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Résumé

Dans le cadre de la lutte contre la cochenille (Dactylopius opuntiae), insecte qui s'attaque au
cactus (Opuntia ficus indica), le contréle biologique a un grand potentiel dans le contexte actuel
qui assure également la diminution de ’utilisation des produits chimiques.

Ainsi, dans le présent travail, nous nous sommes intéressés a isoler et sélectionner des bactéries
des racines du cactus et a étudier leur activité insecticide contre la cochenille du cactus et aussi
contre trois champignons phytopathogenes: Fusarium oxysporum, Alternaria solani et
Verticillium dahliae.

Pour atteindre ces objectifs, I'efficacité des isolats pour la gestion de la fausse cochenille a
carmin Dactylopius opuntiae (Cockerell) (Hémiptéres: Dactylopiidae) a été évaluée en
laboratoire et en serre. Ainsi, parmi les 62 bactéries isolées de la rhizosphere des cactus, cing
isolats bactériens ont montré une activité insecticide élevée contre les larves et les femelles
adultes de la cochenille. Le séquencage du gene de I'ARNr 16S a été utilisé pour identifier ces
cing isolats qui ont été attribués, respectivement, a : Bacillus subtilis (Bm1A), Sphingobium
yanoikuyae (Bm2B), Priestia aryabhattai (Bm3C), Bacillus licheniformis (Bm4D) et Bacillus
halotolerans (BMES8).

A T’exception de la souche Sphingobium yanoikuyae (Bm2B), toutes ces souches sont des
bactéries a Gram+ et supportent des conditions de stress jusqu’a 12% du sel, T° > 50°C, stress
hydrique jusqu’a 25%. En faisant la caractérisation des traits PGPR de ces bactéries, ce sont
Bacillus Subtilis, Priestia aryabhattai, et Bacillus halotolerans qui ont démontré un pouvoir de
fixation de 1’azote atmosphérique et un pouvoir de solubilisation du phosphate en milieu PVK
(indice de solubilisation entre 2,12-1,83). Alors que parmi ces trois, seule Bacillus halotolerans
a démontré un pouvoir de solubilisation du zinc. Tandis que la production des enzymes
hydrolytiques (a-amylase, protéase, cellulase), de 1’acide indole acétique, des sidérophores
varient entre ces bactéries.

Par la suite, ’efficacité de 1’utilisation des souches et leurs extraits dans le biocontréle de la
cochenille et sa larve a été testée in vitro ou in vivo. Les résultats obtenus varient en fonction
de la souche en question, le stade de vie de I’insecte, conditions de tests in vivo ou in vitro et en
fonction de I’effet de chaque souche sur la biodégradation ou I’hémolyse de la cire protectrice
de I’insecte. Ainsi, la souche Bacillus halotolerans (BMES) a causé la létalité des femelles
adultes et des larves a faible concentration 10° CFU.mL™en 24 h, en plus de son potentiel de
dégradation des filaments cireux protecteurs. Aussi, elle a démontré le taux de mortalité de
cochenille le plus élevée en serre (2 10° CFU.mL™). Alors que, la souche Priestia aryabhattai
(Bm3C) était la plus rapide en laboratoire, aboutissant a la létalité a 10’ CFU.mL dans un
temps tres court 12 h. En revanche, Bm4D a montré une toxicité modérée pour les femelles
adultes et les larves en laboratoire, mais une activité importante dans I'hémolyse de la cire dans
quelques minutes en serre. L'application de la souche Bacillus subtilis (Bm1A) a aussi
efficacement hémolysé la cire de couverture de 1’insecte. Aussi, malgré son efficacité modérée
dans les expériences de laboratoire, c'était le deuxieme traitement le plus efficace en serre avec
un taux de survie de 55% a 10° CFU.mL, démontrant son pouvoir de dégradation de la cire
hydrophobe protectrice des femelles de cochenille. D'autre part, les cing souches ont montré un
effet antagoniste élevé contre les champignons phytopathogénes in vitro.

Mots clés: Biocontréle, lutte antiparasitaire, cactus, cochenille, souches rhizosphériques,
champignons phytopathogénes.



Abstract

In the fight against the cochineal (Dactylopius opuntiae), an insect that attacks the cactus
(Opuntia ficus indica), biological control has great potential in the current context also ensures
the limitation of chemical inputs.

Thus, in the present work, we were interested in isolating and selecting bacterial strains from
the cactus rhizosphere and studying their insecticidal activity against the cochineal insects and
also against three phytopathogenic fungi: Fusarium oxysporum, Alternaria solani and
Verticillium dahliae.

To reach these aims, the effectiveness of antagonistic bacteria for managing the false carmine
scale insect Dactylopius opuntiae (Cockerell) (Hemiptera: Dactylopiidae) was evaluated in the
laboratory and in the greenhouse. Thus, among the 62 bacteria isolated from the rhizosphere of
cacti, five bacterial isolates showed high insecticidal activity against the larvae and adult
females of the cochineal. The sequencing of the 16S rRNA gene was used to identify these five
effective isolates which have been assigned, repectively, to: Bacillus subtilis (Bm1A),
Sphingobium yanoikuyae (Bm2B), Priestia aryabhattai (Bm3C), Bacillus licheniformis
(Bm4D) and Bacillus halotolerans (BMES).

All these strains are Gram+ and withstand stress conditions up to 12% of salt, T° > 50°C, water
stress up to 25% except for the Sphingobium yanoikuyae strain (Bm2B). By characterizing the
PGPR traits of these bacteria, Bacillus Subtilis, Priestia aryabhattai, and Bacillus halotolerans
demonstrated a binding power in fixing the atmospheric nitrogen and a solubilization power of
P in PVK medium (solubilization index between 2.12-1.83). Of these three, only Bacillus
halotolerans have demonstrated a Zn solubilization power. Whereas the production of
hydrolytic enzymes (a-amylase, protease, cellulase), AIA, and siderophores vary among these
bacteria.

After that, except for Sphingobium yanoikuyae (Bm2B), which demonstrated less resistance to
saline, water and climatic stresses, the effectiveness of the other strains and their bioactive
substances on the biocontrol of the cochineal females and nymphs was tested in vitro or in vivo.
The results obtained vary depending on the strain in question, the life stage of the insect, in vivo
or in vitro test conditions and the effect of each strain on the biodegradation or hemolysis of the
protective wax of the insect. Thus, Bacillus halotolerans strain (BME8) caused the lethality of
adult females and larvae at a low concentration of 10° CFU.mL™ in 24 h, in addition to its
potential for degradation of protective waxy filaments. Also, it has demonstrated the highest
mealybug mortality rate in greenhouses (at 10° CFU.mL™). Whereas, Priestia aryabhattai
strain (Bm3C) was the fastest in the laboratory, reaching the lethality at 10’ CFU.mL™in a very
short time 12 h. In contrast, Bm4D showed a moderate toxicity to adult females and larvae in
the laboratory, but significant activity in wax hemolysis within a few minutes in the greenhouse.
The application of Bacillus subtilis strain (Bm1A) also effectively hemolyzed the insect's
covering wax. Also, despite its moderate effectiveness in laboratory experiments, it was the
second most effective treatment in greenhouses with a survival rate of 55% at 10° CFU.mL™,
demonstrating its power to degrade the protective hydrophobic wax of mealybug females. On
the other hand, the five strains showed a high antagonistic effect against phytopathogenic fungi
in vitro.

Keywords : Biocontrol, pest control, cactus, cochineal, rhizospheric strains, phytopathogenic
fungi.
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Introduction générale



L’agriculture au Maroc est un secteur économique important du pays (Debbab. 2014). Il
contribue & hauteur de 14 a 15% du Produit intérieur brut national (PNUE, 2016). Cependant,
face aux grands efforts déployés par le Maroc afin de faire prospérer 1’agriculture, celle-Ci
souffre, entre autres, d’une grande problématique a savoir 1’attaque des champs cultivés par des
insectes ravageurs et des phytopathogenes causant ainsi de sérieux dégats dans la culture des

plantes économiquement importantes (Zahir et al., 2018).

Citons, entre autres, la cochenille du carmin, Dactylopius opuntiae (Cockerell, 1896), est un
ravageur dévastateur des plantations d’Opuntia ficus-indica. Cette cochenille a été détectee
pour la premiere fois au Maroc, en 2015, lors d’un échantillonnage dans la région de Sidi
Bennour (Douar Saniet Berguig) et qui a engendré des dégats énormes dans plusieurs
plantations de figuier de barbarie aux différentes régions du pays (Bouharroud et al., 2016).
Effectivement, les attaques de ce redoutable ravageur sont rapides et imprévisibles, et par
conséquent, la destruction d’importantes superficies plantées en cactus connait une extension
fulgurante et dangereuse dans plusieurs bassins de production au Maroc. C’est le cas notamment
dans les régions de Doukkala et de Rhamna ou plus de 50 000 hectares ont été totalement ou
partiellement détruits (Bouharroud et al, 2016). Actuellement, 1’attaque est répandue dans
plusieurs provinces des Youssoufia, Béni Mellal, Khouribga et Agadir (Kidiss, 2016). Les
pertes socioéconomiques et environnementales sont énormes (Bouharroud et al, 2016). En fait,
la cochenille vit a la surface du cactus, habituellement en agrégats ou en colonies composees
d’individus a différents stades du développement, installées a la base des épines. Tous les dégats
d’alimentation sont causés par les femelles et les nymphes car elles aspirent la séve par leurs
piéces buccales suceuses. Elles passent toute leur vie au méme endroit a sucrer la séve des
cladodes et des fruits (FAO, 2018). Quelques semaines apres leur installation sur une plante,
des zones jaunes apparaissent sur le cladode. Les cladodes terminaux fortement infestés vont

étre déshydratés et tomberont finalement au sol (Eisner et al., 1994).

Par ailleurs, les champignons représentent les agentes pathogénes qui affectent le plus les
plantes & feuillage ornemental en leur causant des seérieuses maladies (Meddah, 2006).
Effectivement, 10 a 30% des pertes économiques annuelles dans 1’agriculture mondiale, avant

et apres la récolte, sont dues aux champignons (Batsch, 2011 ; Javier et al., 2014).

A titre d’exemple, le figuier de barbarie est touché par Fusarium oxysporum responsable de la

fusariose, et Alternaria sp lié a 1’alternariose (Granata et Sidoti, 2002 ; Granata et Sidoti, 2002).

Pour faire face a ces dégats, plusieurs moyens de lutte sont employés dont la lutte chimique par

les pesticides. Néanmoins, cette méthode a un impact négatif sur la santé humaine et



I’environnement. Effectivement, I’organisation mondiale de la santé a estimé qu’il y a chaque
année dans le monde un million de graves empoisonnements par les pesticides. Chez I’enfant,
par exemple, certains cancers comme les tumeurs cérébrales, leucémies et les néphroblastomes
sont plus fréquemment associés a une exposition chronique aux pesticides (Debbab, 2014).
Quant a I’échelle environnementale, les pesticides ont été mis en évidence dans tous les milieux
tels que les eaux des rivieres, les nappes phreatiques, l'air et les sols (Errami, 2012). Ainsi, ces
molécules peuvent perturber 1’équilibre des écosystémes dans les zones d’application (Errami,
2012 ; Zahir, 2016). Indubitablement, il a été mis en évidence que les propriétés phytotoxiques
des pesticides peuvent entrainer la destruction du phytoplancton et briser la chaine trophique

dans des écosystemes aquatiques (Errami, 2012).

Un autre probléme qui s’ajoute est celui du développement des pathogénes résistants a un ou
plusieurs pesticides chimiques di a la pression de sélection provoquée par les applications
continues ou répétées de pesticides (Debbab, 2014 ; Zahir, 2016). De plus, la plupart des
pesticides disponibles actuellement ne sont pas efficaces contre la cochenille du cactus
(Dactylopius opuntiae). C’est le cas par exemple du chlorpyriphos d’éthyle (INRAE,2015).

De ce fait, maintes investigations ont été menées pour trouver d’autres alternatives pour la
protection des cultures qui sont non nuisibles a la santé, respectueuses a I’environnement et qui
peuvent limiter les apports des pesticides (Ajouz, 2009 ; Zahir, 2016). Parmi ces techniques,
figurent la recherche des variétés du cactus (Opuntia ficus indica) résistantes a la cochenille du
cactus (Dactylopius opuntiae). Les chercheurs de I’'INRA sont arrivés alors a la sélection de
sept variétés résistantes du figuier de barbarie, qui sont nommées Bellara, Merjana, Ghalia,
Karama, Cherratia, Angad et Melk Zher (Sbaghi et al. 2019).

D’autre part, la lutte biologique par I’emploi d'antagonistes bactériens et fongiques efficaces
fait également partie des stratégies empruntées afin de gérer les ravageurs et les
phytopathogénes (Nouayti et al., 2018). Effectivement, ces micro-organismes contr6lent
généralement leurs agents pathogenes cibles par différents mécanismes, y compris l'antibiose,
le mycoparasitisme, la compétition pour l'espace et les nutriments, la production des enzymes
Iytiques ainsi que des métabolites secondaires, 1’induction des systémes de résistance des

plantes et I’inactivation des enzymes des agents pathogénes (Nouayti et al., 2018).

Ces caractéristiques marquent les traits des bactéries de la rhizosphere des plantes connus sous
le nom de PGPR. En fait, ces PGPR peuvent agir positivement sur la croissance de la plante, en

augmentant le prélevement des éléments nutritifs du sol, en induisant et produisant des



régulateurs de croissance vegétale et en activant les mécanismes de résistance induite chez
d’autres végétaux. Autrement dit, ces bacteries stimulent a la fois la croissance des plantes et

favorisent leur immunité.

Ainsi, les effets inhibiteurs des microorganismes vis-a-vis les phytopathogeénes et les ravageurs
sont du plus en plus explorées (Bahadou et al., 2017 ; Ameur et al., 2017 ; Mokhtari et al.,
2017 ; Nouayti et al., 2018). Prenant par exemple le cas de certaines souches de Bacillus subtilis
qui sont les plus étudiées (Anouar, 2012). Leur effet inhibiteur a été démontré contre Fusarium
oxysporum, Sclerotinia sclertiorum, Rhizoctonia solani (Krebs et al., 1998) et Colletotrichum
gloeosporioides (Ashwini & Srividya, 2014). De plus, Bacillus subtilis est une bactérie trés
connue pour ses effets insecticides en agriculture. En effet, dans 1’étude réalisée par Idris et al.,
(2019) l'efficacité d’une solution enzymatique brute du micro-organisme sur D. opuntiae a été
analysée. D’aprés les résultats obtenus, a la concentration de 35 %, l'extrait enzymatique brut a
tué 50 % des femelles adultes et 98 % des larves. Alors qu'a 100 %, il tuait environ 90 % des
femelles adultes et 100 % des larves. De plus, cet extrait enzymatique brut a été démontré

efficace pour dégrader la couverture cireuse.

Cependant, cette investigation susmentionnée présente, au meilleur de nos connaissances, la
seule étude mettant en évidence 1’effet d’une souche bactérienne sur la mortalité de la cochenille

de cactus.

C’est dans ce cadre que s’inscrit la thématique de ce présent travail qui consiste a préserver le
figuier de barbarie et limiter 1’utilisation des pesticides de synthése. En fait, outre les efforts
menés par I’'INRA dans le sens de la recherche des génotypes résistants au ravageur, cette étude
appuie le cadre de la gestion des équilibres entre le cactus et ledit ravageur tout en isolant et
identifiant des bactéries a partir de la rhizosphére du cactus puis évaluant leur pouvoir

insecticide éventuel contre le ravageur D. opuntiae.

Un autre objectif de ce travail concerne la mise en évidence de 1’effet antifongique des isolats
vis-a-vis Fusarium oxysporum, Alternaria sp et Verticillium dahliae qui sont des

phytopathogénes dont certains peuvent également attaquer le figuier de barbarie.
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A. Figuier de barbarie (Opuntia ficus indica)
l. Histoire d'Opuntia ficus-indica et de ses plantations au Maroc

Le figuier de barbarie (Opuntia ficus-indica) est originaire du Mexique (El Kharrassi et al.,
2016). 1l a éte transporté en Espagne par Christophe Colomb. Plus tard, en 1610, la plante est
entrée dans les pays d'Afrique du Nord (Russell et Felker, 1987). Au Maroc, le cactus Opuntia
a eté transporté pour la premiére fois depuis I'Espagne au début du XVlle siecle. Il est trés
répandu dans les régions rurales du Maroc. En 2014, on estimait que le figuier de barbarie
couvrait environ 54 530 ha avec 11,07 % du total des arbres fruitiers du pays. La répartition
géographique d'OFI au Maroc est trés large du Sud (régions de Sidi Ifni et Tiznit) a I'extréme
Nord (Tanger) en passant par les régions cétiéres, et aussi dans les zones continentales. Tiznit
au Sud du Maroc est la région ou le figuier est largement cultivé avec une superficie de 17 600
ha (Ait Baamrane, Sidi Ifni...).

Les plantations réalisées dans les régions du Tensift et du Centre étaient pour limiter I'érosion
dans ces regions. Alors que la meilleure qualité de figuier se situe dans les zones cotiéres ou
I'numidité est plus élevée et I'influence des conditions maritimes est présente (Essoukrati et al.,
2014).

II. Taxonomie et description

Opuntia ficus-indica (OFI) appartient a la famille des Cactaceae, sous-famille des
Opuntiodeae, genre Opuntia et sous-genre Platy opuntia (Aragona et al., 2018). L'arbre peut
atteindre 3 a 5 metres de haut. Le bourgeon floral commence d'Avril a Mai. Puis, apres 21 a 47
jours (exactement de Mai a Juin), l'anthese commence. La couleur des fleurs varie du jaune a

I'orange. Enfin, les fruits apparaissent du Juillet a Ao(t (Reyes-Aguero et al., 2006).
L’OFI a 3 parties importantes : les cladodes, les fleurs et les fruits, y compris les graines et la
peau (figure 1).

La longueur des cladodes varie de 11 a 13 cm (Nerd et al., 1997) ; ils pésent entre 40 et 1000 g
(Feugang et al., 2006). Tandis que le poids du fruit varie entre 43 et 200 g (Ramirez-Rodriguez
et al., 2020).



Figure 1 : Opuntia ficus-indica. A : I’arbre ; B : cladode ; C : aréole de cladode ; D : fleur ;

E : aréole de fleur ; F : section longitudinale de fleur ; G : fruits ; H : vue dorsale de graines ;

| : vue ventrale de semences. Mesures = 1m (A), 10 cm (B), 5 mm (C, E), 4 cm (D, F), 5¢cm
(G), 4 mm (H, 1) d’aprés Reyes-Aguero et al. 2005.

I11. Différentes utilisations d'OFI

Outre les pasteques, les marocains consomment abondamment le fruit du figuier de barbarie en
été. Par ailleurs, dans les villages pauvres du pays, ils ont développé des coopératives pour la
production de produits a base du cactus, comme de la confiture, de I'huile et des produits de
beauté, ce qui a permis aux femmes au foyer a gagner leur propre argent. En effet, il a été
démontré que les extraits des fleurs peuvent étre utilisés dans l'industrie alimentaire, les
domaines pharmaceutiques et cosmétiques (Aruwa et al., 2018). Par ailleurs, une étude




comparative réalisée par El Kharassi et al., (2016) sur 30 variétés de cactus a montré que le

cactus marocain est plus adapté a la production de jus (Salehi et al., 2019).

D'un point de vue environnemental, les agriculteurs des régions arides et semi-arides utilisent
la plante OFI pour protéger leurs terres contre I'érosion. En outre, la poudre des cladodes, le
mucilage et les biosorbants dérivés du I'OFI ont été utilisés dans l'assainissement des eaux usées
contenant des pesticides, des colorants, des métaux lourds, caractérisées par un niveau éleve de
turbidité et une demande chimique en oxygene élevée (Nharingo et Moyo, 2016). En fait, I'étude
réalisée par Bouaouine et al., (2018) rapporte que I'OFI peut fortement nettoyer I'eau des
colloides par un mécanisme de coagulation-floculation. Michelon et al., (2020) ont également
constaté que I'OFI est le plus efficace dans le traitement de I'eau, ou un taux d'élimination
superieur a 70% est atteint en 30 min maximum pour un nombre important de polluants comme

E. coli, le fer et le nitrate.

IVV. Phytochimie

OFI est une source importante de composés nutritionnels et bioactifs. 1l est riche en vitamines,
caroténoides, fibres alimentaires et polyphénols (Sanchez-Tapia et al., 2017, Mena et al., 2018).
Il est & noter également que chaque partie de cette plante contient un nombre important de

composés chimiques :

1. Les cladodes

Les cladodes contiennent du calcium (Ca), de I'oxalate de calcium (CaC204), du magnésium
(Mg), du sodium (Na), du potassium (K), du phosphore (P), du manganése (Mn) et de la
vitamine B (El-Mostafa et al., 2014). Mais le mucilage est le constituant fonctionnel majeur
présent dans les cladodes avec 71%, tandis que les protéines sont le constituant mineur avec

seulement 1,5% (lturriaga et Nazareno, 2016).

2. Les fruits

Le fruit a un godt sucré (Ramirez-Rodriguez et al., 2020). De plus, c'est la partie d’OFI la plus
riche en eau avec 94% (Salim et al., 2009), ainsi qu'en magnésium (Mg) et calcium (Ca) avec
respectivement 59 mg/100 g et 98,4 mg/100g (Stintzing et al., 2001). Sa teneur en sucre est
élevée (12 a 17 %), alors que sa teneur en acidité est faible (0,03 a 0,12 %) (Yahia et
Mondragon-Jacobo, 2011). L'étude de Coria Cayupan et al., (2011) a montré que l'acide
ascorbique dans les fruits OFI variait de 0,26 a 0,48 mg/g. Alors que les teneurs totales en

composés phénoliques étaient comprises entre 0,54 et 1,2 mg d'acide gallique/g. De plus, la



vitamine K a été trouvée dans toutes les parties du fruit avec 0,5 a 1 g/Kg (El-Mostafa et al.,
2014).

3. Les pelures

Environ 90 % du poids des pelures de fruits sont composés de I'eau (Salim et al., 2009). Ce sont
une source de fibres, d'acides gras, de vitamines, de glucides et d'autres composes (Aruwa et
al., 2018).

4. Les graines

Les graines sont riches en acides gras, vitamines, sucres et acides organiques (Aruwa et al.,
2018). Elles sont utilisées pour I'extraction de I'huile de cactus. En termes de minéraux, les
graines sont riches en calcium (Ca), magnésium (Mg), sodium (Na) et potassium (K) (El-
Mostafa et a, 2014).

V.  Activités biologiques

OFI a de nombreuses activités biologiques. A titre d’exemple, il possede un effet antioxydant
qui pourrait jouer un réle important dans la prévention des maladies humaines (Abdel-Hameed
et al., 2014). En effet, I'activité radicalaire anti-DPPH (DPPH : radical chimique 2,2-diphényl-
1-picrylhydrazyl) de la gomme de fruit OFI était comparable a celle du BHT (hydroxytoluéne
butylé, conservateur) (Salehi et al., 2019). De plus, il a été démontré gu'il avait la capacité de
modifier la flore intestinale et de réduire I'endotoxémie métabolique. Il est également apte de
corriger d'autres anomalies biochimiques liées a I'obésité telles que le peptide insulinotrope
du glucose, l'intolérance au glucose, la lipogenese et l'inflexibilité métabolique. Ces
changements s‘accompagnaient d'une réduction de la stéatose hépatique et du stress oxydatif
dans le tissu adipeux et le cerveau (Sanchez-Tapia et al., 2017). Aussi, d’autres activités

supplémentaires ont été mises en évidence en fonction de la partie explorée de la plante.
V1. Maladies du figuier de barbarie

1. Désordres abiotiques

Généralement, le froid et la gréle sont les seuls facteurs qui peuvent endommager le figuier de
barbarie (Inglese et al., 2018). Les températures inférieures a -5° causent des blessures au
niveau de toute la plante, alors que méme les cladodes et les fruits juveniles peuvent étre percés
par des coups de grélon, ce qui entraine des blessures a I'endroit de I'impact (Inglese et al.,
2018).



2. Maladies causées par des virus

2 .1 Epaississement des cladodes

Cette anomalie est caractérisée par un retard de la croissance, I’hypertrophie de la gaine et la
perte de couleur verte des cladodes, ainsi que les plantes montrent une mauvaise nouaison, et

les fruits sont peu nombreux et petits (Granata et Sidoti, 2002).
3. Maladies causées par des bactéries

3.1 Erwinia carotovora

Erwinia carotovora est une bactérie qui cause une pourriture caractéristique du cladode, connue
sous le nom de «la pourriture bactérienne molle noire » (Granata et Sidoti, 2002). Les
symptdmes apparaissent sur les cladodes sous forme de taches gorgées d'eau au printemps, et
qui deviennent brunes par la suite (Varvaro et al., 1993). Cette maladie est présente en Italie,
au Chili, au Mexique et en Argentine (Granata et Sidoti, 2002). En effet, il n’y a pas du
traitement pour cette bactérie, mais les cladodes infectés doivent étre éliminés et détruits pour
éviter la propagation de la maladie.

3.2 Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens est une bactérie qui cause la maladie connue par la galle du collet.
Elle est présente en Mexique (Hernandez Gutiérrez, 1993). Les symptdmes consistent en des
masses tumorales pouvant atteindre 100 mm de diameétre et sont situés a la base de la tige
(Granata et Sidoti, 2002). Malheureusement il n’y a pas un traitement pour cette maladie, mais
on peut I’éviter par la plantation du figuier de barbarie dans des sols non infectés par cette

bactérie.
4. Maladies causées par des levures

4.1 Candida boidinii

Candida boidinii est une levure qui cause la maladie nommeée pourriture molle des cladodes et
qui est fréguemment associée a une tache bactérienne (Nobel et Nobel, 2002). Les premiers
symptdmes sont des zones noires causées par une infection interne des tissus sur les cladodes
et les fruits, suivies d'une pourriture interne des tissus, aprés quoi la plante devienne une masse
déliquescente (Nobel et Nobel, 2002). Les mesures de contr6le sont I'élimination et la
destruction des cladodes infectés et I'application de bouillie bordelaise a 1% apres des

événements au cours desquels les cladodes ont été blessés (Granata et Sidoti, 2002).
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5. Maladies causées par des champignons

Les champignons pathogénes du figuier de barbarie affectent fortement la rentabilité, la qualité

et la quantité de la production. Ces phytopathogenes réduisent les défenses des plantes,

provoquant des maladies et des pertes de qualité dans le monde entier qui s'élevent a des

milliards de dollars américains par an (Shuping et Eloff, 2017). Le tableau I montre les

principaux champignons qui attaquent le figuier de barbarie.

Tableau | : Les champignons phytopathogéenes du figuier de barbarie (Inglese et al., 2018)

Gamme haute Symptomes Distribution Gestion de la maladie
Pseudocercospora - Opuntiaspp., - Décol.oration de Bolivie, - E!iminer Ie; ‘cladodes
opuntiae - Nopalea spp. la cut_lcule Brésil. des 1’_appar1t10nAdes
- Brunissement Mexique, premiers symptomes
des cladodes Pérou. de la maladie.
- Effondrement - Utilisation des
des tissus fongicides
Lasiodiplodia Plus de 500 htes -  Pourriture des Afrique du ) El|m|r’1e.r et détruire
theobromae cladodes et des  Sud, Brésil, Ies. s.pec.lmens malades
fruits Egypte, - UtI|I.Sa.'[I0n des
Amérique, fon_g|C|des
ltalie, (thiabendazole et
Mexique thiophanat-méthyle)
Alternaria spp. Tres polyphage Apparition des Argentine, - Utilisation des
points chlorotiques  Italie, Brésil, fongicides (cuivre,
circulaires autour Egypte, mancozebe ou
des épines ou des Mexique, I’iprodione)
blessures sur les Afrique du
cladodes ou les Sud.
fruits
Armillaria mellea Trés polyphage La pourriture des Italie, Etats- ~ Eviter de cultiver le
racines et des tiges  Unis f:actus,dans un sol
D’ Amérique. infecté par ce

champignon

Aucun fongicide n’est
disponible pour le
moment
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La pourriture

Sclerotinia Tres polyphage Chili, Retirer et détruire les
sclerotiorum blanche sur les Mexique cladodes infectes
cladodes
- Apparition des
sclérotes noirs
sur les tissus
pourris
Aecidium opuntiae Opuntia spp., - Apparltl(?n des Bolivie, Retirer et enterrer les
Magn ) B_outeloua pustules jaune- Italie, Pérou. cladodes infectes
simplex Lag. oranges sur la
surface des
cladodes ou des
fruits
Scytalidium - Auricularia Pourriture seche Brésil Retirer et enterrer les
lignicola Pesante polytricha, des cladodes cladodes infectes
Citrus
paradisi,
- Mangifera
indica,
Manihot
esculenta,
- Vanilla
fragrans,
humains et
animaux.
Phytophthora Trés polyphage - Lapourriture du Italie Cultiver le figuier de
nicotianae pied est Barbarie dans des sols
I’exsudat de bien draines pour
gomme suintant éviter I’engorgement.
de la base de la
tige.
Pythium Tres polyphage - Apparition des Mexique Eviter ’excés d’eau et
aphanidermatum Iésions molles, maintenir un bon
brun fonce sur le drainage du sol
cladode au
niveau de la
ligne du sol.
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- Echinocactus

Pourriture

Fusarium ) o Brésil, Italie Planter dans des sols
oxysporum f. sp. grusont, racmallre avec_ bien drainés et réduire
Opuntiarum - Schlumbergera une de_coloratlon la compaction du sol
truncate. rouge intense

des tissus

affectes.
Botrytis cinerea Tres polyphage PO‘ﬂ”'ture des Italie Eviter les blessures
Pers fnf'ts' . pendant la récolte et

) Decqmp03|t|on les opérations post-

des tissues récolte

internes.
Penicillium spp. Tres polyphage PO‘_”“W? des Partout dans Application des

fl:UItS apres la le monde pratiques hygiéniques

récolte lors de la récolte et

I’emballage

Macrophomina Trés polyphage - Pourriture Italie, Brésil, Application des
phaseolina molle brune Mexique pratiques hygiéniques

s’étendant au

fruit entier apres

la récolte

lors de la récolte et
I’emballage

6. Maladies causées par des ravageurs

Plus de 160 espéces d’insectes sont nuisibles pour les cactus et sont se sont adaptées aux

conditions générales des régions dans lesquelles leur plantes hotes croissent (Inglese et al.,

2018). Dans le tableau 11, les principaux ravageurs du figuier de barbarie sont présentés.

Tableau I : Les ravageurs du figuier de barbarie

Insecte Distribution Zone Risque Références
d’attaque
Cactoblastis Ameérique du Cladodes Ils consomment tous les (Zimmermann,
cactorum Nord, Afrique du tissus internes du cladode 2002 ;
Sud, Mexique Zimmermann et

al., 2004)
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Olycella nephelepsa  Mexique Cladodes Ils attaquent seulement les  (Badii et Flores,
jeunes vergers du cactus 2001)
dans leurs trois premiéres
années ; les dégats sont
localisés
Megastes cyclades Mexique, USA Cladodes IIs causent I’effondrement ~ (Nobel et Nobel,
des branches principales et  2002)
des tiges des cactus.
Metapleura potosi Australie, Cladodes, Ils causent une pourriture (Mann, 1969)
Mexique fruits partielle ou la chute des
cladodes au sol
Metamasius Afrique du Sud, Tige Quelques larves se (Nobel et Nobel,
spinolae Mexique nourrissant a la base dela  2002)
tige peuvent détruire une
plante entiere
Gerstaeckeria spp Mexique Tige, cladodes IlIs sont actifs seulementla  (O’Brien, 1970)
nuit et les femelles
pondent des ceufs a
I’intérieur des cladodes
Cylindrocopturus Mexique Cladodes Les femelles utilisent les (Castafieda-
biradiatus cladodes pour I’ovi- Vildozola et al.,
position et le 2021)
développement des larves
Moneilema variolis  Mexique Tige, cladodes  Deux ou trois larves (Mann, 1969)
seulement a la base d’un
cactus peuvent mener a
I’effondrement de la
plante.
Chelinidea tabulata  Mexique Fruit Elles représentent moins (Castafieda-

de dégats sur les cactus

Vild6zola et al.,
2021)
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Narnia femorata Mexique, USA, Fruit Elles représentent moins (Cirino et Miller,
Costa Rica de dégats sur les cactus 2017; Inglese et
al., 2018)
Hesperolabops Mexique Cladodes Des populations denses (Inglese et al.,
nigriceps causent une apparence 2018; Palomares-
jaune et malade aux Pérez et al., 2010)
cladodes, spécialement
dans les vergers
nouvellement plantés
Asphondylia Mexique, USA, Graines L'attaque de ces (Hamlin, 1926)
opuntiae Australie moucherons a pour effet
d'inhiber le développement
de la graine.
Lonchaea Mexique Cladodes Elles représentent moins (Mann, 1969)
Alexanderi de dégats sur les cactus
Diaspis echinocacti  Mexique Cladodes, Elles représentent moins (Oetting, 1984)
fruits de dégats sur les cactus
Neohydatothrips Cladodes, Elles représentent moins (Hernéndez
opuntiae fruits de dégats sur les cactus Navarro, 2013)

D’aprés le tableau II, il est évident que OFI est un bon habitat et également un repas pour

plusieurs ravageurs mais la cochenille Dactylopius opuntiae, est le plus dur, qui ait menacé et

détruit les cactus partout dans le monde, y compris dans notre pays. La figure 2 montre un

champ de figuier de barbarie avant et aprés ’attaque de la cochenille dans la région de

Khémisset (33.860165, -6.164736).
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Figure 2 : Champ de figuier de barbarie avant et aprés ’attaque de la cochenille dans la
région de Khémisset (33.860165, -6.164736).

16



B. Cochenille (D. opuntiae)
I. Biologie et cycle de vie de Dactylopius opuntiae

La cochenille sauvage est un insecte qui appartient a la famille des Dactylopiidae (MJ et al.,
2015). Cette famille est composeée de 10 especes : D. opuntiae, D. austrinus De Lotto, D. bassi,
D. tomentosus , D. ceylonicus, D. coccus, D. confertus De Lotto, D. confusus , D. salmianus De
Lotto et D .zimmermanni (Torres et Giorgi, 2018). Ces insectes sont considérés comme la
principale source d'acide carminique. Ce dernier est utilisé comme pigment dans les industries
alimentaires, pour les applications pharmaceutiques, cosmetiques, textiles, et autres en raison
de ses propriétés colorantes de haute qualité (Vera-Ponce de Leon et al., 2016, Vigueras et
Portillo, 2016).

Dactylopius opuntiae vit dans les régions semi-arides, car les basses températures et la pluie
menacent sa vie et ralentissent la durée de son cycle de vie (Inglese et al., 2017). Les femelles
sont les plus parthénogeneses et elles n'ont pas besoin du male pour s'accoupler et pour se
reproduire (MJ et al., 2015). Leur taille varie entre 4 et 6 mm, attachées aux cladodes et
recouvertes de fils cireux qui protegent leur corps de la pluie et du soleil et réduisent aussi
I'efficacité de la lutte chimique. Alors que les males sont plus petits et mobiles gréace a leurs
ailes (Flores et al., 2013 ; Inglese et al., 2017 ; RW Dapson, 2007). Leur cycle de vie varie de
40 a 60 jours pour accomplir le développement de 1'ceuf a 'adulte (Torres et Giorgi, 2018), ce
qui aboutit a quatre générations ou plus par an (MJ et al., 2015). Chaque femelle pond de 150
a 160 ceufs (Badii et Flores, 2001). Par la suite, trois stades de développement différents sont

observés (figure 3) :
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Figure 3: Cycle biologique de I’ceuf a I’adulte (Liberato Portillo et Ana Lilia Vigueras. 2018)
1. Le premier stade

Selon Palafox-Luna et al., (2018) la larve du premier stade chez le male est plus longue que
chez les femelles. C'est a ce stade que I'on peut observer la différence entre les deux sexes. Les
larves femelles deviennent plus grosses que les males et se déplacent loin de leurs meres et se
fixent dans une nouvelle place pour se nourrir des cladodes. Tandis que les males restent

attachés a leurs meres (Torres et Giorgi, 2018).

2. Le deuxiéme stade

Contrairement au premier stade, la durée du deuxiéme stade est plus longue pour les femelles
que pour les méles (Palafox-Luna et al., 2018). Les femelles fixent leurs pieces buccales dans
le cladode et commencent a se couvrir de cire (Inglese et al., 2017). Tandis que les males
rétractent leurs pieces buccales et vont chercher un autre site dans le cladode pour développer

la pupe en environ une semaine ou plus (Palafox-Luna et al., 2018).
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3. Le stade adulte

Comme le montre la figure 4, les femelles deviennent encore plus grosses en raison de la
production d'ceufs et se couvrent complétement de cire blanche (Inglese et al., 2017 ; Palafox-
Luna et al., 2018). En revanche, les males deviennent ailés et commencent a voler et cherchent
a rencontrer les femelles (Inglese et al., 2017).

Male Femelle

)’

”*

o

Figure 4: Le male (a gauche) et la femelle (a droite) de la cochenille, Dactylopius opuntiae
(Hemiptera: Dactylopiidae) (photo prise par Alex et Natali Protasov).

I. Répartition de D. opuntiae dans le monde

Au Brésil, Dactylopius opuntiae « Cockerell » a été importé pour la premiere fois du Mexique,
afin de produire du colorant (colorant carmin). Par la suite, ce ravageur s'est largement répandu
dans le monde, non pas pour la méme raison, mais a cause des activités humaines culturelles et
économiques (Chavez-Moreno et al., 2009). 1l a été trouvé en Inde, Afrique du Sud, Australie,
France, Etats-Unis, Palestine, Sri Lanka, Pakistan, Kenya, Maroc, Tunisie, Liban, Jordanie et

Syrie (Diniz et al., 2020 ; Rodr1 et Mora-aguilera, 2016 ; Zimmermann et Moran, 1991).
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Il. Répartition de D. opuntiae au Maroc

Depuis sa premiere apparition dans la région de Doukkala (centre du Maroc), la cochenille a
dévasté toute la production de cactus de la région, puis l'infestation s'est propagée trés
rapidement aux autres régions productrices de cactus (Haouz, Safi, Ben-Mellal, Chaouia,
Oriental et Souss) (Sbaghi et al., 2019).

I11. Conséquences des attaques de D. opuntiae

La cochenille couvre plus de 75% de la surface des cladodes, qui jaunissent, les fruits se
flétrissent et le cactus meurt. Aprés son installation sur la plante, les femelles de D. opuntiae
commencent & se reproduire, et a coté des larves, elles commencent a se nourrir de la séve des
cladodes, provoquant la chlorose et la chute prématurée des cladodes puis la mort de la plante
(Vigueras et Portillo, 2016). Les conséquences de ce ravageur résident dans la baisse de la
production, le manque de commercialisation des produits du cactus et ses dérivés, ce qui affecte

les secteurs économique et agricole.

De nombreux pays ont été touchés par D. opuntiae. Par exemple, au Mexique, la cochenille a
causé de graves dommages entrainant un faible taux de production et des centaines d'hectares
ont été détruits (Rodr1 et Mora-aguilera, 2016). Alors qu'au Brésil, les agriculteurs ont subi
d'énormes pertes dues a la cochenille puisque plus de 100 hectares ont été détruits (perte
d'environ 25 millions de dollars). De méme, la région du Moyen-Orient n'a pas été épargnée
par les effets néfastes du ravageur. Par exemple, au Liban, la cochenille a été signalée pour la
premiére fois dans le sud du pays en 2012 dans la région de Nabatieh. Ensuite, le suivi réalisé
en 2014 a montré que ce ravageur était répandu et que les dégats étaient tres séveres sur les
figuiers de barbarie dont les fruits contribuent aux revenus des agriculteurs de la région. En
outre, une nouvelle infestation a été observée en 2015 dans les régions de Jezzine et du Chouf,

situées a 18 km du premier site de détection (Moussa et al., 2017).

D’un autre part, la premiere apparition de ce ravageur en Jordanie a eu lieu dans le nord (a
Saham et Rafais) ou les cladodes de figuiers de barbarie ont été totalement infestés, et de
nombreux cactus sont morts (M. Katbeh Bader et H. Abu-Alloush, 2018). 1l est probablement

introduit dans cette région depuis la Palestine et le Liban.
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IV. Moyens de lutte

La cochenille a été utilisée au début comme moyen de contréle biologique d'Opuntia ficus
indica au Mexique et est finalement devenue un ravageur sérieux dans le monde entier. La lutte
contre cet insecte est devenue une priorité pour protéger le reste de figuier de barbarie au Maroc

comme dans de nombreux autres pays.

1. Lutte chimique

L'application des produits phytosanitaires et chimiques est couramment utilisée pour contréler
et réduire les impacts de la cochenille (Diniz et al., 2020). Dans ce cadre, de nombreux
insecticides ont été testés sur D. opuntiae comme le chlorpyrifos, la lambda-cyhalothrine,
I'acétamipride et le thiaméthoxame (Lopes et al., 2018). Il convient de signaler que le
chlorpyrifos est un pesticide organophosphoré utilisé pour lutter contre les ravageurs des
cultures et des ménages (Barr Dana B. et Angerer Jirgen, 2006). Alors que la lambda-
cyhalothrine est un insecticide pyréthroide des coléopteres, des pucerons, des coléopteres, des
Iépidopteres et d'autres parasites (He et al., 2008). L'acétamipride est un insecticide
néonicotinoide, utilisé pour lutter contre les especes d’hémiptéres, de lépidopteres et de
thysanopteres (Yao et al., 2006). Enfin, le thiaméthoxame est I'insecticide le plus vendu des
néonicotinoides de deuxiéme génération, utilisé contre les ravageurs du sol et du feuillage
(Maienfisch et al., 2001).

Une étude sur la lutte chimique de la cochenille a été réalisée en comparant I’effet de différents
insecticides (tableau Ill). Les auteurs ont montré que l'insecticide le plus efficace était le
chlorpyrifos, causant la mort de 93 % des larves et 82 % des femelles & une concentration trés
faible (0,75 ml.LY). Ensuite, ¢’était la lambda-cyhalothrine avec un score de mortalité de 62 a
99% des femmes adultes. Alors que I'acétamipride, n’a tué que 60% des larves et des femelles
a une concentration de 0,125 g.L. Enfin, le thiaméthoxame cause la mortalité de 64 et 75 %
des larves et des femelles respectivement a 0,10 g/L.

D'autre part, Zeitoun et al., (2020) ont comparé Sulfoxaflor ; un insecticide spécial pour les
insectes se nourrissant de séve (Babcock et al., 2011 ; Zhu et al., 2011) avec le Diflubenzuron,
qui est un insecticide découvert par Philips -Duphar (Ker, 1977), et connu par l'inhibition de la
synthese de la chitine (Soltani et al., 1983). Les deux insecticides ont été appliqués sur des
cladodes a infection modeérée (dans le respect des Bonnes Pratiques Agricoles BPA). En effet,
tous les insectes males adultes étaient morts aprés 4 jours, alors que 48% des femelles étaient

mortes apres 48 h de traitement au Diflubenzuron. Progressivement, la mortalité a augmenté
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jusqu'a 81 % lorsque de I'huile minérale a été ajoutée. Alors que, pour Sulfoxaflor, 95% des
femelles sont mortes en 48h, et 98% avec I'ajout d'huile minérale.

Sur la base de ces deux études, le chlorpyrifos et le sulfoxaflor sont les insecticides les plus
efficaces contre D. opuntiae. En effet, I'Office National de Sécurité Sanitaire des Produits
Alimentaires (ONSSA) au Maroc a autorisé la vente des 16 marques d'insecticides a cochenille.
Six d'entre eux sont composés de Chlorpyrifos (CIRODAN, PYCHLOREX 48 EC, CHOKE,
DURACID 48 EC, KEMBAN 48 EC et PYRICAL 480), suivi du pyriproxyfen (ADMIRAL,
PROXIMO et GENERAL 100 EC), sulfoxaflor (DURSBAN 4), acétamipride (MOSPILAN 20
SP), spirotétramate (MOVENTO 100 SC) et des huiles minérales.

Néanmoins, ces insecticides ont des impacts négatifs sur le sol, les plantes et la santé humaine
(Shaghi et al., 2019). De plus, la résistance et I'accumulation de résidus de ces produits dans les
cladodes du cactus présente un autre défi. Par conséquent, la recherche de nouvelles méthodes
et alternatives pour surmonter ce probleme a été menée (Diniz et al., 2020).

Tableau I11 : Pourcentages de mortalité chez les larves et les femelles adultes de D. opuntiae par les

insecticides chimiques

Produit chimique

Efficacité en femelles Efficacité en

Concentration Références

adultes (%) larves (%0)
Chlorpyrifos 0.75 ml/L 82 93
Acetamiprid 0.125 g/L 60 60
Thiamethoxam 0.10 g/L 75 64 (Diniz et al. 2020)
Lamba-cyhalothrin ~ 0.50 ml/L 62 53
Diflubenzuron 0.329 kg/ha 72 -
(Zeitoun et al. 2020)
Sulfoxafor 0.179 kg/ha 81 -
10ml/L - 98
Mineral oil
24 ml/L 99% -
0.2 ml/L - 68
Azadirachtin
0.6 ml/L 23 -
) 2 ml/L - 95
Malathion
3ml/L 79 -
1.5 ml/L - 96 :
Alpha-cypermethrin (Aalaoui et al. 2019)
2.25 ml/L 82 -
0.37 ml/L - 98
Pyriproxyfene
0.37 ml/L 70 -




2. Sélection génétique

En 2009, Passos da Silva et al ont établi des insectes de D. opuntiae sur cing clones de cactus
fourragers cultives par micropropagation. Les résultats indiquent que seuls deux clones étaient
résistants aux insectes cochenilles. Apres cela, a ces deux s’ajoutent Nopalea cochenillifera
Salm Dyck "miuda" et Opuntia stricta [Haw.] Haw "Orelha de elefante Mexicana" "miuda". Il
est a notifier que "miuda" est un cactus mexicain dans lequel les cladodes sont utilisés comme

fourrage pour le bétail en raison de leur liberté d'épines (Nerd et al. 1997; Silva et coll. 2018).

Borges et all. (2013a) ont également mené la méme étude avec 11 clones de cactus. Outre
“miuda "et “Orelha de elefante Mexicana” déja mentionnés dans 1'étude précédente, trois autres
clones étaient également résistants aux insectes cochenilles qui sont “Orelha de Elefante
Africana", “Orelha de Onga " et "IPA-Sertéania". Encore une fois, toutes ces plantes de cactus

sont utilisées comme fourrage.

Récemment au Maroc, la résistance de 248 espéces d'Opuntia a D. opuntiae a été étudiée a
I'Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) pour restreindre I'Opuntia dans les
zones endommageées et les exploitations agricoles. Ce travail a été réalisé a Sidi Bennour, la
région la plus touchée du pays, ou 744 cladodes séchés ont été amenés de la ville d'Agadir et
plantés sur une parcelle de 1 Ha puis I'évolution a été suivie. En conséquence, seules sept
especes ont résisté contre D. opuntiae sous les noms de Bellara, Merjana, Ghalia, Karama,
Cherratia, Angad et Melk Zher (Shaghi et al. 2019).

3. Lutte biologique
3.1. Définition

Depuis des siécles, des efforts considérables ont été consacrés pour développer la méthode de
la lutte biologique contre les ravageurs (Hoffmann et al., 1994). Selon Driesche et Bellows
(1996), la lutte biologique est un processus agissant au niveau des populations et par lequel la
densité de population d'une espéce est abaissée par l'effet d'une autre espéce qui agit par
prédation, parasitisme, pathogénicité ou compétition. La lutte biologique ou « le biocontréle »
a été utilisé dans différents domaines de la biologie, notamment I'entomologie et la
phytopathologie. En entomologie, il a été utilisé pour décrire l'utilisation d'insectes predateurs
vivants, des nématodes entomopathogénes ou d'agents pathogénes microbiens pour supprimer
les populations de différents insectes nuisibles. En phytopathologie, le terme s'applique a

I'utilisation d'antagonistes microbiens pour supprimer les espéces phytopathogénes ainsi qu'a
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I'utilisation d'agents pathogénes spécifiques a I'h6te pour contréler les populations de mauvaises
herbes (Pal et McSpadden Gardener, 2006).

Dans le cas de la cochenille du figuier de barbarie, cing types de traitements biologiques ont été

utilisés :

3.2.Utilisation des extraits des plantes

Dans le cadre d’utilisation d'extraits botaniques contre D. opuntiae, Vigueras et al., (2009) ont
testé in vitro cing extraits d'espéces de plantes médicinales (Mentha viridis L., Chenopodium
ambrosioides L., Mentha piperita L., Tagetes erecta L. et Tagetes florida L.). Ces extraits ont
été tout d’abord mélangés avec 4 émulsifiants (Tween 20, SLS20, PANODAN et CITRIM)
pour stabiliser I'émulsion, et ensuite avec de I'eau déminéralisée pour les diluer avant de les
appliquer directement sur les cladodes infestées. Les résultats obtenus ont montré que le grand
taux mortalité enregistré était entre 82 et 99% pour les larves du deuxiéme stade en 72 heures
en utilisant le mélange des extraits botaniques avec le Tween20. Ce mélange a déshydraté le
corps des insectes et a bloqué leurs stigmates ce qui a causé leur mort par asphyxie. Alors que
le taux de mortalité observée lorsque les extraits botaniques étaient mélangés avec les autres
émulsifiants ne dépassait pas les valeurs 40 et 60 % pour les larves du premier stade et les
femelles. Ces mélanges agissent en détruisant la cire protectrice. Par ailleurs, ces auteurs ont
démontré que ces extraits botaniques ont modifié les paramétres de reproduction, ou le nombre
d'ceufs pondus par jour a diminué de 30%, et la ponte a été inhibée en utilisant une forte

concentration de traitements.

Un autre chercheur, Choi, (2006), a démontré que le D-limonéne, un constituant majeur de 95%
de I'huile d'écorce d'orange et 75% de I'huile d'écorce d'agrumes, représente un excellent
biopesticide. Lors de I’utilisation de ce principe actif sur des insectes D. opuntiae, 99 % des
femelles et des insectes du premier stade ont été tués aprés 6 jours. Ce résultat fait du D-
limonene un biopesticide prometteur pour lutter contre la cochenille sauvage (Bouharroud et
al., 2018).

De plus, Libidibia ferrea var. ferrea et Agave sisalana ont montré un grand effet insecticide sur
D. opuntiae. Libidibia ferreavar. Le ferrea est un arbre de la région semi-aride, connu pour son
utilisation medicinale, notamment contre le diabéte et I'inflammation (Luna et al., 2020). Alors
que, Agave sisalana, est une plante répandue dans la région nord-est du Bresil, utilisée pour la

production de papier et de tapis (Silveira et al., 2012). Lopes et al., (2018) ont extrait les
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principaux composés de ces deux plantes et les ont appliqués sur les cladodes du figuier de
barbarie infestées. Apres 10 jours, I’extrait de Libidibia ferrea var. a cause la dégradation de la
couche de cire et a tué 97% des femelles et 81% des larves du deuxiéme stade. Alors que, Agave

sisalana a tué entre 51 et 97% des femelles.

3.3.Utilisation d'extraits végétaux en combinaison avec des extraits microbiens

La plupart des études ont montré que l'utilisation des extraits de plantes sont plus efficaces
lorsqu'ils sont associés a des champignons entomopathogénes (Diniz et al., 2020), comme les
especes Fusarium. Ces derniers sont connus par leur efficacité pour attaquer différents insectes
tels que les espéces d'homopteres, de coléopteres et d'isoptéres. Velez et al., (2019) ont évalué
I'efficacité de Fusarium incarnatum-equiseti associé a des extraits de Chenopodium

ambrosioides et d'Enterolobium contortisiliqguum in vitro contre D. opuntiae.

Il est a noter que Chenopodium ambrosioides est déja connu pour ses propriétés comme
insecticides (Chiasson et al., 2004b, 2004a). Tandis qu'Enterolobium contortisiliquum n’a été

étudié que pour ses effets antimicrobiens (Shahat et al., 2008).

Dans cette étude, les chercheurs ont infesté les cladodes artificiellement par les cochenilles, qui
ont été aspergees de 2 % de détergent neutre pour minimiser la densité de la cire protectrice.
Ensuite ils ont pulvérisé les cladodes avec le mélange de F. incarnatum-equisetian et aussi avec
chacun des extraits des plantes, et les ont maintenues dans des récipients en plastique pendant

10 jours.

En conséquence, le mélange d'extrait aqueux de Fusarium incarnatum-equiseti et 10 % d'extrait
aqueux de Chenopodium ambrosioides a causé une mortalité entre 13,23 et 51,64 %. Alors que,
la mortalité la plus élevée a été observée pour le mélange de 5 % d'extrait hydroéthanolique de
Chenopodium ambrosioides et de F. incarnatum-equiseti a I’ordre de 71,92 %. Méme
l'utilisation d'extrait aqueux de Chenopodium ambrosioides seul était efficace. En revanche,

aucune mortalité n'a été observée avec Enterolobium contortisiliquum.

Cette étude était similaire a celle de da Silva Santos et al., (2016), qui a testé F. incarnatum-

equiseti avec Ricinus communis et Poincianella pyramidalis.

Ricinus communis est une plante des régions chaudes du monde, connue pour sa valeur
traditionnelle et médicinale, elle est utilisée comme agent anti-oxydant, antidiabétique,
antimicrobien, mais aussi comme engrais et fongicide (Jena et Gupta, 2012). Par ailleurs,

Poincianella pyramidalis est une plante endémique de la région semi-aride du Brésil (Santos
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dos Reis et al., 2016) connue pour ses usages medicinaux contre la diarrhée, les infections

urinaires, la dysenterie et les infections respiratoires (Chaves et al., 2016).

L'application de 5 % d'extrait de Ricinus communis a cause la mortalité de 61 % des cochenilles,
alors qu'elle atteignait 100 % lorsqu'elle était mélangée avec F. incarnatum-equiseti,
représentant ainsi le meilleur résultat. Sinon, l'application de 10 % d'extrait aqueux de
Poincianella pyramidalis a tué 74 % des cochenilles et 80 % lorsqu'il était melangé au

Fusarium.

Diniz et al., (2020) ont mene, récemment, une autre enquéte en utilisant F. caatingaense

combiné a des extraits de Nicotiana tabacum et Paubrasilia echinate.

Nicotiana tabacum est une plante originaire d’/Amérique, utilisée pour la production de tabac
(Al-Lahham et al., 2020). Alors que, Paubrasilia echinate est originaire de la cOte tropicale
d'’Ameérique du Sud. C'est aussi un arbre célebre du Brésil commercialisé dans le monde entier
pour sa haute qualité de bois (Lichtenberg et al., 2019). Ainsi, pour déterminer leur efficacité
dans la lutte contre les cochenilles, leurs extraits ont été combinés a I'extrait de F. caatingaense
et testeés sur les cladodes infesteés (Diniz et al., 2020).

La combinaison de F. caatingaense avec 10 % d'extrait aqueux de Nicotiana tabacum a donné
les meilleurs résultats en provoguant la mortalité de 98,7 % des femelles de D. opuntiae. Tandis
que le mélange de F. caatingaense et 20 % de Paubrasilia echinate a causé la mortalité que de
48,6 % des insectes.

3.4.Utilisation de produits biodégradables

Borges et al., (2013) ont expérimenté des produits biodégradables (neem, trois concentrations
de détergent neutre, huile minérale, manioc et amidon de manioc) sur des cochenilles. Ces
auteurs ont mené leurs études en serre ‘in vivo’, ou ils ont infecté des plants de figuier de
barbarie agés de 6 mois avec 4 femelles de cochenilles matures par plant par des broches
entomologiques pour fixer la cire dans les cladodes. Apres 45 jours, les figuiers de barbarie sont

devenus suffisamment infestées et prétes pour les traitements.

Les résultats ont montré qu'avant les traitements, et aprés 40 jours d'infestation artificielle, la
réduction de la population était estimée a 0,0091 par jour. Alors qu'aprés l'application de
détergent neutre, 98 a 100% de la population de cochenilles était morte dans les zones les plus
infestées. Ce détergent a enlevé les filaments cireux et a provoqué le dessechement du corps
des insectes, ce qui a entrainé leur mort. Cela témoigne de I’efficacité de ce détergent dans son

effet antiparasitaire.
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Alors que, le pourcentage d'efficacité trouvé pour I'huile minérale se situe entre 93 et 97%.
L'huile minérale forme un film imperméable autour de la carapace des insectes, provoquant
ainsi leur mort par bralure corporelle et suffocation. Plus intéressant encore, le neem était le
meilleur traitement avec un taux de mortalité de 100 % et a également contribué a rajeunir la
couleur et I'éclat du cactus OFI. Tandis que pour le manioc, méme s'il a été rapporté performant
contre de nombreux ravageurs dans différentes études, il n'a pas démontré de bons résultats

pour lutter contre cette cochenille a carmin.

3.5.Utilisation d'ennemis naturels

De nombreux insectes ont été marqués comme prédateurs des insectes D. opuntiae. Vanegas-
Rico et al., (2010) ont étudié les ennemis naturels de D. opuntiae. lls ont cité 7 especes qui sont
Chilocorus cactus, Sympherobius angustus, Salpingogaster cochenillivorus, Laetilia
coccidivora, Hyperaspis trifurcata, Sympherobius barberi et Leucopis bellula. Ces auteurs ont
rapporté aussi que Leucopis bellula, Sympherobius barberi et Hyperaspis trifurcate sont trois
prédateurs qui consomment des larves au sein des colonies (Pacheco-Rueda et al., 2011 ;
Vanegas-Rico et al., 2016).

A cet égard, Hyperaspis trifurcate est I'ennemi naturel principal de la cochenille en Amérique
du Nord. Il a la capacité de se déplacer facilement d'une colonie a I'autre a la recherche de larves
(Cruz-Rodriguez et al., 2016). Ce prédateur termine son cycle de vie lorsque D. opuntiae est
dans son premier stade, ce qui en fait un candidat potentiel comme agent de lutte biologique

contre les cochenilles (Vanegas-Rico et al., 2016).

Méme chose avec Sympherobius barberi, une chrysope brune caractérisée par la grande
mobilité entre les colonies, néanmoins I'acide carminique de la cochenille peut ’empoisonner
(Pacheco-Rueda et al., 2011). En revanche, les insectes Laetilia coccidivora ne sont pas affectés
par I'acide carminique, ils dégorgent rapidement les cochenilles femelles (Eisner et al., 1994).
Méme Mendel et al., (2020) confirment que Laetilia coccidivora et Hyperaspis trifurcate sont
les plus puissants prédateurs de la cochenille sauvage.

Chilocorus cacti est connu au Mexique par sa production du colorant et la consommation de
cochenilles femelles (Badii et Flores, 2001). Pour cela, Flores et al., (2013) a étudié sa réponse
fonctionnelle sur D. opuntiae. Des insectes Chilocorus cacti adultes ont été collectés sur des
cactus au Mexique et stockés pendant 72 heures, puis placés dans des cladodes qui ont eté
affectés par des femelles de D. opuntiae. Les résultats montrent que les Chilocorus cacti

consomment efficacement les femelles aprés avoir passé beaucoup de temps a retirer leurs
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filaments cireux protecteurs. Ils ne peuvent donc pas étre utilisés comme lutte biologique en
raison de leur cycle de vie court par rapport au cycle de vie de D. opuntiae. En revanche, les

Chilocorus cacti peuvent étre utilisés comme contréle préventif.

Au sein de cette ligne, il y a I'insecte australien, Cryptolaemus montrouzieri mulsant, un ennemi
naturel de D. opuntiae caractérisé par un cycle de vie court a haute température et peut survivre
a une température de 10°C (Babu et Azam, 1987). Aussi, Bouharroud et al., (2018) a
expérimenté pour la premiere fois au Maroc I'efficacité de cet insecte sur D. opuntiae. Le taux
de réduction de D. opuntiae dépassait 92 % apres 77 jours. Mais les cladodes ont fini par mourir

en raison de la forte densité de cochenille sauvage dans les cladodes.

3.6.Utilisation d'extraits microbiens

Bacillus subtilis est une bactérie trés connue pour ses effets insecticides en agriculture. En effet,
Idris et al., (2019) ont analysé l'efficacité d’une solution enzymatique brute de micro-
organismes sur D. opuntiae. D’apreés les résultats obtenus, a la concentration de 35 %, I'extrait
enzymatique brut a tué 50 % des femelles adultes et 98 % des larves. Alors qu'a 100 %, il tuait
environ 90 % des femelles adultes et 100 % des larves. De plus, cet extrait enzymatique brut a

été démontré efficace pour dégrader la couverture cireuse.
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Chapitre 11 : Isolement et
Identification des bacteries isolées de
la rhizosphere du cactus (Opuntia
ficus indica) a pouvoir insecticide vis-
a-Vvis la cochenille (Dactylopius
opuntiae)
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A. Introduction

La lutte biologique a I'aide des bactéries antagonistes est une approche intéressante pour réduire
I'application d'insecticides de synthese tout en ayant un faible impact sur I'environnement. Alors
que jusqu’a actuellement, les chercheurs n'ont pas étudié en profondeur I'effet biocontréle des
souches bactériennes sur D. opuntiae. C’est dans ce cadre que s’inscrit la thématique de ce
travail qui vise a développer des stratégies de lutte contre D. opuntiae en utilisant des bactéries
bénéfiques au lieu d'insecticides organophosphorés. Afin d’atteindre ce but, 1’étude consiste a
évaluer l'activité bio-insecticide de cing souches de bacilles en tant qu'agents de lutte biologique
contre D. opuntia et ceci d’abord dans les conditions de laboratoire. Par la suite, nous allons
vérifier leur potentiel pour décomposer les filaments cireux qui protegent les insectes et ceci a
travers des expeériences réalisées dans la serre. Ensuite, les isolats montrant un bon effet
insecticide seront étudiés pour leur habilité a solubiliser les minéraux et a produire des enzymes

stimulant la croissance des plantes.

B. Matériel et méthodes
I. Isolement des bactéries de la rhizosphere du cactus

A partir de la rhizosphére du cactus, des bactéries ont été isolées. Tout d'abord, les racines du
cactus ont été retirées et mises en suspension dans une solution stérile de 0,85 g de NaCl dans
100 ml d'eau distillée. Par la suite, les racines ont été extraites des suspensions et lavées a I'eau
du robinet pour éliminer les particules du sol collées. Les racines ont ensuite été broyées dans
90 ml d'eau distillée a 1’aide d’un mortier et un pilon. Ensuite, plusieurs dilutions ont été
réalisées et des volumes de 100 pl de solutions aliquotes (10°, 10° et 107) ont été étalés sur le
milieu gélosé Luria Bertani (LB) (pH=7). Aprés deux jours d'incubation a 30 + 2°C, les colonies
apparues ont été isolées et purifiées sur milieu solide gélose LB jusqu'a I’apparition des colonies

pures. Au total, 62 isolats ont été purifiés.

1. Criblage des isolats bactériens a pouvoir insecticide vis-a-vis la
cochenille Dactylopius opuntiae
Les 62 isolats ont été testés pour leur potentiel de lutte biologique contre les larves et les
femelles adultes de D. opuntiae. Ainsi ce criblage a été basé sur la pulvérisation des suspensions

bactériennes des isolats sur des cladodes infectées. Par consequent, cing isolats ont montré un

effet insecticide et ont été sélectionnés, par la suite, pour une analyse plus approfondie.
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I11.  Confirmation du pouvoir insecticide vis-a-vis la cochenille

1. Collecte de cladodes sains et de cladodes infecté

Les cladodes ont été récoltés dans un champ du cactus de la région de Béni Mellal, située a
32°22'30""N 6°19"27"0. Nous avons réalisé la collecte en méme temps des cladodes sains et

ceux en phase d’une infection sévere afin d'isoler facilement les femelles et les larves.

2. Pouvoir insecticide des isolats bactériens in vitro

Les cing isolats bactériens ont été préparés dans une solution pour réaliser une suspension mere,
a partir de laquelle des dilutions ont été effectuées. Six concentrations différentes de 10°, 10°,
107, 108, et 10° CFU.mL ont été utilisées pour tester I'effet antagoniste des isolats bactériens
sur les femelles adultes et les nymphes de D. opuntiae. L'eau distillée a été utilisée comme
témoin. Apres cela, les cladodes de cactus ont été coupés en morceaux de 70/70 mm, ensuite
stérilisés avec de I'nypochlorite de sodium a5 % et séchés a température ambiante (25°C) aprés
un lavage trois fois avec de I'eau distillée. Ces morceaux ont été immergés dans des solutions
de différentes concentrations bactériennes pendant 10 secondes et séchés pendant 1 h. Dans
chaque morceau du cladode traité, 20 femelles et larves ont été placées. Trois répétitions ont
été réalisées pour chaque traitement. Apres 48 heures d'exposition aux solutions bactériennes,

les insectes morts ont été comptés.

3. Pouvoir insecticide des isolats bactériens in vivo

L'essai du biocontr6le a été réalisé dans la serre de la faculté des sciences et techniques de Béni
Mellal (Maroc) en Juin 2021. Dans cette expérience, seules les femelles ont éte utilisées pour
tester la capacité des souches bactériennes a détruire la cire protectrice et a éradiquer les
cochenilles femelles. L'infestation a été réalisée de maniere aléatoire par diffusion aérienne
d'insectes provenant de cladodes infestés. Apres 40 jours d'infestation provoquée, les femelles
se sont recouvertes de cire hydrophobe. Ensuite, nous avons réalisé la pulvérisation des
cladodes du cactus par les solutions de quatre isolats (Bm1A, Bm3C, Bm4D et BMES8n), et ceci
tous les trois jours pendant 15 jours. Comme témoins positifs et négatifs, I'insecticide
organophosphoré chlorpyriphos-éthyl (DURACID EC) et I'eau ont été utilisés. Des dilutions de
solutions bactériennes ont été préparées le jour de la pulvérisation (108 CFU.mL™ et 10°
CFU.mL™1). Trois répétitions ont été réalisées pour chaque traitement, et le nombre de femelles

mortes a été compté apres 7 jours d'exposition aux traitements.
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IV. Identification des isolats bactériens a pouvoir insecticide

1. ldentification macroscopique
Les isolats ont été striés a I'aide d'une anse calibrée de 10 pl par tries serrées sur le milieu de
culture LB, ensuite les boites ensemencees ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures. Ainsi,
I’identification macroscopique a été faite par observation des colonies des isolats sur boite de

Pétri a I’ceil nu afin de déterminer la forme, la taille, le relief, la couleur et I’aspect des colonies.

2. ldentification microscopique
L’identification microscopique a été effectuée par la coloration de Gram.
Des cultures de 10 ml des souches d’intérét sont incubées a 28°C, sous agitation pendant 24

Heures. La coloration de Gram s’effectue en deux étapes selon le protocole suivant :

> Réalisation du frottis : Elle nécessite d'avoir un frottis fixé a la flamme selon
les indications suivantes :

. Déposer sur une lame un aliquote de 2 pl d’une culture bactérienne.

. Etaler et fixer a la chaleur.
> Réalisation de la coloration : Elle comporte les différentes étapes
suivantes :

. Colorer au cristal violet pendant 1 minute ;

. Laver al’eau ;

. Couvrir le frottis de lugol et laisser agir 1 minute ;

. Laver a ’eau ;

. Décolorer a I’alcool 95% durant 10 a 20 secondes ;

. Laver a ’eau ;

. Colorer a la fuchsine pendant 1minute ;

. Rincer doucement a I’eau et sécher la lame ;

. Laisser sécher la lame pendant 10 a 15 minutes.

L’observation microscopique permet de distinguer les bactéries a Gram positif colorées en

violet, de celles a Gram négatif colorées en rose.
3. Tests biochimiques

3.1 Activité d’amylase

Pour déterminer la premiére activité celle de 1’activité amylique des isolats, une suspension de

culture bactérienne jeune prélevée par une anse a été inoculée sur une boite de gélose a I'amidon
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(Annexe 1). Apres 48 h d'incubation a 28 °C, la zone claire autour de la culture bactérienne

détermine la production de 1’enzyme a-amylase (Cappuccino et Sherman, 1992).

3.2 Recherche de la cellulase

Pour déterminer la production de cellulase, le milieu a été préparé en ajoutant 1 % de cellulose
dans un milieu de base (Annexe 1). Une suspension de culture bactérienne jeune prélevée par
une anse a éte inoculée sur le milieu et incubée pendant 5 jours. Le milieu cellulosique a été
inondé avec une solution de rouge congo a 0,01% pendant 15 min et les boites ont été décolorées
avec une solution de NaCl a 1% pendant 5 min. Une zone dégagée contre le dos rouge détermine

la production de I’enzyme cellulase (Cappuccino et Sherman, 1992).

3.3 Mise en évidence de la production de la protéase

Pour déterminer la production d'enzymes protéases, une boucle de la suspension de cellules
bactériennes a été striée sur une plaque de gélose au lait (Annexe 1). Apres 48 h d'incubation a
28 °C, la zone claire autour de la culture bactérienne détermine la production de protéases
(Cappuccino et Sherman, 1992).

3.4 Production de la pectinase

Pour déterminer la production de pectinase, le milieu a été préparé en ajoutant 1 % de la pectine
dans un milieu de base (Annexe 1). Une suspension de culture bactérienne jeune prélevée par
une anse a été inoculée sur le milieu et incubée pendant 5 jours. La solution d'iode a été ajoutée
a la gélose a la pectine et I’observation de la zone d’halo claire sur le fond bleu foncé est

considérée comme résultat positif (Cappuccino et Sherman, 1992).

3.5 Production de la chitinase

L'activité de la chitinase a été testée par la méthode décrite par Kaur et al. (2012). Les colonies
bactériennes uniques ont été criblées sur un milieu sélectif utilisé par Kaur et al., 2012 (Annexe
1) et cultivées pendant deux jours a 30°C. La formation du halo autour des colonies est une

confirmation de la dégradation de la chitine.

3.6 Production de la lipase

Pour la production de lipase, les organismes lipolytiques ont été criblés par un test qualitatif

sur plaque utilisé par Thongpoon (2021). Les isolats ont été cultivés sur des plaques de base
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de gélose a la tributyrine et incubés a 36°C pendant deux jours. Une zone de clairance a été

observée en raison de I'nydrolyse de la tributyrine.

3.7 Tolérance a différentes températures

Les tests ont été réalisés sur des boites en milieu solide de I’Extrait de Levure Mannitol (YEM)
(Annexe 1) inoculées avec une pré-culture bactérienne puis incubées a 28 °C pendant 7 jours.
Pour tester la tolérance a différentes températures, les boites inoculées ont été incubées a 28,
35, 45 et 50 °C (Kaur et al. 2012).

3.8 Tolérance a différentes concentrations de NacCl

Pour examiner la tolérance au pH, le milieu solide YEM a été ajusté aux valeurs de 5, 7, 9 et
11 en utilisant une solution de NaOH (40%) et HCI (37.2%) (Haouas et al. 2021).

3.9 Tolérance au pH

Pour étudier la tolérance au NaCl, les milieux ont été préparés en utilisant des concentrations
de NaCl de 2, 4, 6, 8, 10 et 12 % (Haouas et al. 2021).

3.10 Test de polyéthylene glycol 6000 (PEG 6000)

Le stress hydrique a été vérifié a des concentrations de polyéthyléne glycol 6000 (PEG 6000)
de 5, 10, 15, 20 et 25% dans des tubes a essai de YEM liquide (Haouas et al. 2021).

4. ldentification moléculaire

4.1. Extraction de ’ADN

Les ADN totaux des isolats bactériens ont été extraits par la méthode du phénol-chloroforme a
partir d'une culture bactérienne a croissance exponentielle décrite par Haouas et al. (2021). Les
cellules ont été mises en suspension dans le tampon de lyse apres centrifugation a 13 000 rpm
pendant 5 minutes. La solution a ensuite été traitée avec 100 ml de NaCl 5 M avant d'étre
centrifugée & 13 000 tr/min pendant 10 minutes a 4 °C. Le surnageant de la solution a été ensuite
traité avec un volume égal de phénol-chloroforme : alcool isoamylique (25: 24 : 1, v/v). L'ADN
a été précipité dans I'éthanol absolu, lavé deux fois dans de I'éthanol a 70 %, séché et redissous
dans I'eau pure stérile. Un spectrophotometre NanoDropTM a été utilisé pour déterminer la
concentration et la pureté de I'ADN. L'ADN a été dilué a une concentration standard de 100 pl
et stocké a 20 °C pendant 24 h.
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4.2. Amplification de I'ARNr 16S

Les séquences presque complétes du géne de I'ARNr 16S des isolats ont été amplifiées a I'aide
de deux amorces universelles rD1/fD1 (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3)/(5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (Bouhnik et al. 2019). Dans un volume réactionnel de 25
pl, un mélange a été composé de 1 pl d'ADN extrait, 1 ml de chaque matrice a 10 uM, 9,5 pl
d'eau pure stérile et 12,5 pl de MytTag™Mix, 2x (BIOLINE) prét a I'emploi contenant I'enzyme
Tag polymérase, le tampon de réaction, le MgCl. et les INTPs . Le programme d’amplification
par PCR a été exécuté selon les étapes suivantes : une pré dénaturation a 95 °C pendant 1 min,
puis durant 30 cycles , une dénaturation a 95 °C pendant 15 secondes, une hybridation a 58 °C
pendant 15 secondes et une élongation & 72 °C pendant 10 secondes. A l'issue des cycles, une
extension finale a été effectuée a 72 °C pendant 1 min. Une électrophorése horizontale sur un
gel d'agarose a 1 % contenant 0,5 pug.mL™* de bromure d'éthidium dans un tampon TAE 1X a
été utilisée pour verifier I'amplification des fragments d’ADN. Le 1 Kb (HyperLadder,
BIOLINE TM) a été utilisé comme marqueur de poids moléculaire lors de chaque migration.

Un transilluminateur UV a été utilisé pour visualiser la migration des bandes.

4.3. Séquencage

Le systeme de purification de produits PCR Qiagen a été utilisé pour purifier les produits
d'amplification d'/ARNr 16S. Le séquencage a été réalise sur un séquenceur ABI 3130 XL

Applied Biosystems (Centre National de la Recherche Scientifique et Technique, Maroc).

4.4. Analyse bio-informatique

Dans un premier temps, les séquences nucléotidiques générées ont été comparées aux souches
de type bactérien fournies par la base de données GENBANK (disponible sur
www.ncbi.nim.nih.gov) du National Center for Biotechnology Information (NCBI) a I'aide du
logiciel BLASTN (Altschul et al. 1990). Ensuite, les séquences nucléotidiques ont été
manuellement alignées, vérifiées et corrigées a l'aide de Chromas 2 (version 2.6.5) et MEGA 7
(version 7.0.26). Enfin, une analyse phylogénétique a été réalisée a l'aide de la méthode de
jonction de voisins (Saitou et Nei 1987) et du modéle Kimura a 2 parameétres (Kimura 1980)
dans MEGA 7.0 avec 1000 réplicats bootstrap. Les numéros d'acces des séquences

nucléotidiques des bactéries utilisées dans cette étude sont presentés dans le tableau VII.
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4.5. Analyse statistique

Les expériences ont été réalisées en triple. Les données ont été analysées en utilisant 1’analyse
de variance (ANOVA), et la comparaison de toutes les paires de moyennes a été effectuée avec
le test posthoc Tukey HSD. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec SPSS version

25.

V. Attribut de la promotion de la croissance des plantes par les souches
sélectionnées
1. Fixation d’azote

La fixation du Nz a été déterminée par 1’observation de la croissance des souches bactériennes

dans le milieu solide de Burk (Annexe 1) sans N (Castellano Hinojosa et Bedmar 2017).

2. Solubilisation de phosphate

La solubilisation du P a été testée en utilisant le milieu gélosé de Pikovskaya (PVK)
(Annexe 1). Une boucle pleine de la culture bactérienne de bouillon de 24 h a été inoculée sur
la boite de culture Pikovsakya. Les boites ont été incubées a 28°C pendant 96 h, et ont été
observées pour la zone de dégagement autour de la colonie bactérienne, ce qui indiquait la
solubilisation du P. La zone de solubilisation a été déterminée en calculant I’indice de

solubilisation (IS) selon 1’équation suivante rapporté par Premono et al. (1996) :
Indice de solubilisation (IS)=(Dc—Dh)/Dc

Dc est le diamétre de la colonie ; Dh est le diamétre de la zone du halo.

3. Solubilisation de zinc

La solubilisation du Zn a été déterminée dans un milieu de gélose aux sels minéraux (Annexe
1) modifié avec 0,1% d'oxyde de zinc insoluble (ZnO). Une boucle pleine de la culture
bactérienne de bouillon de 24 h a été inoculée sur le milieu, incubée & 28 °C. La zone de
solubilisation ou zone claire autour des colonies a été mesurée 48 heures apres l'inoculation
(Venkatakrishnan et al. 2003).
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4. Solubilisation de potassium

Pour déterminer la solubilisation du K, les cultures ont été inoculées sur du milieu Aleksandrov
contenant du mica (Annexe 1) (Hu et al. 2006). Les boites ont été incubées a température

ambiante (30 £ 1°C) pendant 3 jours, ensuite, la zone de solubilisation a été mesurée.

5. Production de I’acide indole acétique (AIA)

Les bactéries ont été testées pour leur capacité a produire de I'AIA par la méthode de Sawar et
Kremer (1995). Chaque souche bactérienne a été inoculée en ajoutant 50 pL de suspension
cellulaire dans 5 mL du bouillon d'extrait de levure tryptone/peptone stérile (Annexe 1) dans
des tubes de culture de 15 mL qui sont incubés pendant 72 H a 28 °C dans I'obscurité. Par la
suite, 1,5 mL de ce bouillon a été centrifugé a 13 000 tours pendant 10 min. A 1 mL du
surnageant, 1 mL de réactif de Salkawaski a été ajouté (Annexe 1). Les tubes sont ensuite
incubés a 37°C dans Il'obscurité pour 1 H. La formation d'une couleur rouge dans le milieu

indique la production d'lAA par la bactérie.

6. Production des sidérophores

Les bactéries sélectionnées ont été testées pour la production de sidérophores sur du milieu
chrome azurol S (CAS) (Annexe 1). Ce milieu a été ensemencé par une des souches
bactériennes en utilisant la méthode spot puis incubé a 28 °C pendant 48h. La production de
sidérophores a été évaluée par l'apparition d'un halo jaune autour de la colonie (Louden et al.
2011).
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C. Résultats et discussion

I. Isolement et criblage des bactéries de la rhizosphére du cactus a

pouvoir insecticide vis-a-vis la cochenille Dactylopius opuntiae

L’observation des bactéries associées au rhizosphére du cactus montre qu’il existe une
biodiversité bactérienne intéressante qui peut jouer un réle trés important dans la résistance de

cette plante a différents stress (climatiques et/ou terreaux) ou elle se développe.

Ainsi, parmi les soixante-deux bactéries qui ont été isolées, cinq isolats, nommeés Bm1A,
Bm2B, Bm3C, Bm4D et BMES, ont éteé sélectionnés pour leur activité insecticide contre les
cochenilles.

Il. Confirmation du pouvoir insecticide vis-a-vis la cochenille

1. Pouvoir insecticide des isolats bactériens in vitro

1.1 Pouvoir insecticide des isolats bactériens vis-a-vis les femelles de la cochenille
Le taux de survie des larves de D. opuntiae exposées aux quatre isolats bactériens est présenté
dans la figure 5. De maniére générale, au fur et a mesure que la durée et la concentration de
chaque traitement augmentent, le taux de survie diminue.
Pour plus de détail, le traitement avec 1’isolat BMES a 10° CFU.mL™ et I’isolat Bm3C & 10°
CFU.mL™ a entrainé la mortalité la plus élevée chez les femelles de D. opuntiae. En fait, le taux
de survie a passé de 100% a 0% aprés 6 heures du traitement. A la méme concentration (10°
CFU.mL1), Iisolat Bm1A a mis jusqu'a 48 heures pour tuer toutes les femelles testées. L’isolat
Bm4D a tué 73% de la population féminine en 48 heures a une dose de 10° CFU.mL™.
Par ailleurs, pendant les 24 premieres heures qui suivent I'application des isolats bactériens, les
femelles deviennent lisses et les traces des filaments cireux disparaissent. De plus, lors de
I'application de I’isolat BMES, un petit gonflement a été remarqué. Néanmoins, apres 48 heures,
les corps des femelles ont rétréci et la couleur est devenue sombre au noir pour les insectes

morts. Tandis que I’isolat Bm2B n’a montré aucun effet insecticide vis-a-vis aux femelles.
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Figure 5 : Taux de survie des femelles adultes de D. opuntiae exposées a cing
concentrations des quatre isolats Bm1A, Bm3C, Bm4D et BMES8
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1.2 Pouvoir insecticide des isolats bactériens vis-a-vis aux larves des cochenilles

Le taux de survie des larves de D. opuntiae exposées aux quatre souches bactériennes est
présenté dans la figure 6. Les larves étaient plus sensibles aux traitements que les femelles
(figure 5). En effet, & 10° CFU.mL™? de I’isolat BMES étaient suffisants pour tuer toutes les
larves aprés 24 heures. A 108 CFU.mL™* I’isolat Bm3c a réduit le taux de survie a 3,3% en 48
heures et & 0% aprés 12 heures avec 102 CFU.mL™. L’isolat Bm1A a également été efficace,
marquant un taux de survie de 51% a 10° CFU.mL* et 0% a 10° CFU.mL™ en 48 heures. D'autre
part, le taux de mortalité le plus faible pour I’isolat Bm4D, 8,3%, est survenu apres 48 heures a
10° CFU.mL™

Il est a notifier qu’avant d'appliquer les quatre traitements, les larves de D. opuntiae étaient trés
mobiles et bougeaient leurs pattes. Cependant, lors de I'application des isolats, elles ont
commencé a trembler, en particulier lors de I'application des isolats BMES et Bm1A. Apres 12
heures, les larves ont rétréci et sont devenues sombres, et aucune mobilité n'a été observée.

Comme chez les femelles, I’isolat Bm2B n’a montré aucun effet insecticide vis-a-Vvis aux larves.
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Figure 6 : Taux de survie des larves de D. opuntiae exposées a cinq
concentrations des quatre isolats Bm1A, Bm3C, Bm4D et BMES.

2. Pouvoir insecticide des isolats bactériens in vivo

2.1 Pouvoir insecticide des isolats bactériens vis-a-vis les cochenilles femelles

Le traitement phytosanitaire a été réalisé pour tester 1’efficience des quatre isolats bactériens in
vivo a éliminer les femelles couvertes par la cire et aussi leur pouvoir de biodégradation de cette
cire protectrice a I’insecte. La figure 7 montre I'évolution du taux de survie des femelles apres
15 jours d'application de différents traitements. Le BMES a causé la mortalité la plus élevée a
10° CFU.mL?, ou le taux de survie a diminué & 40,82 %. Suivi par Bm1A diminuant les
survivants a 55% avec l'observation de la dégradation de la couverture cireuse. Alors que pour
Bm3C, malgré sa grande efficacité sur les femelles en conditions du laboratoire, 1’isolat a
montré, néanmoins, une faible efficacité en serre, chose qui peut probablement étre expliquée
par le fait que le revétement cireux des insectes a empéché la pénétration de 1’isolat chez les
femelles. En revanche, Bm4D a dégradé les filaments cireux apres quelques minutes de son
application, mais n’a abouti qu’a une réduction de la survie de la population féminine a un taux
de 70,8%.
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I11. Identification des isolats bactériens a pouvoir insecticide

1. Identification macroscopique et microscopique

Les résultats de I’étude morphologique macroscopique et microscopique des isolats sont
montrés dans le tableau IV. En fait, lorsqu'elle est cultivée sur gélose LB, la colonie de I’isolat
Bm1A est de morphologie circulaire, rugueuse, opaque, blanche floue avec des bords
déchiquetés et sous microscope, 1’isolat est sous forme de batonnet a Gram positif. En revanche,
Bm2B est un bacille & Gram négatif mésophile aérobie pigmenté en jaune non entérique. Quant
a Bm3C est une bactérie formée de bacille a Gram positif et présente une couleur blanche floue,
non mobile et forme des spores. Tandis que la bactérie Bm4D est un Gram positif, mobile et

produit des spores. Finalement, BMES8 est une bactérie aérobie a Gram positif formant des

spores.

Tableau IV : Propriétés macroscopigues et microscopiques des isolats bactériens
Propriétés BmlA Bm2B Bm3C Bm4D BMES
Gram Gram + Gram - Gram + Gram + Gram +
Forme Bacille Bacille Bacille Bacille Bacille
Couleur Blanche floue Jaune Blanche floue Blanche floue Blanche floue
Motilité Mobile Non-mobile Non-mobile Mobile Mobile
Sporulation Forme des Sans formation Forme des Forme des Forme des

endospores de spores spores spores spores

2. Tests biochimiques

2.1. Production de I’a-amylase, protéase, cellulase, pectinae, chitinase et lipase

L'a-amylase est une enzyme hydrolase qui catalyse I'hydrolyse des liaisons a-1, 4-glycosidiques
internes dans I'amidon pour donner des produits comme le glucose et le maltose. C'est une
métalloenzyme calcique, c'est-a-dire qu'elle dépend de la présence d'un co-facteur métallique
pour son activité (Sundarram et Murthy, 2014). D’aprés les résultats de la présente étude, il

s’est avéré que tous les isolats produisent I’a-amylase (tableau V et figure 8).

Les enzymes protéolytiques, également appelées protéases, sont les enzymes qui catalysent le

clivage hydrolytique de liaisons peptidiques spécifiques dans leurs protéines cibles. Ces
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enzymes sont largement distribuées. Les protéases microbiennes dominent le marche des
enzymes en raison de leurs diverses propriétés physicochimiques et catalytiques (de Oliveira et
al., 2016). Les isolats Bm1A, Bm2B et Bm3C produisent de la protéase fortement, alors

qu’aucune production n’est remarquée chez les isolats Bm4D et BMES (tableau V).

Les pectinases sont un groupe d'enzymes qui attaquent la pectine et la dépolymérise par
hydrolyse et trans-élimination ainsi que par des réactions de dés-estérification, qui hydrolysent
la liaison ester entre les groupes carboxyle et méthyle de la pectine (Ceci et Lozano, 1998).
L'identification et la manipulation des inhibiteurs de la pectinase et de la protéinase dans les
produits récoltés pourraient constituer un nouveau moyen efficace de lutter contre les maladies
post-récolte (Wilson et al., 1991). A I’exception de la souche Bm3C, tous les isolats produisent

de la pectinase (tableau V).

La cellulose est la biomasse la plus abondante sur terre. C'est le principal produit de la
photosynthése dans les environnements terrestres et aussi la bioressource renouvelable la plus
abondante qui est produite dans la biosphére. La cellulose est généralement dégradée par une
enzyme appelée cellulase. Cette enzyme est produite par plusieurs micro-organismes, dont les
bactéries et les champignons (Sethi et al., 2013). Dans notre cas, tous les isolats produisent

cette enzyme (tableau V, figure 8).

Lorsque les cellules végétales (hotes) sont soumises a un stress pathogene, les chitinases
végétales sont fortement exprimées et, par conséquent, les chitinases végétales jouent un role
essentiel contre les agents pathogénes fongiques. Les chitinases sont également impliquées dans
diverses réponses au stress abiotiqgue comme les blessures, la pression osmotique, le froid et le
stress des métaux lourds (Vaghela et al., 2022). Dans la présente étude, la chitinase est produite
par tous les isolats (tableau V).

Les lipases sont des enzymes qui peuvent hydrolyser la liaison ester de I'acide gras a longue
chaine qui est principalement un composant de I'huile. Les sources de lipase se trouvent
généralement dans la nature telles que les plantes, les animaux, les levures, les champignons et
les bactéries (Boonmahome et Mongkolthanaruk, 2013). Les résultats de notre travail montrent

que tous les isolats produisent la lipase a I’exception de 1’isolat Bm2B (tableau V).
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Tableau V: Production des enzymes hydrolytiques par les isolats sélectionnés.

Bml1A Bm2B Bm3C Bm4dD BMES
a-amylase + - - - +
Protéase + + + - -
Cellulase + + + + +
Pectinase + + - + +
Chitinase + + + + +
Lipase + - + + +

(-) Isolat sans activité enzymatique, ( +) Isolat avec activité enzymatique.
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Figure 8 : La production de 1I’a-amylase (A) et de cellulose (B) par les isolats
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2.2.Tests de tolérance a différentes températures, salinité, pH er stress

hydrique

A D’exception de I’isolat Bm2B, tous les isolats ont la capacité de se développer dans des
milieux salins entre 2 et 12%, et aussi a une température qui peut atteindre jusqu’a 50°C, et
surmonter un stress hydrique jusqu’a 25%. Alors que I’isolat Bm2B ne supporte pas une salinité
supérieure a 10%, et est également affectée par une température de 45°C et un stress hydrique
de 20%. Alors que les cing souches peuvent pousser dans la plage de pH comprise entre 3 et 11
(tableau V1).

Tableau VI: Tests de tolérance des isolats sélectionnés.

Caractéristiques BmlA Bm2B Bm3C Bm4D BmES
NaCl (2%0) + + + + +
NaCl (4%) + + + + +
NaCl (6%) + + + N N
NaCl (8%0) + + + + +
NaCl (10%o) + + + + +
NaCl (12%) + - + + +

T=28°C + + + + +
T=35°C + + + + +
T=45°C + + + + +
T=50°C + - + + +

pH 3 + + + + +

pH5 + + + + +

pH 7 + + + + +

pH9 + + + + +

pH 11 + + + + +

Stress hydrique (5%0) + + + + +
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Stress hydrique (10%0) + + + +

Stress hydrique (15%) + + + +
Stress hydrique (20%) + + + +
Stress hydrique (25%) + - + +

3. ldentification moléculaire

Les caractérisations macroscopiques et microscopiques, bien qu’elles constituent des étapes
fondamentales et préliminaires, elles restent sommaires et imprécises. Aussi et afin d’attribuer
des profils acceptables et fiables aux isolats sélectionnés, une identification moléculaire s’avére

indispensable et obligatoire.

Pour identifier les isolats Bm1A, Bm2B, Bm3C, BM4D et BmES, une extraction d’ADN
ainsi qu’une amplification par PCR du gene de I'ARN ribosomal 16S suivie d'un séquencgage
ont été effectués. L'analyse du gene de I'ARNr 16S a été généralement acceptée pour son

utilisation dans la classification bactérienne et la taxonomie avec précision (Kanso et al. 2011).

Sur la base d'une analyse PCR du gene de I'ARN 16S suivie d'un séquencage, l'isolat Bm1A a
été identifié comme Bacillus subtilis, Bm2B comme Sphingobium yanoikuyae, Bm3C comme
Priestia aryabhattai (anciennement Bacillus aryabhattai (Gupta et al. 2020)), Bm4D comme
Bacillus licheniformis et BME8 comme Bacillus halotolerans (tableau V1I). De plus, les genres
ont été confirmés en soumettant les séquences FASTA a GenBank sous les numéros d'accession
MZ712046, MZ712047, MZ712048, MZ712049 et MZ712057, respectivement. En effet,
I'analyse BLASTN a révélé que les sequences d'’ARNTr 16S étaient similaires a celles de diverses
espéces de Bacillus, sphyngomonas et Priestia, comme le montre les arbres phylogénétiques
des figures 9 et 10 et 11.
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Tableau VII : Pourcentage d'identité nucléotidique des isolats sélectionnés et des souches types les plus

apparentées.
Isolats I‘I?X%UNeﬂée Numero d'accés Souche ;%ﬁgﬁ?g?&g
Bm1A 1433 nt MZ712046 Bacillus subtilis 100
Bm2B 1371 nt MZ712047 Sphingobium yanoikuyae 99.85
Bm3C 1390 nt MZ712048 Priestia aryabhattai 100
Bm4D 1433 nt MZ712049 Bacillus licheniformis 100
BMES8 1433 nt MZ712057 Bacillus halotolerans 100

En fait, nous avons utilisé les séquences les plus similaires pour construire un arbre
phylogénétique en utilisant la méthode de voisinage. Sur la base de l'arbre phylogénétique, il
était évident que les bactéries isolées Bm1A, Bm4D et BmES8 sont des membres de la famille
Bacillaceae et appartiennent au genre Bacillus (figure 9). Quand a la souche BM3C est liée a
la famille Priestiaceae et précisément au genre Priestia aryabhattai (Figure 10). Finalement, la

souche Bm2B appartient a la famille des Sphyngomonas (figure 11).
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8 | Bacillus halotolerans BMES8 (MZ712057)

Bacillus halotolerans DSM 8802T (NR
5 | Bacillus moiavensis NBTRC 15718T (NR
Bacillus teauilensis 10b T(NR
A | Bacillus subtilis DSM 10 (NR
s [ ' Bacillus subtilis Bm1A (MZ712046)
" Bacillus vallismortis NBRC 101236T (NR
~ Bacillus nakamurai NRRL B-41091T ( NI%
9 Bacillus amvloliquefaciens BCRC T11601 (NR
Bacillus siamensis KCTC 1361T3 (NR
Bacillus atrovhaeus NBRC 15539 (NR
Bacillus swezeyi NRRL B-41294T (NR
> I Bacillus havnesii NRRL B-41327T (NR
Bacillus sonorensis NBRC 10%234T (NR
8 || Bacillus licheniformis DSM 13 (NR

9 | Bacillus aerius 24KT (NR
Bacillus licheniformis Bm4D (MZ.712049)

9 Bacillus aerovhilus 28KT ﬂ\%R

Bacillus altitudinis 41KF2b (NRT

Bacillus stratosphericus 41KF2aT (NR

Bacillus safensis NBRC 100820 (NR .
9 [ Bacillus australimaris MCCCT1A05787 (NR

Bacillus pumilus NBRC 12092 (NR

®" Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A08372T (NR

10

Lactobacillus acidophilus BCRC10695T (NR

0.02

Figure 9 : Arbre phylogénétique voisin basé sur les séquences de génes d'ARNr
16S des souches Bm1A, Bm3C et BMES et d'especes apparentées au sein du
genre Bacillus. L'analyse était basée sur 1390 nucléotides. Les barres d'échelle
représentent 0,02 substitution/site.
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Priestia aryabhattai Bm3C

6 I Priestia aryabhattai B8 w22' (NR

Priestia gingshengii Gl9T (NR

10 " Priestia megaterium ATCC 14581T (NR

Priestia flexus IFO 15715T (NR

10
Priestia paraflexus RC2T (NR

Priestia taiwanensis FIAT-1457 1T (NR

Priestia abyssalis SCSIO 15042T

Priestia koreensis BR030T (NR

T
Priestia endophyticus 2DT

10
Priestia filamentosa SGD—14T (NR

Lactobacillus acidophilus BCRCIO695T (NR
0.0

Figure 10 : Arbre phylogénétique voisin basé sur les séquences de génes d'’ARNr

16S de la souche Bm3C et des espéces apparentées du genre Priestia. L'analyse

était basée sur 1390 nucléotides. Les barres d'échelle représentent 0,02
substitution/site
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Bm2B

2 Sphlngoblum yanoikuyae NBRC 15102

— Sphingobium scionense WPOI (NR .
Sphingobium fontiphilum Chenl6-4 .
[ Sphingobium amiense strain NBRC 102518

_|j Sphingomonas bisphenolicum AOIT
— Sphingobium limneticum 301T (NR
Sphingobium pinisoli ASA28 (NR
_’7 Sphingobium chlorophenolicum ATCC 33790
8 Sphingobium indicum B90A (NR
—_ Sphingobium aromatlczvastans UCM- 25
Sphingobium vermicomposti VC- 230
7 Sphingobium quzsquzlzarum P25 (NR
Sphingobium mellinum WI4 (NR .
[ Sphingobium herbicidovorans MBIC 316T6
9 Sphingobium chungangianum MAH-11
10 Sphingobium tyrosinilyticum MAH-12"
10 Sphingobium xanthum NL9T (NR

Sphingobium fluviale CHR27 (NR

Sphingobium qiguonii X23 (NR

Sphingobium jiangsuense BA- 3 (NR
Sphingobium ummariense RL-3 (NR

_L Sphingobium vulgare HUl-GD12T (NR
5

5 Sphingobium cloacae S-3T (NR
7 Sphingobium baderi LL03T (NR
6 Sphingobium wenxiniae JZ 1 (NR
> Sphingobium faniae JZ- 2! (NR

Sphingomonas paucimobilis ATCC 29837

0.0

Figure 11 : Arbre phylogénétique voisin basé sur les séquences de genes d'ARNr
16S de la souche Bm2B et des espéces apparentées du genre Sphingomonas.
L'analyse était basée sur 1371 nucléotides. Les barres d'échelle représentent 0,01
substitution/site.
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IV. Attributs de promotion de la croissance des plantes
1. Fixation d’azote

L'azote (N) est un nutriment limitant dans la plupart des environnements, la principale
réserve d'azote dans la biosphére étant I'azote moléculaire N2 de I'atmosphere. Mais, l'azote
moléculaire ne peut pas étre directement assimilé par les plantes (Franche et al., 2009). Alors
que, une grande diversité d'especes bactériennes fixatrices d'azote a la capacité de coloniser la
rhizosphere et fonctionner en symbiose avec les plantes. Dans le cas de nos souches, Bm1A,
Bm3C, et BmES sont bien développées dans le milieu sans source d’azote, ce qui montre leur

pouvoir de fixation de 1’azote atmosphérique qui le cédent par la suite aux plantes.

2. Solubilisation de phosphate

Le phosphate (P) est un elément vital pour le développement et la croissance des plantes,
il représente environ 0,2 % du poids sec d'une plante (Alori et al., 2017). Il est le second
macronutriment requis pour la croissance des plantes aprés 1’azote, et représente un facteur
limitant ou sa carence limite le plus souvent le développement des cultures. Il est impliqué dans
la photosynthése, la formation des graines et de nombreuses autres fonctions végétales rendant
ainsi l'application d'engrais phosphatés necessaire en agriculture intensive (Das et al., 2003).
Cet ¢elément se trouve généralement sous forme insoluble pour les plantes. Néanmoins, de
nombreux micro-organismes du sol et de la rhizosphere ont la capacité de libérer du phosphate
a partir des phosphates minéraux peu solubles présents dans les sols. Ainsi, ces micro-
organismes sont importants pour fournir des phosphates du sol aux plantes (Yadav et Dadarwal,
1997).

Dans notre étude, les souches Bm3C et BmE8 représentaient les meilleures
performances en solubilisation du P avec un indice de solubilisation de 2.12 et 1.83
respectivement. Alors qu’aucune solubilisation significative de phosphate n’a ¢été remarquée

pour Bm1A et Bm2B et elle est presque absente pour la souche Bm4D (figure 12).
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Figure 12 : La solubilisation de phosphate en milieu PVK par les souches
bactériennes

3. Solubilisation de zinc et de potassium

Le potassium (K) est le troisieme macronutriment végétal le plus important apres l'azote et le
phosphore. 1l est absorbé par le sol principalement sous forme de K™ et il est nécessaire aux
plantes pour la croissance precoce, la production et la modification des protéines, le maintien
de I'efficacité de l'utilisation de I'eau, la persistance et la longévité (Sharma et al., 2016). Quant

au zinc (Zn) est l'un des micronutriments essentiels requis relativement en petites
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concentrations (5-100 mg kg ™) dans les tissus pour une croissance optimale des plantes. La
carence en zinc n'est pas trés courante, mais elle peut survenir dans les sols calcaires, les sols
cultivés de maniere intensive, les sols sodiques et salins, les sols & haut statut de phosphore et
de silicium assimilables et les sols sableux (Khanghahi et al., 2018). Selon les données
présentées dans le tableau V111, aucune des souches bactériennes ne solubilise le potassium (K),

alors que les souches BMES8 et Bm3C solubilisent le Zn (figure 13).

Figure 13 : Solubilisation du Zn par les souches BMES et Bm2B

Tableau VIII: Les attributs de la promotion de la croissance des plantes assurés par les souches

sélectionnées.

BmlA Bm2B Bm3C Bm4D BMES

Fixation d’N ++ + ++ + ++

Solubilisation du P + + ++ + ++

Solubilisation du K - - - - -

Solubilisation du Zn - + - - -+
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4. Production de ’AIA et sidérophores

Les phytohormones sont largement présentes dans la nature dont la plus active est I'acide indole-
3-acetique (AlA). En fait, I’AIA est responsable de la division, de I'expansion et de la
différenciation des cellules et des tissus végétaux. En plus, la promotion des processus de
formation du xyléme et des racines est la plus prononcée parmi les divers effets de cette
phytohormone (Tsavkelova et al., 2005). La souche Bm2B (B) produit I’AIA fortement, suivie
par Bm3C (C), Bm4D (D), BMES (G) et Bm1A (A) (figure 14 B).

Pour les sidérophores, a I’exception de Bm2B, toutes les souches sont entourées par un halo

jaune large, ce qui confirme leur production des sidérophores (figure 14 A).

Figure 14 : La production des sidérophores (A) et la production de 1’ATA (B).
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V. Discussion

Cette étude visait a déterminer I'effet insecticide des souches Bm1A, Bm2B, Bm3C, Bm4D et
BMES sur les femelles adultes et les larves de D. opuntiae et leur pouvoir de réduction de la
densité de la cire protectrice. Ainsi, parmi toutes les souches testées en laboratoire, Bacillus
halotolerans (BMES) est la plus efficace contre les larves et les femelles, suivie de Priestia
aryabhattai (Bm3C), puis de Bacillus subtilis (BmZ1A). En revanche, Bacillus licheniformis
(Bm4D) présentait une toxicité modérée pour les femelles adultes et les larves de D. opuntiae,
mais une activité importante dans la réduction de la densité des filaments cireux protecteurs.
Au contraire, la souche Bm2B (Sphingobium Yanoikuyae) n’a présenté aucune activité

insecticide contre les insectes.

Toutes ces souches sont des Gram+ et ont la capacité de se développer dans des milieux salins
entre 2 et 12%, et aussi a une température qui peut atteindre jusqu’a 50°C, et surmonter un
stress hydrique jusqu’a 25%. Seule Sphingobium yanoikuyae, une bactérie & Gram négatif, ne
supporte pas une salinité supérieure a 10%, et est également affectée par une température de
45°C et un stress hydrique de 20%.

En faisant la caractérisation des traits PGPR de ces bactéries, ce sont Bacillus subtilis, Priestia
aryabhattai, et Bacillus halotolerans qui ont démontré un pouvoir de fixation de 1’azote
atmosphérique et un pouvoir de solubilisation du P en milieu PVK (indice de solubilisation
entre 2,12 et 1,83). Ces résultats rejoignent ceux de I'étude réalisée par Hiremath, (2012)
suggérant que l'isolat de sol de la souche AS-4 de Bacillus subtilis a une capacité de fixation de
I'azote et peut tolérer une concentration élevée en sel. De plus, Zaidi et all. (2009) ont signalé
que B. subtilis est directement impliqué dans la solubilisation du P et présente une synergie
avec les champignons mycorhiziens arbusculaires. D’autre part, la souche Priestia aryabhattai
BPR-9 s'est révélé étre un puissant promoteur de croissance des cultures tolérant au stress
multiple apreés des tests in vitro approfondis sur les attributs favorisant la croissance des plantes,
et I'efficacité de la solubilisation des nutriments (phosphate; potassium; et zinc) (Shahid et al.,
2022). Au contraire, dans notre étude, la souche Priestia aryabhattai n’a pas solubilisé le
potassium. Elakhdar et al., (2020) ont demontré que Bacillus halotolerans avait la capacité de
fixer I'azote la capacité de solubiliser le phosphate. Alors que parmi ces trois, seule Bacillus
halotolerans a démontré un pouvoir de solubilisation de Zn et aucune des trois n’a présenté un
effet pour la solubilisation de K. Nos résultats sont similaires aux ceux trouvés par Fahsi et al.,

(2021), ou la souche Bacillus halotolerans a solubilisé le Zn. Enfin la capacité de synthese de
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I’acide indole acétique AIA a été démontrée aussi chez ces bactéries, avec une faible intensité
chez Bacillus subtilis et forte intensité chez Sphingobium yanoikuyae. L’ ATA est connu par son
role dans la stimulation et le développement racinaire et I’absorption des nutriments chez les
plantes. Aussi, nous avons démontré la capacité de ces souches a produire des sidérophores a
I’expection de Sphingobium yanoikuyae. Ces peptides jouent un rdle important dans la

mobilisation du fer pour la rendre disponible aux plantes.

Par ailleurs, la souche BMES8 (Bacillus halotolerans) a causé la mortalité la plus élevée chez
les femelles et les larves avec de faibles concentrations (100% de la mortalité a 10° CFU.mL™*
en 24 h) outre son potentiel de dégradation des filaments cireux protecteurs. Les enzymes
produites par cette souche ont joué un réle tres important dans la réduction des cochenilles et
la dégradation des filaments cireux. Lorsque la cuticule de I'insecte comprend une épaisse pro-
cuticule recouverte d'une fine épicuticule riche en lipides et en protéines (Binod et al., 2007).
En fait, cette souche produit de la lipase et de la protéase. 1l est bien connu que la fonction des
lipases est d'hydrolyser les liaisons ester des lipoprotéines, des lipides et des cires a l'intérieur
du tégument de l'insecte (Dar et al., 2017.). De méme, Etemadzadeh et Emtiazi (2021) ont
déterminé la présence de leucine (43,18%), de valine (9,46%), d'acide aspartique (6,53%) et
d'acide glutamique (9,82%) dans le lipopeptide purifié de la souche de Bacillus halotolerans
SCM 034. Fait intéressant, les formes 4-isopropyle et isobutyle obtenues a partir de la valine et
de la leucine ont une forte activité insecticide (Eto et al., 1978). De plus, Gul et al. (2020) ont
étudié les effets toxiques de I'acide aspartique sur l'aleurode Bemisia tabaci en augmentant le
niveau d'aspartate dans la culture de coton, ce qui s'est avéré prometteur pour contrdler
I'infestation d'aleurodes, les dommages post-infestation et améliorer la santé et le rendement
des plants de coton. D'autre part, de son potentiel de contréle des insectes, I'acide glutamique a

été utilisé pour améliorer l'activité insecticide de I'acide aminé—le tralopyril (Li et al., 2021).

De plus, le principal polysaccharide présent chez les insectes et de nombreux autres animaux
est la chitine (Merzendorfer et Zimoch, 2003). La chitine est un composant clé de la cuticule,
la couverture la plus externe d'un insecte qui agit comme un exosquelette et protege contre les
substances nocives (Muthukrishnan et al., 2012). A cet égard, l'utilisation de microorganismes
dégradant la chitine est une stratégie de biocontrdle trés importante, qui convertit la chitine en
composés pouvant servir de sources de carbone et d'azote (Driss et al., 2005). Les cing souches

bactériennes utilisées dans cette étude produisent de la chitinase.
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La souche Bm3C (Priestia aryabhattai) a egalement montré d'excellents résultats dans le
contr6le des femelles et des larves de cochenille en laboratoire, réduisant le taux de survie de
100% a 0% a 108 CFU.mL? en 12 h. Cependant, lorsqu'elle est appliquée aux femelles de
cochenille couvertes, seulement 12,5% sont mortes a 10° CFU.mL™, démontrant que la souche
Bm3C ne pouvait pas dégrader et décomposer les filaments cireux protecteurs. A cet égard,
cette souche est la seule qui n'a pas produit de pectinase et de protéase, ce qui pourrait étre la
raison de ne pas dégrader la cire protectrice. Antérieurement, Priestia aryabhattai, a été testée
contre les nématodes (Antil et al., 2021; Viljoen et coll., 2019; Zhao et coll., 2020). Cependant,
la présente étude est la premiére qui a mis en évidence I’effet insecticide de ladite souche. Il a
un bon effet insecticide sur les larves et les femelles de la cochenille, mais comme il ne peut
pas pénétrer ou détruire la cire de couverture, il peut contréler d'autres cochenilles. En revanche,
dans les tests de laboratoire, Bm4D a montré une toxicité modérée pour les femelles adultes et

les larves, avec une activité importante dans I'némolyse des filaments cireux.

D’un autre coté, 1'application de la souche Bm1A (Bacillus subtilis) a efficacement hémolysé
la cire protectrice. Méme avec son efficacité modérée dans les expériences du laboratoire ;
c'était le deuxiéme traitement le plus efficace en serre. De plus, le taux de survie de 55% a 10°
CFU.mL™ montre son pouvoir de dégradation de la cire protectrice hydrophobe des femelles.
L'efficacité de cette souche dans I'némolyse de la cire pourrait s'expliquer par sa capacité de
produire des enzymes de maniere éleveée, en particulier la chitinase, la lipase et la protéase. Les
mémes résultats ont été obtenus dans I’étude de Salunkhe et al., (2013), ou Bacillus subtilis
contrdlait Maconellicoccus hirsutus en hémolysant sa cire protectrice.

D'autre part, I'enzyme brute de Bacillus subtilis a été testée sur des femelles et des larves de la
cochenille par Idris et al. (2019), provoguant une grande mortalité a 35%, 65% et 100% et
dégradant la cire. Ces résultats sont liés a l'activité enzymatique de la chitinase et de la lipase
dans les souches de Bacillus subtilis (Idris et al., 2019). La toxicité de la chitinase est causée
par I'nydrolyse enzymatique de la chitine chez les insectes (Suganthi et al., 2017). Cependant,
I'efficacité de Bacillus subtilis dans la réduction de la teneur en cire des cochenilles peut étre
attribuée a sa capacité a produire de la lipase et de la chitinase, qui joueraient un réle dans la

nutrition de la bactérie (Tielen et al., 2010).

Le potentiel des microorganismes associés aux racines pour réguler les phytopathogénes est

bien établi en réponse aux attaques des phytopathogenes, les microorganismes de la rhizosphere
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ou des racines des plantes liberent des enzymes lytiques (Mishra et al., 2020). Les bactéries
utilisées dans cette étude ont été étudiées pour produire six enzymes qui jouent un réle
important dans la lutte biologique contre les ravageurs des plantes : I'amylase, la protéase, la
pectinase, la chitinase et la lipase. La protéase produite par Trichoderma et Pseudomonas
fluorescens a contribué au biocontréle des nématodes (Siddiqui et al., 2005; Suarez et coll.,
2004). Selon Suarez et al. (2004), la protéase détruit la couche de protéine de chitine dans les
ceufs des nématodes, ce qui a un impact sur le développement embryogéne normal de M.
incognita. Par ailleurs, I'activité pectinase a été observée dans toutes les souches a I'exception
de la Bm3C. Le fait que la souche Bm3C ne produise pas de pectinase pourrait expliquer sa
faible efficacité dans le traitement réalisé dans I'expérience en serre. Or, la pectinase joue un
role important dans la dégradation des filaments cireux produits par les cochenilles femelles.
D’un autre cOté, certes, les études sur I'effet de la pectinase, de la lipase et de la chitinase sur
les insectes sont rares, cependant, leurs activités sur des champignons phytopathogenes ont été
évaluées (Ben Khedher et al., 2021; Sadeghi et coll., 2017; Saraf et coll., 2008).

En ce qui concerne I'impact des bactéries de biocontréle sur I'expression métabolique de la
plante hote, peu de données sont disponibles aujourd'hui. Dans cette étude, I'application de ces
traitements bactériens a des concentrations élevées n'a probablement pas pu affecter
négativement I'héte. En fait, il a été démontré que les especes de bacilles, dérivées des racines
des plantes, ont des effets positifs sur les plantes, notamment en favorisant le développement
des plantes, en réduisant le stress biotique, en induisant une résistance systémique et en
favorisant la santé des plantes (Hashem et al., 2019). De plus, aucune étude n'a démontré
I'impact négatif de ces souches sur les plantes, ce qui encourage leur utilisation pour la
cicatrisation et la régénération de la plante a cété de leur application comme agents de

biocontrole.

VI. Reécapitulation

La présente étude démontre que la réduction des filaments cireux des cochenilles est I'outil le
plus important pour les contréler. A cet égard, I'utilisation de souches bactériennes ayant le
potentiel de degrader les filaments cireux et de détruire les insectes dans une formulation de
consortium pourrait étre une bonne alternative pour lutter contre les insectes cochenilles. Ainsi,
ces souches, en plus de leur effet biopesticide, ont démontré des effets prometteurs de
croissance des plantes et une grande capacité a surmonter les conditions de stress abiotiques a

I’exception de Sphingobium yanoikuyae (Gram-) qui a prouvé moins de résistance.
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Chapitre 111 : Activitée antifongique
des souches bactériennes isolées des
racines du cactus «Opuntia ficus
Indica» vis-a-vis Fusarium oxysporum
f. sp albedinis, Alternaria solani et
Verticillium dahliae
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A. Introduction

Les maladies des plantes causées par des champignons phytopathogenes menacent
perpétuellement la durabilité de la production végétale mondiale (Mullins et Kang, 2001). Ils
sont la cause principale dans la détérioration des fruits et Iégumes, en raison de leur
pathogénicite (Moss, 2008). En effet, au cours des différentes étapes de la pathogenese, certains
de ces champignons peuvent générer différentes mycotoxines, des métabolites secondaires
toxiques pour les humains et les animaux qui consomment ces produits (Saleh et Al-Thani,
2019).

Parmi les champignons les plus propagées et dont certains peuvent attaquer le figuier de

barbarie, figurent Fusarium oxysporum et Alternaria solani.

Fusarium oxysporum est l'agent causal de la fusariose qui s'est avérée étre la maladie la plus
destructrice affectant un large éventail de plantes comprenant des mauvaises herbes et des
plantes et cultures domestiquées commercialement ainsi que le figuier de barbarie. La maladie
entraine des symptomes variés. Chez le figuier de barbarie par exemple, les plantes infectées
peuvent présenter des symptémes tels qu'un retard de croissance et un flétrissement si la
pourriture des racines devient grave (Pettinari, 1951). En plus du manque de vigueur et du
flétrissement de la plante, cette maladie présente autres symptdmes tels que le flétrissement
pendant la journée, et une chlorose foliaire tandis que les symptdmes internes des tissus
vasculaires affectés démontrent une couleur brunétre ou noire (Bishop et Cooper, 1983).

Alternaria solani, est I'une des maladies foliaires courantes. Cette maladie peut survenir dans
un large éventail des conditions climatiques, mais elle est plus grave dans les zones a forte
humidité relative causée par une forte rosée ou des précipitations combinées a des températures
moyennes élevées (Fritz et al., 2006). Sur les cladodes ou les fruits, les premiers signes sont des
taches chlorotiques rondes qui finissent par devenir sombres et nécrotiques (Granata et Sidoti,
2002).

Par ailleurs, Verticillium dahliae, est un important pathogene fongique transmis par le sol dans
les climats chauds (Nachmias et al., 1988). Il est responsable de la verticilliose notamment chez
I’olivier (Barguigua et al.,2021). L'agent pathogéne survit dans le sol sous forme de
microsclérotes qui, apres leur germination, pénétrent par les racines et colonisent le systeme

vasculaire de la plante qui subira un retard de croissance et la mort précoce des plantes (Perry
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et Evert, 1984). La verticilliose provoque une réduction du rendement de 30 a 50% chez les

plantes sensibles et de 5 & 10% chez les plantes tolérantes (Isaac et Harrison, 1968).

D’un autre coté, le controle des maladies des plantes est le plus efficace lorsque toutes les
informations disponibles concernant la culture, [’agent pathogéne, les conditions

environnementales, les mesures de contréle et leurs colts sont prises en compte.

Dans ce sens, il existe différentes méthodes pour le traitement de ces maladies, et la méthode
la plus répandue dans le monde, et encore au pays en developpement sont les fongicides
chimiques. Alors que, l'utilisation aveugle de ces produits a généré beaucoup d’effets néfastes
sur I'environnement, perturbant I'équilibre écologique des sols et rendant les plantes encore plus
résistantes aux ravageurs et aux agents pathogenes (Mahmood et al., 2016). De ce fait, la
préoccupation accrue du public a I'égard des questions environnementales suscite une gestion
alternative des maladies basée sur des pratiques culturelles et sur 1’utilisation des composés
naturels. Compte tenu de ce besoin de développer des méthodes de contrble appropriées contre
les maladies cryptogamiques, nous avons évalué la capacité des bactéries isolées des racines du

figuier de barbarie a contréler le développement de ces trois champignons pathogenes.

B. Matériel et méthodes

I. Effet antifongique des souches bactériennes isolées des racines du
cactus

1. Souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées pour ce test sont les mémes qui ont montré un effet

antagoniste positif contre les cochenilles citées dans les précédents chapitres.

2. Souches fongiques
Les champignons employés ( Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, Alternaria solani et
Verticillium dahliae) au cours ce travail ont été fournis aimablement par le Laboratoire De

Biotechnologie et Prestations de Service, Meknes (LBPS).
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3. Etude de ’antagonisme bactérie-champignon in vitro

L'effet inhibiteur des souches bactériennes Bm1A, Bm2B, Bm3, Bm3C et BMES8 sur la
croissance de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (FOA), Alternaria solani et Verticillium
dahliae a été évalué par la méthode de double culture (Kunova et al., 2016). Un disque de
mycélium de 5 mm coupé a partir de chaque culture de FOA, Alternaria solani et Verticillium
dahliae &gée de 5 jours, a été placé au centre de la boite de Pétri et cultivé pendant 3 jours a
l'avance. Par la suite, les souches Bm1A, Bm2B, Bm3, Bm3C et BMES8 de la culture agée de
2 jours, a été striée a environ 2,5 cm du disque au centre des plaques. L'eau distillée a été utilisée
comme contrble négatif. Les boites sont incubées & 28°C pendant 4 jours. Le pourcentage
d'inhibition de la croissance mycélienne a été calculé selon 1’étude menée par Sharma et al.
(2019).

En fait, le pourcentage d'inhibition a été calculé par rapport au témoin en utilisant I'équation
suivante (EI Hassni et al. 2007).

Inhibition (%) = [(Co — C¢)/C,]*100

Co est le diamétre de la colonie dans le témoin ; Ctest le diamétre de la colonie dans le

traitement.

Il. Extraction des principes actifs des souches bactériennes isolées de la

rhizosphére du cactus

Les substances bioactives ont été extraites par 1I’acétate d'éthyle comme il a été décrit par (Zahir
et al., 2014) avec des modifications minimes. Ainsi, un inoculum de chaque souche bactérienne
a été cultivé auparavant sous agitation rotative a 200 tr / min a 37°C pendant 48 h dans un
Erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml de bouillon LB. Apres incubation, les cultures
bactériennes ont été centrifugées pendant 10 min a 6000 tr / min a 4°C. Ensuite, le surnageant
a été récupeéré, stérilisé par filtration et ajouté a 100 ml d'acétate d'éthyle. Aprés deux heures
d'agitation a la température ambiante, le mélange a été déplacé a une ampoule de décantation
pendant 2 heures afin de séparer la phase liquide de la phase organique qui contient les
substances bioactives. Ensuite, I'extrait organique obtenu est évaporé sous vide a 37°C. Le

résidu sec est repris dans 1 ml de I’eau distillée.

66



I11. Effet antifongique des extraits des souches bactériennes isolées de la

rhizosphére du cactus

Un disque de 4 mm (papier Wattman) imprégné de 20 ul de chaque extrait de substances
bioactives a été transfére dans une boite de Pétri stérile contenant du milieu PDA et étalé avec
les champignons cibles pour s’assurer de la réussite de I’extraction. L'activité antifongique a
été évaluée apres incubation a 37°C pendant 48h. L’eau distillée a été utilisee comme témoin

négatif.

C. Résultats

I. Effet antifongique des souches bactériennes isolées de la rhizosphere

du cactus

Afin de Vérifier le potentiel antagoniste des souches Bm1A, Bm2B, Bm3C, Bm4D et BMES
sur les agents pathogenes, les bactéries ont été cultivées en double culture avec des agents
pathogénes fongiques des plantes. Les résultats sont présentés dans le tableau IX. Toutes les
souches bacteriennes ont pu inhiber la croissance des pathogenes fongiques significativement,

sauf pour Verticillium dahliae, I'inhibition était moins sévére.

Tableau IX: Pourcentages d'inhibition des champignons phytopathogenes par les souches étudiées.

Halo d’inhibition (%)

Fusarium oxysporum  Alternaria solani  verticillium dahliae

albedinis
Bm1A 75,0+1 81,86 +0,84 -
Bm2B 80,66 +0,57 76,47 £1,47 47,48 £0,42
Bm3C 58,0 +1,64 84,31 +0,69 23,90 +2,17
Bm4D 70,66 +2,08 74,01 £0,25 34,77 £0.17
BmES 76.66 £0.57 77,45 +0.84 26,08 £1,76
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1. Effet inhibiteur des souches contre Fusarium oxysporum albedinis (FOA)

Les cing souches présentent une bonne inhibition de la croissance mycélienne des FOA (Figure
15).

Control

Figure 15: Effet inhibiteur des souches étudiées contre Fusarium oxysporum
albedinis.

2. Effet inhibiteur des souches contre Alternaria solani

L'inhibition de la croissance des mycéliums fongiques et de la germination des spores est un
mécanisme conventionnel des agents de lutte biologique pour le contréle des maladies (Zhang
et al., 2020). Ainsi, dans la présente investigation, I’effet inhibiteur des souches Bm1A, Bm2B,
Bm3C, Bm4D et BMES sur la croissance des mycéliums et la germination des conidies a été

mis en évidence (figure 16).
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Figure 16 : Effet inhibiteur des souches étudiées contre Alternaria solani.

3. Effet inhibiteur des souches contre Verticillium dahliae

L'efficacité des cing antagonistes bactériens a été testée contre le pathogéne Verticillium
dahliae. La capacité de ces bactéries a inhiber la croissance de Verticillium dahliae a été

démontrée par les essais réalisés in vitro (figure 17).
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Control

Figure 17 : Effet inhibiteur des souches étudiées contre Verticillium dahliae.

Il. Effet antifongique des extraits des souches bactériennes isolées de la
rhizosphére du cactus
Les résultats de cette étude ont montré que tous les extraits des souches bactériennes isolées des
racines du cactus ont montré une activité inhibitrice contre les 3 champignons étudiés (tableau

X). Ceci montre que les souches agissent par des métabolites qui sont libérés dans le milieu

extérieur.
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Tableau X : Activité inhibitrice des extraits des souches étudiées contre les champignons

phytopathogenes.
Inhibition
Fusarium oxysporum _ _ Verticillium
Albedinis Alternaria solani dahliae
Bml1A + + +
Bm2B + + +
Bm3C + + +
Bm4D + + +
BmES8 + + +

(+) présence d’inhibition

I11. Discussion

La pression des agents pathogénes est une cause majeure de perte de rendement dans les
systemes agricoles et un facteur important affectant la structure et la productivité des
communautés végétales naturelles. Cependant, les bactéries antagonistes des agents pathogénes
des plantes sont connues pour réduire I'infection des plantes. Ces bactéries ont été largement
étudiées dans les systemes agricoles ou elles contribuent de maniére significative a la

suppression des agents phytopathogenes (Latz et al., 2012).

Dans ce travail, on a testé cing souches bactériennes isolées des racines du cactus contre trois

champignons phytopathogenes du cactus et d’autres cultures.

Pour Fusarium oxysporum, toutes les souches ont montré une bonne inhibition de la croissance
mycélienne. Les souches Bm2B et BMES identifié comme Sphingobium yanoikuyae et Bacillus
halotolerans ont montré le meilleur résultat avec une inhibition de 80,66% et 76,66%
respectivement, suivi par Bacillus subtilis 75% et par Bacillus licheniformis 70,66 %. Ceci peut
étre 1i¢ probablement aux sécrétions bactériennes d’antibiotiques ou des enzymes
hydrolytiques, et/ou a la compétition pour les ressources nutritives avec ce champignon
phytopathogéne. L’ensemble de ces mécanismes agissant en synergie a été rapporté la cause de

suppression des champignons phytopathogénes par Bacillus spp. En fait, de nombreuses
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familles de PGPR, notamment Bacillus sp., qui produit une grande variété de sidérophores, et
les utilisaient comme moyen d’inhibition ou compétition (Nabti et al., 2013). Certaines
bactéries produisent des chitinases, des 1,3-glucanases et des cellulases en plus des
sidérophores. Dans le chapitre 11 de ce travail, la souche Bm2B ou Sphingobium yanoikuyae a
été prouvée pour sa production de I’AIA et la cellulase, alors que la souche BMES a été
démontré une grande production des sidérophoes et de la cellulase. Calvo et al., (2010) ont
démontré que la cellulase est impliquée dans I'abolition de la croissance de Phytophthora
cactorum en éliminant les oospores du mycélium. Liu et al., (2018) a identifi¢ aussi d’autres
composés isolés de Bacillus subtilis ayant de forts effets antifongiques, la 6-méthyl-2-
heptanone, de I'acétophénone, du 2-pentylfurane, de la 2,5-diméthyl pyrazine et du
benzothiazole. La 6-méthyl-2-heptanone produite par B. subtilis a complétement inhibé la
croissance mycélienne de F. oxysporum f. sp. Lactucae. Le benzothiazole produit par les
especes de bacilles peut aussi inhiber la croissance de F. oxysporum (Raza et al., 2015). Une
souche de Bacillus halotolerans MS 50-18A a été testé pour son effet antifongique par
Sagredo-Beltran et al., (2018). Cette souche contient le gene bacA qui code pour une enzyme
impliquée dans la biosynthése de la bacilysine. Ce dernier est un dipeptide qui inhibe la
glucosamine synthase qui provoque la lyse des cellules fongiques, cela pourrait expliquer la
capacité de cette bactérie a inhiber les phytopathogénes fongiques (Sagredo-Beltran et al.,
2018). Kefi et al., (2015) a démontré que BT5 (B. halotolerans) produit la fengycine et la
surfactine. Cependant, I'activité antifongique est principalement liée aux fengycines qui sont
capables de créer des pores qui affectent considérablement la perméabilité de la membrane
cellulaire (Deleu et al., 2005).

Le résultat a montré que le taux d'inhibition de la croissance d'A. solani par ces souches était
de 84,31% a 74,01 % par rapport au témoin aprés 6 jours, suggérant que la souche Bm1A
(Bacillus subtilis) et la souche Bm3C (Priestia aryabhattai) présentaient une forte activité
inhibitrice sur la croissance des mycéliums fongiques d'A. solani. Latha et al., (2009) ont testé
Bacillus subtilis pour l'inhibition de la croissance mycélienne d'Alternaria solani. Le résultat
était la libération des substances antibiotiques comme le 2,4, le diacétylphloroglucinol,
I'oligomycine, la phénazine, la pyolutéorine, la pyrrolnitrine, la pyocyanine, liturine, la

bacillomycine, la zwittermycine A et la surfactine.

De nombreuses autres études ont montré que les espéces de bacilles présentaient une forte

activité antimicrobienne contre les champignons appartenant au genre Alternaria (Tozlu et al.,
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2018). Les souches d’A. alternata qui ont été inoculées avec B. subtilis et B. aryabhattai. Par
conséquent, une croissance mycélienne significativement moindre pendant la période
d'incubation in vitro a été démontrée. Cette constatation concorde avec les rapports d'Abbo et
al. (2014) qui ont indiqué la capacité de ces bactéries a inhiber la croissance mycélienne in vitro
de nombreux champignons pathogénes des plantes. Récemment, Zhang et al., (2020) ont testé
I’effet antifongique des substances volatiles produites par la souche Bacillus subtilis ZD01
contre Alternaria solani dans la pomme de terre. Les benzénes et les cétones sont les substances
volatiles les plus abondantes produites par la souche ZDO01. L'aniline et I'acétophénone, qui
appartenaient a des composés benzéniques, pouvaient inhiber completement la croissance d'A.
solani & certaines concentrations. Leur présence aboutit & un rendement élevé, ainsi il est donc
probable qu'il s'agit des principales substances volatiles qui jouent un réle clé pendant le

processus antifongique.

Concernant Verticillium dahliae, il a été mis en évidence qu’a I’exception de la souche Bm1A,
les quatre bactéries ont démontré une activité inhibitrice sur la croissance du pathogene.
Néanmoins, ce résultat ne corrobore pas autres études précédentes ou d’autres souches de
Bacillus subtilis ont été démontré capables d’éliminer Verticillium dahliae comme rapporté par
(Berg et Ballin, 1994). Au contraire la souche Bm2B identifiée comme Sphingobium
yanoikuyae, a pu réduire le développement du champignon a 47,48%. En fait, dans des études
réalisés par Zhu et al., (2007), la production de chitinase et de chitosanase par Sphingomonas
sp a été détectée. Ces deux enzymes de Sphingomonas sp sont assez stables et actifs et dégradent
efficacement la chitine. En fait, la chitosanase qui pourrait dégrader le chitosane dans un mode
spécifique a été utilisée dans la délivrance de genes médiée par le chitosane, elle améliore
I'expression des genes par dégradation endocellulaire (Liang et al., 2006). Plusieurs recherches
ont rapporté que l'activité antifongique in vitro de la chitosanase peut étre utilisée pour
ameliorer la résistance des plantes contre différents champignons phytopathogenes (Gao et al.,
2008; Kouzai et al., 2012). Tandis qu’une autre chitosanase issue de Bacillus cereus D11 était

capable d’inhiber la croissance des hyphes de Rhizoctonia solani (Gao et al., 2008).

Alors que I’effet d’inhibition de toutes les bactéries évaluées était reduit envers Verticillium
dahliae en comparaison a leur effet sur les autres champignons phytopathogenes testés. Ceci
peut étre expliqué par I’effet de biorésistance que démontrent certains champignons. En fait,
Kouzai et coll. (2012) ont rapporté le mécanisme moléculaire de cette biorésistance.
Incontestablement, les champignons phytopathogenes modifient leurs composants de la paroi

cellulaire au cours du processus d'infection pour éviter la degradation par les enzymes lytiques
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de I'hdte. La conversion de la chitine de la paroi cellulaire en chitosane est susceptible d'étre
I'une des stratégies d'infection des agents pathogénes. Ainsi, l'introduction de Il'activité de
dégradation du chitosane dans les plantes devrait améliorer la résistance aux maladies fongiques
(Thadathil et Velappan, 2014). Selon ces études, le géne Chol, de Bacillus circulans MH-K1 a
exhibé une activité antifongique contre le champignon de I'explosion du riz Magnaporthe
oryzae. L'introduction de ce géne a conféré une activité de chitosanase aux cellules de riz. Les
plants de riz transgéniques exprimant Chol destiné a étre localisé dans I'apoplaste ont montré
une résistance accrue a Magnaporthe oryzae. Ainsi, nous prévoyons de mener des études pour

vérifier I’activité antifongique intéressante de la chitosanase.

D. Récapitulation

Les résultats de cette étude, montrent bien 1’efficacité des souches Bacillus subtilis Bm1A,
Sphingobium yanoikuyae Bm2B, Priestia aryabhattai Bm3C, Bacillus licheniformis Bm4D et
Bacillus halotolerans BMES pour I’inhibition des champignons pathogénes. Cette inhibition
peut s'expliquer par la capacité de ces souches a produire des enzymes hydrolytiques dégradant
la paroi cellulaire comme la lipase, la chitinae et la protéase. Les lipopeptides, y compris la
surfactine, Il'iturine et la fengycine, ont été décrits dans plusieurs études comme une classe
majeure d’antimicrobiens peptidiques bacillaires, qui ont un grand potentiel pour les

applications biotechnologiques et biopharmaceutiques.
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Conclusion géneérale et perspectives
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Sous D’action combinée des maladies causées par des phytopathogenes, des attaques des
ravageurs et de la concurrence des adventices, on estime que pres de 50% de la production
agricole mondiale est perdue avant ou apres la récolte. Par ailleurs, dans tous les systemes de
culture ot I'emploi des pesticides a été généralisé, la manifestation des dégats a été constaté due
a des ravageurs dont I'action n'avait pas été jusqu'alors mise en évidence. Aussi, avec le temps,
méme si certains pesticides ont démontré leur efficacités, on s'est apercu, dans de nombreux
cas, que pour obtenir un méme résultat, il fallait augmenter chaque année la dose du produit

utilisé jusqu’au jour ou le ravageur devenait totalement insensible a ce pesticide.

Prenant aussi en considération les énormes risques que présentent ces produits pour
I'environnement et la santé humaine, en particulier les insecticides et les fongicides, leur

utilisation courante dans l'agriculture est également remise en question.

Alors que jusqu’a actuellement, pour lutter contre la cochenille du figuier de barbarie et des
maladies cryptogamiques, les insecticides a coté des fongicides chimiques sont toujours les
principales méthodes utilisées, en absence des recherches développées et des stratégies

alternatives confirmées comme la lutte biologique.

Longtemps méconnus ou mal aimés, les micro-organismes en agriculture bénéficient
aujourd’hui d’un regain d’intérét. Ils accompagnent les plantes depuis leurs origines et sont
maintenant reconnus comme partenaires d’intérét agronomique. On les retrouve aussi bien dans
la rhizosphere (zone proche des racines) que dans la phyllosphére (parties situées au-dessus du

niveau du sol).

Certains micro-organismes possédent des propriétés agronomiques réellement intéressantes
pour leur plante-hote. Les technologies actuelles nous permettent d’étudier ces mécanismes,
sélectionner les micro-organismes d’intérét agronomique, de les analyser et les formuler afin

d’inoculer les cultures.

Ainsi, l'adoption des bactéries bénéfiques comme agents de lutte biologique offre des
possibilités prometteuses pour une agronomie respectueuse de I'environnement. En plus d'étre
un bon compromis pour la sélection variétale dans la lutte contre les maladies, cette méthode
se justifie par la nature omniprésente de ces micro-organismes a large spectre d'hote. Par

ailleurs, cela permet également d'utiliser moins d'agents phytosanitaires et fertilisants.
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C’est dans ce contexte que 1’objectif de cette these s’est inscrit qui vise a explorer le potentiel
des souches bactériennes, isolées de la rhizosphére du cactus et a contréler le grand ravageur
du figuier de barbarie, Dactylopius opuntiae. Aussi, nous avons envisagé a déterminer
performances de ces bactéries et a confirmer leurs intéréts agronomiques. Ainsi nous avons
examiné leur capacité a surmonter des conditions de stress abiotiques, leurs traits PGPR et leurs
effets inhibiteurs contre quatre champignons phytopathogenes les plus connus dans

I'agriculture.

Ainsi, parmi 62 souches bactériennes isolées, nous avons validé une grande performance de
cing isolats de lutter contre les cochenilles. Selon, une identification moléculaire a l'aide de
I'ARNr 16S, ces souches sont Bacillus subtilis (Bm1A), Sphingobium yanoikuyae (Bm2B),
Priestia aryabhattai (Bm3C), Bacillus licheniformis (Bm4D), et Bacillus halotolerans
(BMES).

En premier lieu, nous avons examiné la capacité de ces souches a tolérer le stress salin, hydrique
et climatiques, en tant qu'indicateurs de performance les plus requis dans des conditions arides
et le défi auquel notre pays et le monde en général ont été confrontés ces dernieres années.
Toutes ces souches sont des Gram+ et supportent des conditions de stress jusqu’a 12% de sels,
une température qui peut aller a plus de T° > 50°C, surmontent un stress hydrique jusqu’a 25%,
a I’exception de la souche Bm2B identifiee comme Sphingobium yanoikuyae, une bactérie a

Gram négatif, qui était sensible a certains niveaux de stress abiotique.

Ainsi, nous avons testé I’efficacité des 4 souches les plus puissantes sur le bio-controle de la
cochenille in vivo et in vitro. Les résultats soutirés démontrent que les indicateurs de
performance de cette lutte varient en fonction de la souche bactérienne impliquée, du stade de
vie de I’insecte et a I”état larvaire ou adulte. Aussi les activités observées in vivo étaient plus ou
moins variables par rapport a ceux obtenus in vitro. Ce constat est 1ié encore a I’effet de chacune

des souches sur la biodégradation ou I’hémolyse de la cire protectrice de I’insecte.

Les tests ont démontré que la souche Bacillus halotolerans (BMES8) conduit a la létalité des
femelles adultes et des larves de 100 % a faible concentration 10° CFU.mL™ en 24 h, en plus
de son potentiel de degradation des filaments cireux protecteurs. Aussi, cette souche a confére
le taux de mortalité de cochenille le plus élevée en serre (a2 5 mg/ml). Alors que, la souche
Priestia aryabhattai (Bm3C) était la plus rapide en laboratoire, aboutissant a la létalité de 100

% a 10’ CFU.mL™ dans un temps trés court 12 h. En revanche, Bacillus licheniformis (Bm4D)
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a montré une toxicité modéree pour les femelles adultes et les larves en laboratoire, mais une
activité importante dans I'némolyse de la cire dans quelques minutes en serre. Alors que,
I'application de la souche Bacillus subtilis (Bm1A) a aussi efficacement hémolysé la cire de
couverture de I’insecte. En fait, malgré son efficacit¢ modérée dans les expériences en
laboratoire, elle était le second traitement le plus efficace en serre avec un taux de survie de
55% a 10° CFU.mL™, démontrant ainsi son pouvoir de dégradation de la cire hydrophobe
protectrice des femelles de cochenille.

Par ailleurs, afin de confirmer cet effet biopesticide, nous avons vérifié le potentiel antagoniste
de ces souches contre trois champignons phytopathogénes les plus courants en agriculture.
Ainsi, les isolats ont été cultives en double culture avec des agents pathogénes fongiques des
plantes. Ces champignons phytopathogénes sont Fusarium oxysporum, Alternaria solani, et
Vertcillium dahliae. Les expérimentations réalisées démontrent que toutes les souches
bactériennes, ont pu inhiber significativement la croissance des pathogenes fongiques, sauf pour
Verticillium dahliae, en moins de 6 jours, avec un pourcentage d’inhibition allant de 70 a 87,57
%. Tandis que I’inhibition de Verticillium dahliae, était moins sévére avec un pourcentage
allant de 23,90 a 47,48 % en fonction de la souche bactérienne utilisée. En fait, 1’effet
d’inhibition peut s’expliquer par plusieurs mécanismes liés soit aux sécrétions bactériennes
d’antifongiques ou des enzymes hydrolytiques, et/ou a la compétition pour les ressources
nutritives avec ces champignons phytopathogenes. Nabti et al., (2013) ont rapporté que de
nombreuses familles de PGPR, notamment Bacillus sp., produisent une grande variété de
sidérophores, et les utilisent comme moyen d’inhibition ou compétition. Effectivement, nous
avons démontré la capacité de nos 4 souches a produire des sidérophores. Ce sont des peptides
qui jouent aussi un réle important dans la mobilisation du fer pour le rendre disponible aux
plantes. Par ailleurs, Calvo et al., (2010) ont démontré 1’effet de la cellulase dans I'abolition de
la croissance de Phytophthora cactorum en éliminant les oospores du mycélium. En fait, la
dégradation des parois cellulaires fongiques avec la production d'enzymes hydrolytiques
d'isolats bactériens est I'un des meécanismes les plus importants pour le biocontrble des
champignons pathogénes (Elshafie et al. 2012). Dans le chapitre 11, nous avons démontré la
production des enzymes hydrolytiques surtout la cellulase par les 4 souches et principalement
par les deux souches Bacillus subtilis (Bm1A) et Bacillus licheniformis (Bm4D). La cellulase
est une enzyme capable de défaire les composants de la paroi cellulaire fongique entrainant
ainsi la lyse cellulaire (EI-Hamshary et al., 2008). Torres et al., (2016) rapportent que les

bactéries utilisent cette enzyme dans les phénomeénes de compétition pour les nutriments.
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Par ailleurs, selon plusieurs recherches, 1’activité antifongique et insecticide des bactéries est
liée genéralement a la production des lipopeptides, notamment la surfactine, l'iturine, la
bacillomycine, la fengycine, la lichenysine et d'autres composés (Ghribi et al., 2012; Mounia et
al. 2014). Ongena et al. (2005), suggérent que les lipopeptides sont responsables de la majeure
partie de l'activité antifongique développée in vitro par Bacillus subtilis envers de multiples

agents pathogénes des plantes.

En fait, les analyses de I’HPLC réalisées par Favaro et al. (2016) sur les substances bioactives
sécrétés par la souche Bacillus licheniformis ont détecté la présence d'isomeres linéaires de
lichénysines et de surfactines. Wu et al., (2021) ont aussi remarqué que la souche de Bacillus
halotolerans KKD1 contenait de la surfactine et de la fengycine. Tsalgatidou et al. (2022) a
également indiqué que la souche Bacillus halotolerans Cal.l.30 synthétise et sécréte les
lipopeptides, la fengycine, la surfactine et le mojavensis A a coté des isoformes des bacillaenes,

I'anticapsine L-dihydro et la bacillibactine.

Par rapport a d’autres critéres de performances agronomiques, notre souche Bacillus
halotolerans (BMES8), a démontré des traits PGPRs intéressantes et une grande tolérance aux
conditions de stress abiotique en plus de son effet biopesticide sur la cochenille et les
champignons phytopathogenes. De plus, cette souche a démontré un pouvoir de solubilisation
de Zn. Ce dernier est un élément important parmi les minéraux, ou la recherche des bactéries
qui solubilisent le Zn est devenue une priorité en raison de sa nécessité pour le corps humain et

de son manque chez les plantes.

La souche Bm1A, identifiée comme Bacillus subtilis a aussi démontré sa capacité a tuer les
insectes de cochenille a coté de 1’hémolyse de la cire protectrice. En plus, elle s'est montrée
comme la plus active en termes de protection contre Alternaria solani. Quand a la souche Bm2B
(Sphingobium yanoikuyae) est la seule qui possede la capacité a produire une quantité élevée
d'lAA, ce qui est suffisant pour stimuler la croissance des plantes, et la seule a c6té de la souche
BMES8 qui a pu solubiliser le Zn. Tandis que la souche Bm3C (Priestia aryabhattai) nommée
avant comme Bacillus aryabhattai, a pu controler les cochenilles, mais malheureusement son
utilisation sur des femelles recouvertes de la cire n’a pas donné de bons résultats. En revanche,
et comme les autres souches, elle a pu inhiber la croissance des champignons phytopathogénes.
Finalement, la souche Bm4D identifiée comme Bacillus licheniformis, a montré un bon

potentiel de dégradation de la cire protectrice, ceci, peut mener a I’utilisation de cette souche
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en consortium avec la souche Priestia aryabhattai (Bm3C) pour renforcer leur pouvoir a
controler la cochenille dans le champ. Les trois souches Bacillus Subtilis, Priestia aryabhattai,
et Bacillus halotolerans ont démontré aussi leur pouvoir de fixation de I’azote atmosphérique

et un pouvoir de solubilisation du P en milieu PVK (indice de solubilisation entre 2,12-1,83).

Ainsi, ces souches bactériennes ayant une activité inhibitrice contre les agents pathogenes des
cultures et qui sont capables d'établir des interactions amicales avec les plantes hotes des mémes
cultures pourraient offrir plus de possibilités de faire face aux phytopathogenes. Les résultats
de nos études ouvrent la voie a de nouvelles recherches dans le domaine des interactions
plantes—microbes conduisant a l'identification des voies biochimiques declenchées par les

souches non pathogénes.

Par ailleurs, comme perspectives de ce travail, nous envisageons la formulation des consortiums
composés par ces quatre souches pour évaluer leur effet synergique face a 1I’optimisation des

deux criteres biopesticide et PGPR.

Dans I’avenir aussi, il serait particuliérement important de déterminer plus précisément quels
sont les composés peptidiques ou lipopeptidiques responsables de ces activités antagonistes
chez ces souches. En outre, des études devraient étre menées sur la mise au point de méthodes
facilitant I'application par les agriculteurs de ces souches et/ou de leurs extraits contenant de

substances biologiquement actives a utiliser comme traitement préventif ou curatif.

Finalement, puisque ces souches ont montré leur pouvoir de solubilisation des minéraux et
production des enzymes importants pour la croissance des plantes, de ce fait, des tests sur
I’inoculation des plantes du figuier de barbarie avec ces souches individuellement ou en
consortium peuvent étre faites pour voir si ces microorganismes vont favoriser I’immunité des

plantes contres ces ravageurs.
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Annexe 1 : les milieux de culture

Le milieu (YEM) : Extrait de levure - 0,5 g, Mannitol - 5,0 g, KzHPO4- 0,5 g, MgS04.7H20
-0,29,NaCl - 0,1 g, Agar - 20,0 g, et 1000 ml d’cau distillée.

Le milieu gélosé de Pikovskaya (PVK) : glucose - 10 g, phosphate de calcium - 5 g, sulfate
d'ammonium - 0,5 g, chlorure de potassium - 0,2 g, sulfate de magnésium - 0,1 g, extrait de
levure - 0,5 g, gélose - 15 g, eau distillée - 1000 ml.

Le milieu de gélose aux sels minéraux : Glucose - 10 g, (NH4)2SO4 - 1,0 g, KCI - 0,2 g,
K2HPO4 - 0,1 g, MgSO4 - 0,2 g et eau distillée - 1000 ml (avec pH 7,0)

Le milieu solide de Burk : glucose - 10 g, KH2PO4.0,41 g, K2HPO4-0,52 g, Na2SO4-0,05 g,
CaCl>.0,2 g, MgS04.7H20 - 0,1 g, FeSO4 - 7H20 - 0,005 g, Na2M004.2H,0 - 0,0025 g, gélose
- 20 g, et eau distillée - 1000 ml.

Le bouillon d'extrait de levure tryptone/peptone : peptone/tryptone - 10 g, extrait de viande
-3¢, NaCl - 5 g, I-tryptophane - 0,204 g, eau distillée — 1000 ml (avec pH 7,0).

Le milieu d'Aleksandrov : glucose - 0,5 % , MgSO4/A&7H20 - 0,05 % , FeClI3 - 0,0005 %,
CaCO3 - 0,01 %, Cas(POa4)2-0,2 % et K,03Si-0,2% .

Le milieu chrome Azurol S (CAS) : 900 ml du milieu LB (les composants de 1L), 50 ml de
la solution CAS (60,5 g sur 50 ml), 10 ml de la solution FeCls (27 mg + 0.083 ml HCI + 100 ml
d’eau distillée), et 40 ml de la solution HDMTA (Hexa Decyl Trimethyl Ammonium bromide)
(72.9 mg + 40 ml d’eau distillée).

La gélose a I'amidon : peptone - 5 g, extrait de viande - 3 g, amidon soluble - 10 g, gélose - 15
g, eau distillée - 1000 ml.

La gélose au lait écrémé : lait écrémé - 100 g, peptone - 5 g, agar - 15 g, eau - 1000 ml.

Le milieu de base : NaNO3- 1 g, K2HPO4- 1 g, KCI — 1 g, MgSO4- 0,5 g, extrait de levure
— 0,549, glucose — 1 g, distillé eau - 1000 ml, gélose - 15 g.

Réactif de Salkawaski : 2 g — FeCl3, 42.19 ml — acide sulfirique concentré, eau distillée - 50
ml.
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