 

antibiotiques volatiles qui inhibent fortement la croissance et la sporulation de plusieurs 

champignons phytopathogènes. 

Ces résultats rejoignent ceux de Zheng et al. (2013), signalant que les composés volatiles 

antifongiques, 2-nonanone, β-benzeneethanamine et 2-decanone produits par les souches Bacillus 

pumilus et Bacillus thuringiensis inhibent complètement la croissance de Colletotrichum 

gloeosporioides. 

Chaves-Lopez et al. (2015) ont signalé que les souches Bacillus subtilis, Bacillus 

amyloliquefaciens et Bacillus cereus sont les meilleurs producteurs des substances volatiles 

antifongiques. 

Contrairement aux résultats de confrontation directe, les souches du genre Bacillus exercent un effet 

inhibiteur plus important sur la croissance des trois souches fongiques. Dans le même ordre d’idées 

Hmouni et al. (1999) avait rapporté que certaines bactéries sont plus actives via la libération des 

substances volatiles que diffusible et vice versa. 

                Les résultats de l’activité antifongique des biosurfactants excrétés par les deux 

antagonistes isolés Serratia et Bacillus, ont montrés un antagonisme positif via la méthode des puits 

qui concerne juste la source de carbone de l’huile d’olive comparé au glycérol ; une croissance 

mycélienne a été observée dans les boîtes contenant du glycérol comme source de carbone, tandis 

qu'aucune croissance n'est constatée dans les boîtes contenant de l'huile comme source de carbone. 

Cette observation suggère que la nature du biosurfactant excrété diffère avec la source du carbone.  

Le choix de la source de carbone additionnée dans le milieu de fermentation n’est pas aléatoire, il se 

base sur plusieurs lectures faites de recherches effectuées par d’autres chercheurs.  

Des rendements importants en biosurfactants et forte stabilité des émulsions étaient obtenus dans les 

travaux de Sifour et ses collaborateurs (2007) sur Pseudomonas aeruginosa lorsque la source de 

carbone utilisée était l’huile végétale et pas l’hydrocarbure.  
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Varadharajan et Subramaniyan (2013) ont comparé l’utilisation de plusieurs déchets 

agroalimentaires et huiles comme source de carbone pour la production. L’huile végétale est 

considérée selon eux, parmi les sources qui donnent les meilleurs rendements en biosurfactants. 

Les biosurfactants peuvent être utilisés pour éliminer les agents pathogènes des plantes et pour 

augmenter la biodisponibilité des nutriments pour les microbes associés aux plantes bénéfiques. 

Jouant le rôle d’antagonistes empêchant la propagation des zoospores dans les systèmes de culture 

sans sol (l’hydroponique) (Hultberg et al., 2008).  

                Selon Giraud (2002), la micro encapsulation confère à l’actif encapsulé des propriétés 

qu’il ne possède pas lorsqu’il est libre et facilite son utilisation. Le premier avantage réside dans la 

protection et/ou l’augmentation de la stabilité d’actifs sensibles à des agressions du milieu extérieur 

(oxydation, pH, humidité) et le deuxième consiste en la libération contrôlée de l’actif. 

Les résultats de l’approche de la micro-encapsulation et le traitement in situ doivent être 

communiqué dès leurs apparitions dans un futur proche pour pouvoir confirmer l’efficacité du bio 

contrôle.  
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Conclusion 

 

Cette étude a porté sur l'isolement et l'identification de souches fongiques phytopathogènes à partir 

d'un arbre de grenadier (punica granatum L.) infecté, ainsi que sur l'isolement de souches 

antagonistes à partir du sol sain du jardin botanique de l'université 20 Aout 1955 Skikda. 

L'identification des espèces pathogènes et antagonistes a été réalisée en utilisant des caractères 

morphologiques macroscopiques et microscopiques. 

Les résultats de l’examen macroscopique et microscopique ont révélé la présence des espèces 

phytopathogènes Alternaria, Aspergillus et Colletotrichum. Les souches antagonistes identifiées 

appartiennent aux genres Serratia et Bacillus. 

Des tests utilisant des extraits naturels tels que des macérats d'ail, de l'huile essentielle de romarin et 

du purin d'ortie ont été réalisés, mais son efficacité est moindre comparée à ceux des confrontations.  

Lorsqu'il y avait un contact direct entre les agents antagonistes du sol (Serratia et Bacillus) et les 

pathogènes (Alternaria, Aspergillus et Colletotrichum), une croissance mycélienne des 

champignons a été observée sous l'effet des substances antifongiques excrétées par les antagonistes. 

En revanche, dans la confrontation indirecte, les bactéries ont montré un effet inhibiteur sur la 

croissance des champignons en libérant des composés organiques volatils antifongiques.  

Un test de biosurfactant à base des bactéries Serratia et Bacillus a été réalisé en utilisant 

l'encapsulation des billes d'alginate, et il a été utilisé comme traitement in situ. 

Ce modeste travail nécessite d’autre investigations pour approfondir l’étude : 

- Approche moléculaire pour mieux identifier les deux antagonistes et les trois 

phytopathogènes. 

- Et la caractérisation des composés organiques volatile responsables de l’activité 

antifongique mise en évidence par la confrontation indirecte. 

Pour les prochaines étapes, il est prévu de confirmer l'efficacité du traitement in situ. 
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