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INTRODUCTION

Le cacaoyer (Theobroma cacao L.) est une plante tropicale de la famille des Malvacées qui a été
introduite en Céte d’Ivoire & la fin du 19°™ siécle dans sa région Est (Bastide, 2007 ; Kouakou et
al., 2013). Apreés des débuts difficiles, la cacaoculture ivoirienne a connu une expansion tres rapide
gréce a la disponibilité de terres fertiles dans la zone forestiére et un afflux de main d’ceuvres depuis
I’intérieur et I’extérieur de la Cote d’Ivoire (ONU-REDD, 2016 ; Koua et al., 2018). Aujourd’hui,
la filiere cacao constitue un secteur économique et social de prime importance pour le pays
(Coulibaly, 2014 ; ONU-REDD, 2016). Ce secteur contribue a 15 % du Produit Intérieur Brut (P1B)
et a 40 % des recettes d’exportation du pays (Dufumier, 2016). Avec une récolte annuelle de 1 964
000 tonnes soit 42,22 % de la production mondiale au cours de la campagne 2018-2019, la Cote

d’Ivoire reste au niveau mondial le premier pays producteur de cacao (ICCO, 2019).

Malgré cette forte production, la cacaoculture ivoirienne est menacée par 1’apparition de nouvelles
maladies telles que la pourriture brune des cabosses et le swollen shoot (Assiri et al., 2012 ; Ploetz,
2016). A ces difficultés, s’ajoutent les attaques d’insectes ravageurs (mirides, foreurs de troncs,
scolytes, punaises), la baisse de la fertilité des sols et la sécheresse (CCC, 2014 ; N’Guessan et al,
2016). Face a toutes ces difficultés, certains producteurs abandonnent souvent leurs vergers de
cacaoyers ou les reconvertissent en d’autres cultures pérennes : 1’hévéa et le palmier a huile (Assiri
et al., 2015 ; Dufumier, 2016).

En Céte d’Ivoire, la pourriture brune des cabosses due a Phytophthora spp., constitue 1’une des
maladies les plus agressives observées chez le cacaoyer (Coulibaly et al., 2018). Elle est en effet
responsable d’énormes pertes comprises entre 44 et 80 % des récoltes (Coulibaly et al., 2018 ;
Koua et al., 2018). La lutte contre cette maladie du cacaoyer est donc primordiale (Mpika et al.,
2009; Pohé et al., 2013 ; Coulibaly et al., 2018). Généralement, la lutte chimique a été adoptée
avec I’utilisation des fongicides cupriques de contact ou systémiques a base de métalaxyl (Pohé et
al., 2013 ; Bailey et al., 2016). Mais, ces produits chimiques peuvent entrainer 1’accumulation des
métaux lourds dans les feves de cacao puis dans le sol (Pohé et al., 2013 ; Yapo et al., 2014 ;
Gramlich et al., 2016). Entrainant ainsi des troubles de santé humaine et perturbant les interactions
entre les microorganismes et le sol. De méme, ces produits chimiques peuvent entrainer la
prolifération des agents pathogénes et la pollution environnementale (Deberdt et al., 2008;
Gockowski et al., 2010 ; Sahu et al., 2014).
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Des méthodes de lutte agronomique (recolte sanitaire, diminition de I’ombrage, paillage etc...) et
de lutte génétique (sélection variétale) ont été aussi appliquées en combinaison avec la lutte
chimique (Kébé et al., 2009 ; Pokou et al., 2009; Tahi et al., 2017). Mais jusqu’a ce jour aucune
d’elles ne s’est révélée totalement efficace contre cette affection, faute de moyens humains et

financiers nécessaires pour sa mise en ceuvre (Coulibaly et al., 2018).

Au vu de ces inconvénients et des effets déléteéres des pesticides synthétiques sur I’environnement
et les organismes non ciblés, d’autres stratégies de lutte intégrée doivent étre explorées afin de
réduire I’utilisation massive des produits chimiques dans la cacaoculture (ten Hoopen & Krauss,
2016). Car la sécurité et la qualité alimentaire sont devenus aujourd’hui la priorité de tous (Kareem,
2016). L’une des options de lutte intégrée est la lutte biologique contre des maladies du cacaoyer
par le développement de biopesticides (ten Hoopen & Krauss, 2016). Celle-ci semble moins
dangereuse pour la santé humaine, respectueuse de 1’environnement et accessible & moindre codt
(Melnick et al., 2011 ; Crowder & Harwood, 2014). Les biopesticides ou agents de lutte biologique,
peuvent étre définis comme des produits phytosanitaires dont le principe actif est un organisme
vivant ou lI'un de ses dérivés. lls peuvent étre constitués d organismes (plantes, insectes et
nématodes) ou de microorganismes (bactéries, levures, champignons et virus) ou de substances
naturelles (des extraits végétaux et des phéromones) exercant une activité protectrice sur les plantes
vis-a-vis des agents phytopathogenes (Thakore, 2006 ; ten Hoopen & Krauss, 2016). Ils sont moins
dommageables pour les organismes non ciblés de la microflore endogene (Deravel et al., 2014 ;
Tijjani et al., 2016). ). Ces biopesticides font 1’objet de recherches poussées car leur faible toxicité

et leur haute sélectivité en font des « pesticides ecologiques » (Appert & Deuse, 1982).

Des études ont montré que les biopesticides produits a base de bactéries ou de champignons
endophytes des cacaoyers luttent efficacement contre la pourriture brune des cabosses (Thomas et
al., 2011 ; Melnick et al., 2011 ; Senthil-Nathan, 2015). En effet, les cacaoyers abritent des bactéries
endophytes dans leurs organes végétatifs : racines, tiges, feuilles, cabosses, fleurs (Mpika et al.,
2009 ; Melnick et al., 2011 ; Konateé et al., 2015 b ; Akrofi, 2015 ; Khaeruni et al,, 2019). Ces
bactéeries endophytes sont plus compétitives au niveau de la plante que les bactéries exophytes qui
vivent dans la rhizosphere ou dans la phyllosphére. Car leur migration dans les tissus végétaux est
sélective et est régulée par des genes. Cela permet a ces bactéries d’avoir une bonne interaction
avec la plante hote (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006). Par ailleurs, ces bactéries peuvent

contribuer indirectement a la défense naturelle de la plante ou biocontréle par plusieurs
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mécanismes : production d’enzymes lytiques, de sidérophores, de chitinases ou par induction de
résistance systémique chez la plante héte (Garcia-Fraile et al., 2015 ; Parray et al., 2016).

Outre cette activité de lutte biologique, ces bactéries endophytes possédent aussi parfois des
propriétés de promotion de la croissance des plantes (Konate et al., 2014 a, b). Car elles peuvent
améliorer la croissance des plantes a travers la fixation biologique de I’azote moléculaire (N2), la
production de phytohormones (acide indole acétique, gibbérellines, cytokinines), la solubilisation
des phosphates, du potassium et du fer (Joo et al., 2009 ; Garcia-Fraile et al., 2015 ; Tiwari et al.,
2016). Ainsi, disposer de bactéries endophytes antagonistes des agents pathogenes du genre
Phytophthora spp., et capables de mobiliser les éléments nutritifs essentiels pour la plante serait
intéressant pour la cacaoculture. Cela pourrait réduire les utilisations abusives de pesticides et

d’engrais chimiques dans la cacaoculture ivoirienne.

Pour mener a bien ce travail des questions de recherche méritent d’étre investiguées : (1) Les
cacaoyers locaux hébergent-ils naturellement des bactéries endophytes d’intérét agronomique et
environnemental ? (2) Les cacaoyers locaux hébergent-ils naturellement des bactéries endophytes
antagonistes des espéces fongiques Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya
responsables de la pourriture brune des cabosses ? (3) Ces bactéries endophytes peuvent-elles étre
utilisées dans la biofertilisation des sols sous cacaoyers et dans le biocontrdle de la pourriture brune

des cabosses du cacaoyer?

C’est pour répondre a ces questions que cette étude a été entreprise. Elle a donc eu pour objectif
général de rechercher des bactéries endophytes du cacaoyer (Theobroma cacao L.) capables
d’améliorer la croissance de la plante et de lutter contre la pourriture brune des cabosses. Il s’agit
d’isoler des bactéries endophytes ayant des propriétés de biocontréle, de biofertilisation et de
biorémédiation des sols. Deux objectifs spécifiques y sont attachés :

(i) isoler et sélectionner des bactéries endophytes natives des cacaoyers qui ont des propriétés
d’intérét agronomique. Cela consistera a sélecionner des bactéries endophytes capables de fixer
I’azote, de solubiliser le phosphate tricalcique et le potassium. Ensuite, étudier I’influence des
intrants chimiques (NPK, KNOs, Urée, metaux lourds) et autres stress abiotiques (pH, salinité,
température etc.) sur la survie et la viabilité de ces bactéries endopyhtes ;

(ii) évaluer I’efficacité des bactéries endophytes antagonistes des espéces Phytophthora palmivora

et Phytophthora megakarya dans la lutte contre la pourriture brune des cabosses du cacaoyer.
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Hors mis I’introduction, la conclusion et les perspectives, les références bibliographiques et les

annexes, ce mémoire s’articule en trois grandes parties qui se présentent comme suite :

- la prémiere partie présente la révue bibliographique. Cette partie est subdivisée en trois chapitres.
Le premier chapitre (Chapitre 1) présente les généralités sur le cacaoyer et les maladies qui
I’affectent. Le deuxiéme chapitre (Chapitre 2) présente le genre Phytophthora spp., agent
responsable de la pourriture brune des cabosses du cacaoyer. Enfin, le troisieme chapitre (Chapitre
3) porte sur les bactéries endophytes des plantes et leurs interactions avec celles-ci ;

- la deuxiéme partie présente les matériel et méthodes utilisés dans cette étude. Elle est subdivisée
en trois chapitres. Le premier chapitre (Chapitre 4) présente la zone d’étude, le deuxiéme chapitre
(Chapitre 5) porte sur le matériel utilisé et le troisieme chapitre (Chapitre 6) porte sur les méthodes
utilisées pour la réalisation de cette étude.

- la troisieme partie conserne les résultats et leur discussion. Elle est subdivisée en deux chapitres.
Le premier chapitre (Chapitre 7) présente les résultats de I’isolement et de la sélection des bactéries
endophytes du cacaoyer ayant des propriétés d’intérét agronomique. Le deuxiéme chapitre
(Chapitre 8) présente les résultats de 1’évaluation de D’efficacité des bactéries endophytes
antagonistes des deux espéces Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya dans la lutte

contre la pourriture brune des cabosses.
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Chapitre 1 : Généralités sur le cacaoyer (Theobroma cacao L.)
1-1- Origine et historique

L'histoire moderne du cacao commence, comme pour bien d'autres plantes, avec la découverte du
nouveau monde par Christophe Colomb. Originaire du nord de 1’Amérique du Sud, le cacaoyer
était cultivé par les Mayas, bien avant I’arrivée des européens (Braudeau, 1969). Au XIV®™ siécle,
les Azteques accompagnaient les étapes de sa culture par des cérémonies religieuses (Mc Neil,
2009). L'usage qu'on en faisait au moment ou les espagnols débarquaient au Mexique est assez
différent de celui que nous connaissons aujourd’hui. Il constituait une monnaie et aussi un breuvage

nourrissant (Henderson et al., 2007).

Du fait de I’engouement des européens pour le chocolat, la culture du cacaoyer se développa dans
d’autres régions du monde, tout d’abord dans les Antilles notamment & Trinidad et en Jamaique.
Rapidement, les différentes puissances colonisatrices répandirent sa culture dans leurs colonies
respectives. C’est ainsi que les espagnols I’introduisirent pour la premiére fois en Asie, aux
Philippines vers 1600, les Portugais la développérent au Brésil a partir de 1740. L’introduction du
cacaoyer en Afrique est plus récente. C’est a partir des Tles Fernando Poo (aujourd’hui Malabo),
que le cacaoyer a été introduit en Afrique en 1822. Les missionnaires suisses 1’ont introduit au
Ghana en 1857, tandis que les Allemands 1’ont introduit au Cameroun en 1892 a partir des iles de
Sao Tome et Principe. Le cacaoyer a été introduit en Cote d’Ivoire en 1890 dans sa région Ouest
et en 1900 dans sa région Est (Ndoumbe, 2002 ; Bastide et al., 2007).

1-2- Classification botanique et taxonomique
1-2-1- Diversité des cacaoyers

La premiére description du cacaoyer a été faite par Hernandez en 1630 sous les noms mexicains :
cacahoquahnitl et cacahoatl, désignant respectivement ’arbre et les graines. Linné (1737) préféra
substituer au nom cacahoquahnitl celui de «Theobromas, dont le découpage est du grec theos =
dieux, et broma = nourriture, autrement dit « nourriture des dieux », ce qui rappelait I'origine divine
que lui attribuaient les Azteques (Ndoumbe, 2002). Le genre Theobroma (2n=20) compte 22
especes dont Theobroma cacao est la seule espece cultivée a titre commercial. En effet, elle produit
des graines destinées a la préparation du chocolat ou a I’extraction de beurre de cacao (Zhang et
al., 2011 a).
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1-2-2- Groupes de cacaoyers

Les cacaoyers cultivés dans le monde présentent une trés grande variabilité dans les caracteres de
couleurs, de dimensions et de formes des différentes parties de la fleur, des fruits et de la graine
(Braudeau, 1969). Cela explique la confusion qui a longtemps regné dans leur taxonomie. Les
théories qui ont été échafaudées pour expliquer les différentes formes rencontrées, manquent de
données historiques. Du fait que tous les types de cacaoyers sont interfertiles, donnant des hybrides
vigoureux et fertiles sans qu’aucune barriére genétique ne soit rencontrée. On doit admettre qu'ils
appartiennent tous a une seule espéce Theobroma cacao. Herman et al. (2010) ont définit la

taxonomie du cacaoyer comme indiqué ci-dessous.

Régne : Végetal
Super division : Spermaphyte
Division : Magnoliophyta
Classe : Dicotylédones
Ordre : Malvales
Famille Malaceae
Genre Theobroma
Espéce : Theobroma cacao L.

C’est dans I’espéce Theobroma cacao, tribu des Byttnériées, ordre des Tiliales et famille des
Malvacées que se classent aujourd’hui tous les cacaoyers cultivés (Bayer & Kubitzki, 2003).
Cependant, il est possible de répartir les cacaoyers cultivés en trois groupes et cette répartition est
généralement admise par tous. Ces groupes sont les Criollo, les Forastero amazoniens et les
Trinitario (Herman et al., 2010).

1-2-2-1- Groupe des Criollo

L’appellation « Criollo » (indigéne) fut a 1’origine attribuée par les espagnols aux cacaoyers
cultivés initialement au Venezuela et dont les féves aux cotylédons blancs fournissaient un produit
de tres haute qualité. Les Criollo sont caractérisés par des staminodes de couleur rose péle, des
cabosses genéralement allongées avec une pointe trés accentuée a I’extrémité inferieure. Leurs
cabosses de couleur verte ou violette avant maturité devenant jaune-orange ou rouge a maturité.
Elles sont profondément marquées de dix sillons égaux ou parfois repartis en deux groupes de cing

alternés dont un moins accentue. (Figure 1).
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Les feves sont dodues a section presque ronde et les cotylédons frais sont de couleur blanche. Les
Criollo sont tres sensibles aux maladies, notamment la pourriture brune des cabosses et sont peu
cultivés (lwaro et al., 2006 ; Guest & Kaene, 2007 ; Clement et al., 2010 ; Yang et al., 2013).

1-2-2-2- Groupe des Forastero amazoniens

Les Forastero regroupent tous les cacaos courants du Brésil, de 1’ Afrique de 1’Ouest ainsi que le
cacao « nacional » de I’Equateur (Herman et al., 2010). Ces cacaos sont caractérisés par des
staminodes pigmentés de couleur violet, des cabosses vertes devenant jaunes a maturité, de forme
ovale, sans sillon profond et a coques épaisses et dures (Figure 1). Les feves sont plus ou moins
aplaties aux cotylédons frais de couleur violet ou pourpre foncé. L'Amelonado africain est rattaché
a ce groupe qui fournit la grande majorité des cacaoyers courants. Les Amelonado Bas-Amazoniens
et Haut-Amazoniens sont aussi des Forastero qui semblent plus vigoureux et plus résistants aux
maladies telle que la pourriture brune par rapport aux types Criollo et Trinitario (lwaro et al., 2006
; Guest & Kaene, 2007). Les Forastero fournissent un cacao de qualité moyenne et donnent 80 %
de la production mondiale soit 1 571 200 tonnes de cacao pour la campagne 2019-2020 (ICCO,
2019).

1-2-2-3- Groupe des Trinitario

L’appellation Trinitario est réservée aux formes hybrides de cacaoyers. Ces cacaoyers importés de
Trinidad au Venezuela au cours du XIX®™ siécle constituaient le premier exemple typique. Les
Trinitario sont donc des hybrides entre les Forastero amazonien et les Criollo (Figure 1). La
premiere hybridation entre ces deux groupes s’est réalisée naturellement a Trinidad. Ils
représentent 10 a 15 % de la production mondiale de cacao (Herman et al., 2010). Les caractéres
botaniques desTrinitario sont difficles a définir. Ce sont ceux d’unr population trés polymorphe ou

I’on peut observer tous les types intermediaires entre les Forastero d’une part et les Criollo d’autre

part (Braudeau, 1969).
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a- Cabosse de type Criollo b- Cabosse de type Forastero

c- Cabosse de type Trinitario

Figure 1 : Différents types de cabosses mdres de cacaoyer

(Photos: Ouattara Adama, 2018)
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1-3- Morphologie et biologie du cacaoyer

Le cacaoyer est un arbuste. Il peut atteindre 5 a 7 m de hauteur en moyenne (Figure 2). Cependant,
lorsqu’il pousse a 1’état sauvage dans la forét, il peut dépasser cette hauteur. Sa taille et son
développement dépendent beaucoup de I’environnement (Braudeau, 1969).

Feuilles

Branches

Cabosses non mires

Cabosses mdres

Feuilles mortes
de cacaoyer

Tronc

Figure 2 : Cacaoyer en production a la station CNRA de Divo (Tahi et al., 2017 )
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1-3-1- Systéme racinaire

Les cacaoyers provenant de semences sont constitués d’une part, d’un pivot pénétrant
profondément dans le sol et d’autre part d’une couronne de racines latérales superficielles (Figure
3). Adix ans, le pivot atteint pratiquement son développement définitif. Sa longueur moyenne varie
de 0,80 m a 1,50 m et peut atteindre 2 m. Les racines latérales sont abondantes chez le jeune
cacaoyer et se répartissent dans la couche humifére superficielle du sol. Les cacaoyers qui ont été
produits a partir de boutures dans le cas d’un matériel végétal clonal, n’émettent que des racines
latérales. Cependant, une ou plusieurs de ces racines peuvent se développer verticalement et former
un ou des petits pivots (Braudeau, 1969). L’absence de pivot chez les jeunes cacaoyers provenant
de boutures ralentit leur développement végétatif et les rend plus sensibles a la sécheresse
(Braudeau, 1969).

VAT ARy |
f;}j\t‘/:_"’- e \‘;\:".’ }‘.V%& N Feuilles

_ L :ﬁ.‘: \ b | y | ‘ i € ‘. ‘
'v\‘:'v‘:.i‘ S \j‘“\ -‘.'\ .
|
Fruits

Tronc
D v - Racines latérales
l :'m\‘i' C—
|
41
ik
* L3 ine pi
1€ Racine pivotante

Figure 3 : Architecture générale du systéme racinaire d’un cacaoyer adulte (D’apreés Demol, 2002)
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1-3-2- Parties aériennes
1-3-2-1- Tronc

Aprés ’apparition des premiéres feuilles sur le jeune semenceau, le bourgeon terminal poursuit
son développement et la tige croit verticalement (orthotropie) jusqu'a 1’age de 18 mois. L’ extrémité
de la tige présente alors I’aspect caractéristique d’un massif de 5 bourgeons axillaires (Figure 2 et
Figure 3) disposés en verticille et dont le développement donne naissance a cing branches qui
forment la couronne (Demol, 2002). Le tronc est généralement droit avec une écorce peu épaisse

de couleur brun grisatre. Son diametre est de I'ordre de 20 cm ou plus.
1-3-2-2- Feuilles

Les feuilles du cacaoyer sont persistantes caractérisées par une grande taille et une forme simple,
lancéolées ou oblongues selon le génotype, pointues et penninervées. L’implantation des feuilles
se fait selon une phyllotaxie distique sur les axes plagiotropes et rayonnante sur 1’axe orthotrope
(Braudeau, 1969). Les feuilles juvéniles du cacaoyer sont molles et tendres avec une coloration
variant du vert pale a diverses tonalités de rouge selon le génotype et la quantité d’anthocyanes
gu'elles contiennent. Cependant elles deviennent vertes a 1’état adulte. Elles mesurent de 20 a 30
cm de long pour une largeur de 7 a 12 cm. Les stomates sont répartis sur la face inférieure des
feuilles et leur densité est directement liée a I'intensité lumineuse a laquelle est soumise la feuille
(Demol, 2002, Herman et al., 2010).

1-3-2-3- Inflorescences et fleurs

Les inflorescences sont portées sur le tronc (cauliflorie) ou sur les branches maitresses (ramiflorie).
La fleur de cacaoyer est de petite taille (diametre variant de 0,5 a 1 cm) et supportée par un
pédoncule de 1 & 3 cm. Elle est hermaphrodite, réguliere et pentamere. D’aprés Demol (2002), elle
est composée de cing sépales blancs ou teintés de rose, soudés a leur base formant le calice et de
cing pétales constituant la corolle, alternant avec les sépales. Les pétales ont une forme trés
particuliere. Tres étroits a la base, ils s’¢largissent et deviennent concaves pour former un petit
capuchon (la cuculle) de couleur blanche, bordée intérieurement de deux nervures violettes. Ces
nervures ont une ouverture orientée vers 1’axe de la fleur et une partie supérieure qui est prolongée
par une ligule relativement large, lancéolée, de couleur jaunatre, complétement retournée vers

I’extérieur de la fleur (Braudeau, 1969). L’ovaire supere, comprend cing loges contenant chacune
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six a dix ovules disposés autour de I’axe central de 1’ovaire. Le style est tubulaire, terminé par cinq

stigmates. L’androcée est composé de cing étamines stériles.
1-3-2-4- Fruits

Le fruit du cacaoyer est appelé « chérelle » pendant les 5 a 6 mois de sa croissance, puis « cabosse
» lorsqu’il atteint sa taille mature. 1l est indéhiscent et ressemble & une baie. Les graines,
couramment appelées féves, sont entourées d’une pulpe mucilagineuse et imbriquées dans une
seule cavite qui renferme en moyenne 30 a 40 feves disposées selon 5 rangées longitudinales. Le
taux de remplissage des cabosses est en réalité extrémement variable et dépend du taux de
fécondation de 1’ovule et des caractéristiques variétales de la plante. En particulier, le dessechement
des jeunes fruits (wilt) affecte 20 a 90 % des chérelles a la fin de leur deuxiéme mois d’existence.
Ce desséchement a pour origine des mécanismes de régulation physiologique tels que le seuil de
flétrissement difféerentiel, I’incompatibilité et la limitation de la fructification par effet de

compétition entre fruits (Braudeau, 1969).
1-4- Ecophysiologie du cacaoyer
1-4-1- Exigences climatiques

Le cacaoyer est un arbuste de sous-bois qui occupe, dans son habitat naturel, les étages inférieurs
des foréts humides d’ Amérique tropicale, entre 18° de latitude Nord et 15° de latitude Sud, a des
altitudes allant du niveau de la mer jusqu’a 1250 m (Braudeau, 1969 ; L&derach et al., 2013). Le
climat intervient directement sur la croissance et le développement du cacaoyer. Les principaux
facteurs climatiques agissant sur le cacaoyer sont la température, la pluviométrie, 1’humidité
atmosphérique et la lumiére. En effet, la température et les précipitations ont une grande influence
sur les rendements du cacaoyer (Zuidema et al., 2005).

Le cacaoyer est cultivé dans des régions ou les températures varient en moyenne entre 18 a 21°C
minimums et 30 a 32°C maximums (van Vliet & Giller, 2017). Une pluviosité annuelle idéalement
située entre 1500 et 2000 mm et qui ne descend pas en dessous de 100 mm par mois est la plus
favorable (Zuidema et al., 2005). Selon Braudeau (1969), le cacaoyer exige une humidité relative
moyenne annuelle comprise entre 70 et 100 % ainsi qu’un couvert végétal le protégeant de
I’insolation directe et de 1’évaporation. Ces caractéristiques ne lui conferent pas la qualité de plante
d’ombrage (van Vliet & Giller, 2017).
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1-4-2- Sols favorables a la cacaoculture

Tous les sols ne sont pas favorables a la culture du cacaoyer. Le cacaoyer requiert des sols profonds,
riches en matiére organique et en éléments minéraux (Kassin et al., 2012). Les sols favorables au
cacaoyer doivent étre aéreés et bien drainés avec une profondeur minimale de 1,5 m et une structure
homogene permettant une bonne rétention en eau et une texture de préférence argilo-sableux
(Koko, 2014). La majorité des sols de la zone cacaoyeére ivoirienne est ferralitique et caractérisée
par une somme de bases échangeables inférieure a 8 meq / 100 g de sol, un taux de saturation du
complexe adsorbant inférieur a 80 % (van Vliet et al., 2017). Les sols favorables a la culture du
cacaoyer doivent avoir un pH proche de la neutralité (pH compris entre 6,5 et 7), une bonne teneur
en matiére organique dans la couche superficielle et un équilibre ionique des principaux éléments
nutritifs notamment les macronutriments (Ca, Mg, N, P, K, S) et les micronutriments : Fe, Mn, Zn,
Cu, B, Ni (Loureiro et al., 2016 ; van Vliet et al., 2017 ; Assa et al., 2019). Les carences et les
déficiences minerales entrainent des anomalies foliaires chez le cacaoyer notamment, une réduction
de la taille des feuilles et un jaunissement du limbe (Braudeau, 1969) qu’il ne faut pas confondre

avec les symptdmes provogués par les maladies virales et fongiques.
1-5- Importance de la cacaoculture
1-5-1- Importance nutritionnelle et médicinale du cacao

Le cacao contient beaucoup de nutriments dont les antioxydants (flavonoides) qui contribuent au
bon fonctionnement du systéeme cardiovasculaire (Katz et al., 2011 ; Grassi et al., 2013), la
théobromine (3-7-diméthylxanthine) et la caféine (1-3-7-triméthylxanthine) qui ont une action
tonifiante. La théobromine stimule le systéme nerveux et facilite I’effort musculaire, tandis que la
caféine accroit la vigilance, augmente la résistance a la fatigue et la période d’efficacité
intellectuelle (Scholey & Owen, 2013 ; Sumiyoshi et al., 2019). Sa teneur en magnésium est
excellente pour les sportifs et méme pour les non sportifs carencés. Le chocolat favorise le transit
intestinal grace aux polyphénols et aux fibres qu’il contient (Ruzaidi et al., 2008). Dans la
pharmacopée, le cacao ou ses dérivés servent a mettre au point des produits efficaces contre
plusieurs affections (Maskarinec et al., 2018). Il peut s’agir des pommades contre les bralures, les
douleurs rhumatismales, les crampes musculaires, les cicatrices, les peaux fendillées, les gergures
(des lévres et des seins), des produits cosmétiques (vaseline), des onguents pour frictions localisées

et des suppositoires medicamenteux (Katz et al., 2011 ; Maskarinec et al., 2018).
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1-5-2- Importance de la cacaoculture dans I’économie ivoirienne

Le cacao est probablement plus connu aujourd’hui comme la matiére premiére du chocolat, lequel
absorbe environ 90 % de la production mondiale de cacao. En moyenne, prés de 3 millions de
tonnes de cacao en feves sont produites chaque année. Les ressources procurées par la filiere cacao
en Cote d’Ivoire contribuent a pres de 15 % du PIB (ICCO, 2000) et représente entre 37 a 40 %
des recettes d’exportation du pays (Friedel et al., 2016). La cacaoculture est pratiquée dans la
moitié sud de la Cote d’Ivoire sur une superficie d’environ 1.777.550 hectares. Ce sont 800 000 a
1,3 million d’exploitations qui participent a la production de cacao avec environ 8 millions de
personnes qui vivent de cette culture (Friedel et al., 2016). La filiére cacao occupe 40 % des
activités du secteur bancaire du pays (Keho et al., 2008).

1-5-3- Importances écologiques des agroforéts a base de cacaoyers

Les agroforéts a base de cacaoyers jouent un réle écologique trés important dans 1’aération de I’air,
créant ainsi des microclimats favorables a la conservation de la biodiversité, des sols et de 1’eau.
Ces agroforéts participent a la régulation des populations de bioagresseurs et d’adventices, a la
capture du carbone atmosphérique et a la mitigation du changement climatique (Schroth & Harvey,
2007 ; Somarriba & Beer, 2011).

1-6- Maladies du cacaoyer

Les maladies sont la principale contrainte biologique de la cacaoculture dans le monde (End et al.,

2014). Elles causent d’énormes pertes de production chaque année (Ploetz, 2016).
1-6-1- Maladies virales

Diverses maladies virales ont été observeées sur les cacaoyers, parmi celles-ci le swollen shoot est

la plus connue en Afrique de I’ouest (Ende et al., 2014).
1-6-1-1- Swollen shoot

Le swollen shoot est la principale maladie d’origine virale connue chez le cacaoyer. Le virus
responsable du swollen shoot est le Cacao swollen shoot virus ou CSSV appartenant au genre
Badnavirus. Cette affection est caractérisée par un gonflement des rameaux et des racines (Figure
4). Les symptdmes sur les jeunes feuilles sont des bandes rouges ou un jaunissement le long des
nervures (Muller, 2008). Ce virus provoque également, des mosaiques avec une décoloration le

long des nervures les feuilles matures et une réduction de la taille des cabosses (Kouakou et al.,
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2011). Le swollen shoot est transmis par au moins 14 espéces de cochenilles du genre Hemiptera
sp. (End et al., 2014). Les dégats occasionnés par cette maladie sont importants et conduisent a la
mort progressive des plantes infectées. Elle peut causer des pertes allant de 30 a 40 % de la
production (ICCO, 2015). Cette maladie se développe de maniére endémique en Afrique de I’Ouest
(Dzahini-Obiatey et al., 2006). En Cote d’Ivoire, les dégats les plus importants ont été enregistrés
dans les zones de Sinfra et Bouaflé (Kouakou et al., 2011).
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Racines d’un
Tronc d’un cacaoyer infecté

- - e
_ cacaoyer infecté

Gourmand
gonflé Gonflement
des racines
a- Symptomes du swollen shoot sur b- S_ympt()mes du swollen shoot sur les
tige de cacaoyer (Gonflement des racines du cacaoyer (Gonflement des
tiges) racines)

Cabosse de taille anormale

Chlorose des
nervures

Feuilles

c- Symptdomes du swollen shoot sur
feuille mature

d-Symptdmes du swollen shoot
sur cabosse d’un cacaoyer
infecté

Figure 4 : Symptémes de la maladie du swollen shoot sur les différentes parties cacaoyer au

champ (Kouakou et al., 2011)
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1-6-1-2- Nécrose du cacaoyer

Les nécroses du cacaoyer sont causées par un virus Cocoa necrosis virus ou CNV du genre des
Nepovirus. Les cacaoyers infectés présentent une nécrose des nervures. Cette necrose apparait le
long de la nervure centrale et des nervures secondaires. Egalement aux premiers stades de
I’infection, il est observé un dépérissement terminal des tiges. Aucun gonflement ne se développe
sur les racines ou sur les tiges. Cette maladie est présente au Nigeria et au Ghana (End et al., 2014).
La transmission du Cacao necrosis virus se fait probablement par un nématode vecteur. Le virus
est facilement transmis par voie mécanique et par greffe mais pas par les cochenilles. L'éradication

des arbres affectés a donné un bon controle de la mortalité (End et al., 2014).
1-6-1-3- Virus de la mosaique jaune du cacaoyer

Le virus de la mosaique jaune du cacaoyer du genre des Tymovirus a été décrit seulement en Sierra
Leone (End et al., 2014). Les plantes infectées présentent des zones jaunes visibles sur les feuilles.
Ce virus n’induit aucun gonflement dans les tiges ou les racines. Il ne se transmet pas par les
semences mais facilement transmis par inoculation de séve par le biais de nombreuses espéces
herbacées (End et al., 2014).

1-6-2- Maladies fongiques

Les principales maladies fongiques du cacaoyer sont le balai de sorciere, la moniliose, le
syndrondrome de dépérissement vasculaire (VSD), les pourridiés et la pourriture brune des
cabosses

1-6-2-1- Balai de sorciere

Le balai de sorciere est une maladie essentiellement présente en Amérique du sud (Kelly et al.,
2009 ; End et al., 2014). Elle provoque d’importantes pertes de production allant de 30 a 100 %
(Vos et al., 2003). Le parasite responsable de cette maladie est Moniliophthora perniciosa (End et
al., 2014 ; Mondego et al., 2016). Il s’attaque a tous les tissus méristématiques en developpement
(Figure 5) dont les feuilles, les jeunes pousses, les bourgeons floraux, et les chérelles. Les fruits
attaques se développent normalement. Mais a I’intérieur des cabosses, les féves pourrissent et sont
transformeées en une masse brune plus ou moins liquéfiée (Barau et al., 2015). M. perniciosa induit
de nombreux symptdmes sur les pousses végétatives, les fleurs, les coussinets floraux et les

cabosses. Cpendant, I'hypertrophie de la croissance des méristemes végétatifs infectés (balais) reste
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le symptome principal de la maladie du balai de sorciére (End et al., 2014). La lutte contre le balai
de sorciere est essentiellement chimique avec I’emploi de fongicides (Thomazella et al., 2012).

Toutefois, la sélection de variétés ou de clones résistants a la maladie reste le moyen de lutte le

plus efficace (End et al., 2014).
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Rameau infecté

Feuilles mortes

Feuilles infectées

Feves pourries

Tronc

Balai sur
coussinet floral

Chérelles
déformées

b- Coussinet floral malade c- Lésion sur cabosse

Figure 5 : Symptdmes du balai de sorciere au champ sur le cacaoyer (End et al., 2014)
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1-6-2-2- Moniliose

La moniliose est présente en Colombie et en Equateur, a I'ouest du Venezuela, au Pérou, a Panama,
au Costa Rica, au Nicaragua, au Honduras, au Guatemala, au Belize et au Mexique (Phillips-Mora
et al., 2007). Elle a récemment été décrite au Salvador (Phillips-Mora et al., 2010). Elle peut
provoquer des pertes allant de 60 a 90 % de la production. Elle représente donc une menace pour
la production cacaoyere. Cette maladie est due a un champignon Moniliophthora roreri qui attaque
les jeunes cabosses du cacaoyer (Kelly et al., 2009 ; End et al., 2014). En conditions naturelles, la
maladie affecte seulement les cabosses. L'infection peut se produire dés les tous premiers stades de
développement et la sensibilité décroit avec I'age des cabosses (Phillips-Mora et al., 2010). Les
premiers symptomes se caractérisent par un ou plusieurs cedémes apparaissant sur la cabosse
(Figure 6 a) ou de petites leésions gorgées d'eau, qui s'‘élargissent en zones nécrosées avec une
délimitation irréguliére. Un mycélium fongique blanc recouvre le secteur infecté en une période de
trois a cing jours, avec la formation d'un tapis prenant une couleur creme qui libérera des spores
brunes claires. Les cabosses attaquées se développent normalement, mais a I’intérieur de ces
cabosses, les feves pourrissent et sont transformées en une masse brune plus ou moins liquéfiee
(Figure 6 b). Les cabosses malades séchent sur les arbres et se recouvrent des fructifications du
champignon (Kelly et al., 2009). Les traitements fongicides permettent de lutter contre cette

maladie.
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Chérelles

Gonflement sur cabosse

Féves nécrosées

Cabosses prématurée

b- Nécrose des féves et maturation prématurée des cabosses infectées

Figure 6 : Symptdmes de moniliose sur cabosses de cacaoyer (End et al., 2014)
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1-6-2-3- Syndrome de dépérissement vasculaire

Le syndrome de dépérissement vasculaire est causé par le champignon Onchobasidium theobromae
(Guest & Keane, 2007). C’est un champignon systémique du xyléme. L'infection par les hyphes
du pathogene peut étre observée dans les vaisseaux du xyleme des tiges et des feuilles, ou le xyleme
infecté est décoloré par des stries brunes aisément visibles quand on fend les tiges (Guest & Keane,
2018). On observe aussi des faisceaux vasculaires noircis sur des pétioles isolés d'arbres infectés.
Un autre symptdme caractéristique des tiges infectées est la décoloration rapide du cambium qui
devient brun rouille si on I'expose a l'air libre aprés avoir enlevé I'écorce comme le montre la Figure
7 (End et al., 2014).
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Chloroses

Limbe

Nervures secondaires

Ecorce
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Stries brunes

b- Symptdme du VSD sur tige de cacaoyer

Figure 7 : Symptdéme du syndrome de dépérissement vasculaire (VSD) sur le cacaoyer (End et
al., 2014)
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1-6-2-4- Pourridiés

Les pourridiés sont des champignons qui s’attaquent aux racines du cacaoyer et peuvent dans
certaines régions provoquer des dommages trés importants. En Afrique, les plus répandus sont
Armellariel lamellea et Fomes lignosus dont les attaques provoquent respectivement un eclatement
du collet et une inclinaison des cacaoyers. Le mycélium propage la maladie le long des racines et
par contact des racines malades a des racines saines. Un arbre atteint est irrémédiablement perdu.
D’ou la difficulté de la lutte contre les pourridiés. Il est conseillé d’en tenir compte dans le choix
du terrain et d’effectuer un dépistage soigneux des arbres attaqués au cours des premicres années

de plantation (End et al., 2014).
1-6-2-5- Pourriture brune des cabosses

La pourriture brune des cabosses, curieusement dénommée «black pod» par les auteurs
anglophones (ce qui peut conduire a une confusion avec la pourriture molle des cabosses due a
Botryodiplodia theobromae) est la plus répandue de toutes les maladies du cacaoyer (Surujdeo-
Maharaj et al., 2016 ; Ploetz, 2016). Les agents responsables sont du genre Phytophthora, qui
peuvent infecter tous les organes du cacaoyer (Acebo-Guerrero et al., 2011). Les infections des
feuilles provoquent des dégats peu importants contrairement aux attaques du tronc ou des cabosses
qui provoquent des pertes trés importantes. Les infections du tronc ou le chancre du tronc sont a
I’origine de dommages considérables en Papouasie-Nouvelle-Guinée (Surujdeo-Maharaj et al.,
2016). En Afrique et en Amérique Latine, cette manifestation est rare. En revanche, les attaques
des fruits ou la pourriture brune des cabosses causent des dégats qui, bien que variant d’un pays a
I’autre, sont trés importants (Surujdeo-Maharaj et al., 2016). Les pertes annuelles dues a la
pourriture brune des cabosses sont estimées a 30 % de la récolte mondiale, ce qui représente une
perte d'environ 3,8 milliards de dollar américains par an pour les producteurs de cacao du monde
entier (Guest, 2007 ; Ploetz, 2016). Ces pertes sont estimées a plus de 44 % en C6te d’Ivoire (Pohé
etal., 2013 ; Coulibaly, 2014 ; Coulibaly et al., 2018). Ailleurs, en Afrique ces pertes sont estimées
de 30 a 50 % au Ghana (Akrofi, 2015 ; Ploetz, 2016), 50 a 80 % au Cameroun, au Gabon et en
Guinee équatoriale (Deberdt et al., 2008) ou dominent les infections dues a I’espéce Phytophthora
megakarya et 20 a 100 % au Nigeria (Ploetz, 2016 ; Etaware & Adedeji, 2019). En Amérique latine,

les dégats peuvent aussi étre importants sur le plan économique, 20 a 30 % au Brésil, 20 % au

26



PREMIERE PARTIE : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Venezuela, 20 a 40 % au Mexique voire 100 % au Pérou. En Asie du Sud-Est les pertes sont
estimées de 15 a 20 % (Surujdeo-Maharaj et al., 2016).

Chapitre 2 : Genre Phytophthora
2-1- Taxonomie

Jusqu’a un passé récent, les parasites du genre Phytophthora étaient considérés comme des
champignons en raison de similitudes phénotypiques et biochimiques. Cependant, du fait de
I’existence de cellules biflagellées au cours de leur cycle de vie, les Phytophthora ont récemment
été rattachés aux Straménopiles ou Hétérokontes (Dick, 2001 ; Baldauf, 2008 ; Burki, 2014 ;
Thines, 2014).

2-1-1- Regne

Le terme « Phytophthora » est composé de deux racines grecques dont « phyton », une plante et «
phthora », destruction (Blackwell, 1949). Les Phytophthora sont donc des destructeurs de végétaux
et englobent plusieurs genres d’oomycetes phytopathogénes (Surujdeo-Maharaj et al., 2016 ;
McCarthy & Fitzpatrick, 2019). Traditionnellement, ils étaient placés dans le regne des Mycetes et
dans la division des Mastigomyceétes avec les Chytridiomyceétes et les Hypochytriomycétes, a cause
de leur production de spores mobiles (bifiagellées chez les Oomycetes), leur mode d'absorption des
nutriments et leur morphologie en thalle (McCarthy & Fitzpatrick, 2019). Bien gu'ils partagent de
nombreuses caractéristiques écologiques et biologiques avec les vrais champignons, leur génétique
et leurs mécanismes de reproduction les distinguent (Erwin & Ribeiro, 1996). Le récent placement
de Phytophthora dans le regne des Stramenopiles a été soutenu par des caractéristiques distinctes
telles que la variation des voies métaboliques, la présence de B-glucanes plutot que de chitine dans
les parois cellulaires (Bartnicki-Garcia & Wang 1983), la production de zoospores hétérokontes
mobiles (Desjardins et al., 1969) et la prédominance du stade diploide dans leur cycle biologique
(Erwin & Ribeiro, 1996 ; Van der Auwera et al., 1995 ; McGowan et al., 2019).

2-1-2- Ordre des Pythiales

L'Ordre des Pythiales comprend une seule famille : les Pythiaceae. Cette famille regroupe entre
autres les genres Phytophthora et Pythium (Riethmdller et al., 2002) . Ces deux genres partagent
des caractéristiques morphologiques et une gamétogénése similaires. Cependant, ils se distinguent
par la formation de leurs zoospores. Chez le genre Phytophthora, les zoospores se différencient
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dans le sporocyste avant leur expulsion dans I'environnement. Chez le genre Pythium, les zoospores
sont relachées dans une vesicule avant leur différenciation. De plus, le genre Phytophthora forme
des sporocystes de formes différentes sur des sporangiophores distincts, et plusieurs especes
possédent des gameétocystes males (anthéridies) amphigynes plutét que paragynes (Brasier &
Hansen, 1992 ; Riethmdiller et al., 2002).

2-1-3- Genre Phytophthora

Rosenbaum et Tucker furent les premiers a batir la classification du genre Phytophthora (Cooke et
al., 2000). Ces premieres classifications ont été reprises par Waterhouse et al. (1983). Ces derniers
assigné les espéces a I'un ou l'autre des 6 groupes morphologiques selon la nature des sporocystes
(papillées, semi-papillées ou non-papillées), la forme de I'attachement de I'anthéridie (amphigyne
ou paragyne) et I'nomothallisme. Sur la base de séquences ITS, le genre a été jusqu’alors divisé en
8 clades distincts (Cooke et al., 2000). L’afflux de données génomiques sur le genre Phytophthora
suite au séquencage des génomes complets des especes Phytophthora ramorum, Phytophthora
sojae et Phytophthora infestans a permis de mieux comprendre I’histoire évolutive du genre. Il a
été ajusté a 10 clades (Attard et al., 2008; Blair et al., 2008 ; Martin et al., 2013). Les espéces
Phytophthora megakarya et Phytophthora palmivora, sont dans le clade 4, tandis que I’espéce

Phytophthora capsici est dans le clade 2 (Figure 8).
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Figure 8 : Arbre phylogénétique du genre Phytophthora spp., (Blair et al., 2008)
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2-2- Cycle biologique du genre Phytophthora

Le genre Phytophthora a deux modes de reproduction : 11 s’agit de la reproduction sexuée et de la
reproduction asexuée (Figure 9). Ces deux modes de reproduction leur donne I’avantage de
produire un grand nombre de générations en une durée courte (Blair et al., 2008). Les organes
reproducteurs se forment généralement lorsque le mycélium végétatif a atteint un certain degre de
développement et accumule une réserve alimentaire suffisante. Ce moment coincide souvent avec
I’épuisement du milieu, mais d’autres conditions telles que la température et la lumiere influencent

également le phénoméne (Meulemans, 1989).

La reproduction sexuée se fait par I’'union d’une anthéridie (organe méle) et d’une oogone (organe
femelle). Ce mode de reproduction sexuée est I’oogamie siphonogame. Dans ce cas 1’anthéridie se
fixe sur I’oogone de fagon paragyne ou amphigyne (Erwin & Ribeiro, 1996 ; Poh¢, 2012). Dans le
cas de I’amphigynie, le filament oogonial est inséré dans I’anthéridie comme chez Phytophthora
heveae et Phytophthora Katsurae. Dans le cas de la paragynie, ’anthéridie est simplement colée
contre la paroi de I’oogone, c’est le cas chez Phytophthora cactorum. Il en résulte des oospores
sphériques de teinte jaune-claire, a paroi assez épaisse (1 a 2 um). Les oospores sont des organes
de dormance qui peuvent constituer une réserve de variabilité génétique dont les limites des

potentialités ne sont pas bien connues (de Vallavieille, 1983).

La reproduction asexuée se fait par la formation des sporocystes et de leur germination (Duniway,
1983). La germination des sporocystes suit deux voies. La premiére nécessite la présence d’eau et
aboutit & la libération des zoospores biflagellées. Celles-ci vont nager dans les couches d’eau avant
de s’enkyster et émettre plus tard un tube germinatif (Mac Donald & Duniway, 1978). En absence
d’eau, intervient la deuxieme voie, les sporocystes subissent une germination dite directe par
opposition a la premiére, celle de la libération des zoospores, appelée indirecte. Cette deuxieme

voie permet aux sporocystes d’émettre directement un tube germinatif (Duniway, 1983).

La dissémination des especes du genre Phytophthora, qu’elles soient aériennes ou telluriques, est
essentiellement assurée par les organes de reproduction asexuée qui sont principalement a 1’ origine
des épidemies. Les facteurs climatiques conditionnant la formation, la maturation et la germination
de ces organes, confinent généralement leur activité pathogéne a une période particuliere de
I’année, sur les plantes cultivées au champ (Zentmyer, 1980). En conditions climatiques

défavorables ou en I’absence d’hote sensible, il peut y avoir production de chlamydospores.
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Ces spores asexuees sont des organes de conservation a parois épaisses, pouvant se maintenir dans
le sol pendant six ans (Zentmyer, 1980). Apres la germination, soit la spore redonne directement

du mycélium, soit elle forme un sporange.
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Figure 9 : Cycle biologique de reproduction du genre Phytophthora spp., (Schéma adapté de
Bengtsson, 2013)
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2-3- Mode de pénétration du genre Phytophthora dans les organes du cacaoyer

Le genre Phytophthora attaque les feuilles ou les cabosses a travers 1’épiderme de ces organes
aériens par la voie d’ouvertures naturelles (stomates, hydathodes, lenticelles, cicatrices
d’abscission foliaire), par percement direct de la cuticule ou par des blessures mécaniques induites
par les vecteurs (Duhoux & Nicole, 2004). Cependant, cette pénétration a I’intérieur des tissus se
fait principalement par les stomates suite a une germination des zoospores qui emettent des tubes
germinatifs (Tarjot, 1972 ; Pohé, 2012). Le parasite pénétre toujours a I’intérieur des tissus quelle
que soit la sensibilité de la cabosse. Dans le cas d’une cabosse issue d’un clone résistant, la zone
de résistance se situe vraisemblablement dans le parenchyme & petites cellules se trouvant dans les
couches superficielles de 1’épicarpe, immédiatement sous 1’épiderme. Cette zone est riche en
tannins tels que les composés phénoliques et les peroxydases et pauvre en glucides (Louise et al.,
2011 ; Simo et al., 2014 ; Bailey et al., 2016). Chez les clones sensibles, cette zone est riche en

glucides et pauvre en composés phénoliques (Ondobo et al., 2014).

2-4- Espéces du genre Phytophthora sur le cacaoyer

Plusieurs especes du genre Phytophthora ont été signalées sur le cacaoyer dont Phytophthora
palmivora, P. megakarya, P. citrophthora, P. tropicalis (P. capsici), P. heveae, P. megasperma,
P. nicotinae var. parasitica, P. katsurae, P. meadii, P. botryosa (Kroon et al., 2004,
SurujdeoMaharaj et al., 2016). Cependant, seules les quatre premiéres espéces citées ont une
importance économique (Ali et al., 2017). En Afrique de 1’ouest et centrale, les deux espéces
responsables de la pourriture brune des cabosses du cacaoyer sont Phytophthora palmivora et P.
megakarya (Coulibaly et al., 2013 ; AKrofi, 2015). Phytophthora megakarya est endémique en
Afrique de I’ouest et plus agressive pouvant provoquer entre 60 et 100 % des pertes de récoltes
quand les conditions sont favorables (Opoku et al., 2000). En revanche, P. palmivora est présent
dans toutes les régions productrices de cacao. Il est moins agressif que P. megakarya et peut
entrainer des pertes de rendement de 15 a 40 %. Traditionnellement, les espéces pathogénes de
Phytophthora connues dans le verger ivoirien étaient P. palmivora présente a 94 % et P. affine (P.
citrophthora) presente a 5 % (Babacauh, 1980).

2-5- Symptomes de la pourriture brune

Le premier symptome observé pour toutes les espéces du genre Phytophthora sur les cabosses de

cacaoyer est I'apparition de petites taches translucides (Coulibaly et al., 2017). Cette apparition des
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taches intervient entre 2 et 3 jours apres l'infection pour se manifester. Les taches deviennent alors
brunes et finissent par s'assombrir (Figure 10). En période d’humidité, les taches se propagent
rapidement pour couvrir toute la cabosse entre sept et quatorze jours aprés I’infection d’un feutrage
de myceélium blanc qui révele la présence du champignon. Aprés une dizaine de jours, les fruits
affectés sont totalement détruits et leurs féves inutilisables en chocolaterie (Coulibaly et al., 2017).
En fin d’évolution, les fruits restent attachés sur I’arbre sous forme momifiée (AKrofi, 2015 ;

Bailey et al., 2016).

Le champignon peut se propager par le pédoncule de la cabosse et atteindre le coussinet floral. De
1a, il pénétre dans I’écorce du tronc ou de la branche ou il provoque la formation d’un chancre
saignant. C’est une lésion grisatre ou brun rougeétre avec des marges brun foncées sur I'écorce et
une exsudation de liquide résineux brun rougeétre généralement a travers les fissures de I'écorce.
Aprés grattage de la lésion, une coloration écarlate distinctement étalée dans les tissus corticaux
est observée. Les Iésions en expansion limitent I'écoulement de I'eau et des nutriments vers les

branches conduisant au flétrissement, a la défoliation et au depérissement de la plante.
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Taches translucides

Feutrage mycélien
sur cabosses

Cabosses momifiées

Féves nécrosées

Figure 10 : Evolution de la maladie de la pourriture brune des cabosses du cacaoyer (CNRA, 2018)

A- Premier stade de I’infection : apparition de taches translucides sur les cabosses de cacaoyer
B-Deuxieme stade de ’infection : apparition d’un feutrage mycélien sur les cabosses infectées
C-Stade final de I’infection : Cabosses momifiées sur cacaoyer

D- Feves nécrosées d’une cabosse de cacaoyer atteinte de pourriture brune
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2-6- Méthodes de lutte

La gestion efficace et durable des maladies du cacaoyer nécessite une approche de lutte intégrée
combinant plusieurs méthodes de lutte a savoir la mise en quarantaine du matériel végetal, la lutte
agronomique, la lutte chimique, la lutte biologique et la lutte génétique (Akrofi, 2015 ; Bailey et
al., 2016).

2-6-1- Mise en quarantaine du matériel végétal

L'échange de matériel végétal entre les pays constitue un risque de propagation des agents
pathogénes et des ravageurs. La nécessité de minimiser un tel risque est importante étant donné
que les principales maladies et ravageurs du cacaoyer sont limités a des emplacements
géographiques particuliers. Par exemple I’espéce Phytophthora megakarya est actuellement
confinée a I'Afrique occidentale et centrale; tandis que le balai de sorciere et la monilliose ne se
trouvent qu’en Amérique du sud et centrale. Il est donc essentiel que I'échange de matériel se fasse
via des stations de quarantaine intermédiaires pour limiter la propagation géographique de ces
principales maladies (Akrofi, 2015). L’introduction de matériel végétal en Cote d’Ivoire se fait a
travers des stations de quarantaine mises en place par la direction de la protection des végétaux, du
contrdle et de la qualité (DPVCQ). Cette structure a pour tiche d’organiser la mise en observation
des semences, des plantes ou parties de plantes vertes importées (tubercules, bulbes, rhizomes,
rejets, marcottes, boutures, ou bois de greffe, fleurs, fruits, etc...). Elle tient un fichier technique
sur la biologie et le comportement des parasites repertoriés dans les stations de quarantaine. Elle
est chargée aussi de délivrer des permis d’importation et d’exportation de matériel végétal en Cote

d’Ivoire (DPVCQ, 2004).
2-6-2- Lutte agronomique

La lutte agronomique est I'une des premieres approches de la lutte contre les maladies des plantes
(Akroffi, 2015). Elle consiste a mettre en place des pratiques culturales qui peuvent favoriser la
croissance des cultures et freiner le développement des agents pathogénes. Il s’agit de I’ensemble
des mesures prophylactiques permettant de créer des conditions défavorables au développement de
I’agent pathogeéne ou de diminuer la pression d’inoculum. Ces mesures prophylactiques peuvent
étre utilisées en complément a d’autres méthodes de lutte pour renforcer leur efficacité (Akroffi,
2015). Par exemple la récolte sanitaire, qui consiste a débarrasser en début de campagne les arbres

des restes de la campagne précédente et a éliminer régulierement les fruits malades sources
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potentielles d’inoculum (Braudeau, 1969 ; Coulibaly et al., 2017). La diminution de I’ombrage par
la taille du cacaoyer est également une mesure a envisager. Car elle permet de produire une aération
des parcelles et de diminuer I’hygrométrie ambiante. Le paillage peut également réduire 1’effet
splash (diffusion de I’inoculum) et constituer par la méme occasion une barriére physique pour

I’inoculum primaire présent dans le sol (Konam & Guest, 2002 ; Ndoungue et al., 2012).
2-6-3- Lutte chimique

En agriculture, la lutte chimique contre les maladies et ravageurs des plantes est essentiellement
basée sur 1’utilisation des pesticides (herbicides, insecticides, fongicides, rottenticides et
nematicides). Dans le contexte de la lutte contre la pourriture brune des cabosses du cacaoyer, les
fongicides ont été couramment utilisés dans tous les pays producteurs de cacao (Akrofi, 2015 ;
Santos et al., 2018). Les principaux fongicides appliqués sont des fongicides de contact a base de
cuivre et des fongicides systémiques contenant du métalaxyl (Tableau I) (Pohé et al., 2013 ;
Coulibaly et al., 2017). Les fongicides de contact, non pénétrants adherent a la surface de la
cabosse. En période épidémique, ils sont appliqués tous les 14 jours a raison de 8 a 12 traitements
dans I’année. Les fongicides dits systémiques, pénetrent dans les premiéres couches du cortex,
conférant une meilleure protection aux fruits. Ces traitements se font tous les 21 jours soit 4 a 6
traitements dans 1’année (Opoku et al., 2000, 2007b ; Sonwa et al., 2008 ; Coulibaly et al., 2017).
L’application normale des traitements phytosanitaires est onéreuse pour les planteurs en Afrique
qui dans la majorité n’ont pas de grands revenus (Pohé et al., 2013). Ces produits chimiques ont
aussi des conséquences néfastes sur la santé humaine et sur I’environnement. Par ailleurs, le risque
d’apparition de souches résistantes au métalaxyl demeure important et 1’application abusive des
produits chimiques est non respectueuse de I'environnement et non durable (Pohé et al., 2013). Une
nouvelle méthode d'injection d’acide phosphonique (phosphonate) dans les troncs de cacaoyer a
été mise au point en Australie et expérimentée avec succes pour lutter contre la pourriture des
cabosses et les chancres de Phytophthora palmivora en Papouasie-Nouvelle-Guinée et contre
Phytophthora megakarya au Ghana (Guest et al., 1994 ; Akrofi et al., 2003 ; Opokou et al., 2007
a). Cependant, cette méthode n'a pas pu étre recommandée pour la lutte contre la pourriture brune
des cabosses en Afrique de I’ouest car elle est trés coftiteuse et le produit peut provoquer une bralure

des tissus internes des cacaoyers injectés (Akrofi et al., 2003).
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Tableau I : Liste des principaux fongicides utilisés dans la lutte contre la pourriture brune en Cote

d’Ivoire
N° Classe/
d’ordre Nom commercial Matiéres actives et teneurs FAO/OMS
- 190

1 ALGOMIL 72% WP Metalaxyl-M : 12 % oxyde de |,
cuivre : 60 %

2 CALLICUIVRE (2) Oxychlorure de cuivre : 50 % ]l
Oxyde de cuivre : 600g/kg

3 CALLOMIL PLUS 72 WP Métalaxyl - 120g/kg i

4 CALLOMIL PLUS 66 wp Metalaxyl-M : 60g/kg Oxyde de
cuivre : 600g/kg
Benalaxyl-M : 90g/kg Oxyde

> FANTIC PLUS 69 WP d’hydroxyde de cuivre : 600g/kg i

6 FONGEX C77 WP Hydroxyde de cuivre 77 % i

7 FONGICAO 72% WP Mancozebe : 640g/kg Métalaxyl : Il
80g/kg

8 FONGIO PLUS 720 wp  Meétalaxyl-M : 120g/kg Oxyde de |,
cuivre : 600g/kg

9 FONGIS 72 WP I\/Igtala?<yI-M : 60g/kg Oxyde de m
cuivre : 600g/kg
Diméthomorphe: 6 %

10 FORUM 46 WP Oxychlorure de cuivre 40 % i

11 FUNGURAN OH 50 WP Hydroxyde de cuivre 500g/kg i

12 KOCIDE 2000 H Hydroxyde de cuivre 500g/kg i

13 MANCONIL 72% wp  Mancozebe:640g/kg I
Cymoxanil:80g/kg

14 METALM 72 WP M«_etala?(yl : 120g/kg Oxyde de Il
cuivre : 600g/kg

15 NORDOX 75 WG 0c/l:lvre sous forme oxyde de : 75 m

16 REVUS 250 SC Mandipropamide : 250 g/l i

17 RIDOMIL GOLD PLUS Mefenoxam (MétaxylM) : 5 % m

65 WP Hydroxyde de cuivre 60 %
18 RIDOMIL GOLD PLUS Métalaxyl-M : 6 % Oxyde de m
66 WP cuivre : 60 %

19 TROPIC 66 WP Métalaxyl-M : 6 % Oxyde de I
cuivre : 60 %

20 ULTIMAX PLUS 72% Métalaxyl :12% Oxyde de cuivre m

WP

:60 %

111 : 1égérement dangereux ; Source : Ministere de 1’ Agriculture et du Développement Rural, (2018).
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2-6-4- Lutte génétique

La lutte génétique ou la selection variétale est une stratégie de lutte durable. Elle est basée sur la
production de variétés résistantes (Lachenaud et al., 2007). De nombreuses variétés ont montré une
résistance aux agents fongiques responsables de la pourriture brune (Gutiérrez-Lopez et al., 2016).
Plusieurs instituts de recherche sur le cacao ont établi des programmes de multiplication en
sélectionnant des variétés dans les conditions locales qui résistent aux souches locales du genre
Phytophthora. En Afrique de 1’Ouest, des clones et hybrides de la collection Pound tels que I’'IMC
(Iquitos Mixed Calabacillos) 47, le SNK (Sélection de Nkoemvone) 413, le SCA (Scavina) 6, le
SCA (Scavina) 12 et le P (Pound) 7 et le PA (Parinari) 150 présentent une bonne résistance aux
espéces Phytophthora megakarya et Phytophthora palmivora (Nayadanu et al., 2012). Thevenin
et al. (2012) ont établi que le cluster génétique guyanais est une source importante de résistance a
cette espece. Cinquante-neuf de ces clones étaient aussi plus résistants a 1’espéce Phytophthora
palmivora que SCA 6, qui a été utilise comme témoin résistant. Une résistance a 1’espéce
Phytophthora megakarya a été également trouvée chez des cacaoyers sauvages collecté en Guyane

francaise (Motamayor et al., 2008 ; Paulin et al., 2010).

Les cabosses sont les principaux organes d’importance économiques du cacaoyer. Les attaques des
cabosses au champ est considérée comme le meilleur critere pour évaluer la résistance d’un clone
de cacaoyer a la pourriture brune (Efombagn et al., 2006 ; Efombagn et al., 2013). Cependant, la
longue période de développement du cacaoyer avant la production des cabosses nécessite des
méthodes alternatives pour évaluer la résistance. La corrélation positive établie au champ, entre la
résistance des feuilles et celle des cabosses a la pourriture brune, a été donc utilisée pour faciliter
et accélérer la sélection de génotypes résistants au genre Phytophthora spp. (Tahi et al., 2006 a;
2006 b; 2007). Les méthodes de sélection artificielle ont pris en compte 1’inoculation des cabosses
détachées ou non, I’inoculation des disques foliaires et I’inoculation des jeunes plantes. Toutes ces
méthodes présentent des avantages et des inconvénients. Parfois, la résistance a la pourriture brune
des cabosses ne correspond pas a la résistance au chancre des tiges (N'Goran & Eskes, 2006 ;
Akrofi, 2015).
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2-6-5- Lutte biologique

La lutte biologique a été définie comme étant une condition ou une pratique par laquelle la survie
ou I’activité d’un pathogene est réduite a travers l'usage de tout autre organisme vivant autre que
I'hnomme, avec pour résultat la réduction de I'incidence de la maladie (Mpika, 2010). Cook et Baker
(1984), I’ont défini comme la réduction de la densité d’inoculum ou des activités productrices de
la maladie, d’un pathogéne dans son stade actif ou dormant par un ou plusieurs organismes. Elle
peut étre accomplie naturellement a travers la manipulation de I’environnement mais aussi par
I’introduction massive d’un ou plusieurs antagonistes. Les antagonistes sont des agents de lutte
biologique qui agissent en réduisant I’inoculum et/ou en interférant avec une ou plusieurs étapes
du cycle infectieux du pathogeéne. L’antagonisme microbien désigne la somme des influences
défavorables qu’un microorganisme saprophyte bien choisi exerce a 1’encontre d’un pathogene.
Les processus d’antagonisme se manifestent fréquemment par la compétition pour les éléments
nutritifs indispensables a la croissance, par 1’antibiose (phénoméne d’inhibition d’un
microorganisme par une substance inhibitrice ou toxique produite par un autre microorganisme),
par I’induction de résistance systémique chez la plante héte, par le parasitisme et par la diminution

de I’agressivité du pathogéne ou d’autres formes particuliéres d’interférence (Akrofi, 2015).

Plusieurs microorganismes dont des champignons et des bactéries isolés antagonistes de P.
palmivora ont été identifiés (ten Hoopen et al., 2011 ; Masanto et al., 2020). Par exemple, les
bactéries Pseudomonas putida biotype A, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spinosa,
Burkholderia gladioli, Burkholderia sp., Bacillus sphaericus, Bacillus polymyxa et Serratia
marcescens ont été antagonistes de Phytophthora palmivora dans des expériences in vitro (de
Souza et al., 2003 ; Macagnan et al,, 2006 ; Tran et al., 2007 ; Hanada et al., 2009; Mpika et al.,
2009 ; Melnick et al., 2011 ; Alsultan et al., 2019 ; Masanto et al., 2020). Des essais de lutte
biologique réalisés au Cameroun, avec la souche fongique Trichoderma asperellum, ont donnée

des résultats prometteurs, mais pas aussi efficace que le contréle chimique (Tondje et al., 2007).

Cette souche a présenté des activités mycoparasitaires contre les especes phytopathogénes
Phytophthora capsici, Phytophthora citrophthora et Phytophthora palmivora. En outre,
Trichoderma a aussi montré in vitro des activités substantielles de laminarinase et de cellulase deux

enzymes qui peuvent nuire aux parois cellulaires de Phytophthora spp. (Tondje et al., 2007).
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Les effets fongicides de trois especes de champignons endophytes (Colletotrichum
gloeosporioides, Clonostachys rosea et Botryosphaeria ribis) dans la lutte contre les genres
Moniliophthora spp., et Phytophthora spp, ont été évalués au Panama. Le résultat a montré une
baisse significative de la pourriture des cabosses due au genre Phytophthora spp., suite a un
traitement avec 1’espece Colletotrichum gloeosporioides. Par ailleurs, il a été également observé
une réduction de I’incidence des lésions sporulantes induites par 1’espéce Moniliophthora roreri

aprées un traitement avec 1’espéce Clonostachys rosea (Méija et al., 2008; Hanada et al., 2010).

Plusieurs substances naturelles, dont des extraits de plantes et des composés bioactifs produits par
des microorganismes, ont été évaluées pour le contrdle de Phytophthora sur le cacaoyer (Widmer
& Laurent, 2006). Ainsi, des études ont montré que les extraits de feuilles de romarin (Rosmarinus
officinalis) et de lavande (Lavandula officinalis) réduisaient la germination des zoospores des
especes Phytophthora capsici, Phytophthora megakarya et Phytophthora palmivora (Widmer &
Laurent, 2006). Selon ces auteurs, ces extraits de romarin contiennent de 1’acide caféique, de
I’acide rosmarinique ou leurs dérivés, qui pourraient digérer ou inhiber les zoospores de
Phytophthora spp (Widmer & Laurent, 2006).
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Chapitre 3 : Généralités sur les bactéries endophytes

3-1- Diversité microbienne du sol

Le sol est une entité naturelle vivante et dynamique a la surface de la terre (Faugier, 2010). 1l est
le support d’une large proportion de la biodiversité terrestre. Il héberge en effet une grande diversité
de macroorganismes et de microorganismes vivant en interaction continue (plantes, vers,
nématodes, acariens, protozoaires, algues, champignons, bactéries, archaea, etc...) (Roger &
Garcia, 2001 ; Faugier, 2010). On estime qu’il y a pour un gramme (1g) de sol, entre 10%° et 10!
bactéries regroupées entre 6000 et 50 000 especes et jusqu’a 200 m d’hyphes fongiques (Curtis et
al., 2002 ; Horner-Devine et al., 2003 ; Leake et al., 2004). Cependant, cette forte richesse
specifique ne refléte pas exactement la richesse fonctionnelle du sol (Gamfeldt et al., 2008 ; Flynn
et al., 2009). Des études ont montré que 80 % des cellules bactériennes du sol sont en dormance
lorsque les conditions ambiantes ne leur sont pas favorables (Bever et al., 2012). Les
microorganismes sont fortement impliqués dans de nombreuses fonctions d’intéréts. Par exemple,
les cycles du carbone et de 1’azote, la biodisponibilité des éléments nutritifs, la dégradation de
polluants organiques, la rétention des meétaux lourds, etc... (Maron et al., 2011 ; Ranjard et al.,
2017 ; Terrat et al., 2018).

3-2- Rhizosphére

La rhizosphére est la partie du sol influencée par la présence de la racine. On distingue en général
trois zones dans la rhizosphére: la rhizosphére au sens stricte, mince couche de sol qui adhere
fortement a la racine. Mais qui peut en étre détachée par lavage et agitation modérée dans I'eau. Le
rhizoplan, dont la microflore est extraite par une agitation vigoureuse des racines déja traitées.
L’endorhizosphére représentée par les espaces intercellulaires du cortex colonisés par les
microorganismes.

Dans la rhizosphere, la microflore est profondément modifiée sous I'effet des exsudats racinaires,
des résidus cellulaires. Ainsi que des actions de la racine sur I'environnement (modification des
conditions d'oxygeénation, de concentration saline, etc...). En retour, I'activité des microorganismes
est importante pour la plante a travers la mise a disposition ou compétition pour les éléments
nutritifs et 1’action sur la morphologie de la racine. C'est I'ensemble de ces interactions qui est
appele "effet rhizosphére™. C’est un environnement écologique dynamique ou les microorganismes

et les plantes interagissent pour 1’exploitation des micro et macronutriments du sol. Les diverses
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interactions biotiques et abiotiques qui ont lieu au sein de la rhizosphere, en font un milieu

complexe et structuré (Roger & Garcia, 2001 ; Barea et al., 2005 ; Gholami et al., 2012).
3-3- Bactéries endophytes

Les bactéries endophytes sont des bactéries présentes dans les tissus des plantes. Elles sont connues
depuis plus d’un siecle. En 1926, la croissance endophytique a été reconnue comme un stade
particulier de la vie de certaines rhizobactéries. Elle a été décrite comme un stade avance d'infection
ayant une relation étroite avec la symbiose mutualiste (Sgrensen & Sessitsch, 2006). Plus tard, les
endophytes ont été définis comme des microorganismes qui pouvaient étre isolés d'organes
végetaux stérilisés en surface (Serensen & Sessitsch, 2006). En agronomie, ce concept a été élargi
pour englober toutes les bactéries qui peuvent étre isolées des tissus végétaux (racines, tiges,
feuilles, fleurs, nodosités etc...) stérilisés en surface et ne nuisent pas visiblement aux plantes hotes
(Hallmann et al., 1997).

Les bactéries endophytes sont divisées en deux grands groupes : les bactéries endophytes
symbiotiques et les bactéries endophytes associées. Les bactéries endophytes symbiotiques vivent
dans I’espace intracellulaire. Elles vivent dans ce cas dans des structures particulieres appelées
nodosités. C’est 1’exemple de la symbiose légumineuse-Rhizobium. Quant aux bactéries
endophytes associées, elles vivent dans I’espace intercellulaire des tissus végétaux. Celles-ci sont
initialement présentes dans le rhizoplan et migrent ensuite a I’intérieur de la plante ou elles nichent
dans I’espace intercellulaire. Ces bactéries sont également qualifiées de fixatrices d’azote non
symbiotiques (Tilak et al., 2005 ; Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006).

Ces bactéries endophytes proviennent souvent du sol. Elles infectent initialement la plante héte en
colonisant par exemple, les fissures formées dans les jonctions radiculaires latérales, puis se
propagent rapidement aux espaces intercellulaires de la racine (Chi et al., 2005). Les fissures
radiculaires sont reconnues comme les principaux ‘'points chauds " de la colonisation bactérienne
(Serensen & Sessitsch, 2006), bien qu'il existe d'autres portails d'entrée dans la plante. Par exemple,
les blessures causées par des phytopathogenes microbiens ou des nématodes, ou les stomates

présents dans le tissu foliaire (McCully, 2005).
3-3-1- Bactéries endophytes symbiotiques

Les bactéries endophytes symbiotiques fixent indirectement I'azote moléculaire (N2) et le mettent

a profit des plantes hotes comme illustrés par la célébre symbiose légumineuse-rhizobium (Jordan,
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1984). Celles-ci incluent toutes les genres de bactéies fixatrices d’azote capables d’établir une
relation & bénéfice réciproque avec la plante héte. La plante hote offre au microorganisme une
niche écologique idéale par la formation d’une structure hautement spécifique appelée nodosité.
Le microorganisme en retour fournit de 1’azote a la plante (Jordan, 1984). Deux groupes de
bactéries fixatrices d'azote ont été étudiés de maniére approfondie, a savoir Frankia et Rhizobia
(Saharan & Nehra, 2011).

3-3-1-1- Genre Frankia

Les bactéries du genre Frankia sont des Actinobactéries filamenteuses, a Gram positf, fixatrices
d'azote que I'on trouve dans le sol et en associations symbiotiques avec les plantes actinorhiziennes
(Rehan et al., 2016). Les Actinobactéries sont définies phylogénétiquement comme un taxon ayant
un pourcentage élevé en bases G et C (haut G+C %) du phylum des bactéries a Gram positif : les
Actinomycetes (Sen et al., 2014). Ces Actinomyceétes forment des nodules racinaires (actinorhizes)
sur plus de 280 espéces de plantes ligneuses de 8 familles différentes (Rehan et al., 2016). Ils fixent
'azote en convertissant 1’azote atmosphérique en ammoniaque biologiquement utile et fournissent
ainsi aux plantes hotes une source d'azote réduite. Cette symbiose est trés proche de celle établie
par les rhizobia et les Iégumineuses en termes d'évolution, de structure et de fonction (Provorov et
al. 2002). Mais elle reste encore moins bien comprise. Les especes végeétales des genres Alnus et
Casuarina sont reconnues pour leur capacité a former une symbiose effective avec les Frankia
(Eugenia et al., 2011 ; Gtari et al., 2014).

3-3-1-2- Rhizobia

D’une maniere générale, les rhizobia sont des bactéries fixatrices d'azote qui forment des nodules
racinaires avec les légumineuses (Mendoza-Suarez et al., 2020). Ils appartiennent a la famille des
Rhizobiaceae (Jordan, 1984). Des changements considérables ont affecté leur statut taxonomique
durant ces dernieres décennies. Sahgal & Johri (2003), ont publié le statut réarrangé de la taxo-
nomie des Rhizobia en se basant sur I'approche polyphasique et ont identifié 36 especes réparties
en sept genres dont: Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Methylo-
bacterium, Rhizobium et Sinorhizobium. Aujourd’hui le groupe des Rhizobia compte plus de 120
espéces reparties en 18 genres (Gonzélez et al., 2019) dont 10 genres de la classe des a-
protéobactéries  (Rhizobium, Mezorhizobium, Ensifer (Sinorhizobium), Bradyrhizobium,

Phyllobacterium, Micro-virga, Azorhizobium, Ocrhobactrum, Methylobacterium, Devosia,
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Shinella), 2 genres de la classe des B-protéobactéries (Burkholderia, Cupriavidus (Ralstonia)) et
certaines y-protéobactéries dont Pseudomonas sp (Wolde-meskel et al., 2005 ; Berrada & Fikri-
Benbrahim, 2014).

3-3-1-2-1- Rhizobium sp.

Les bactéries du genre Rhizobium se présentent au microscope sous la forme de bacilles a Gram
négatif de longueur allant de 0,5 &4 0,9 um et de largeur variant de 1,2 a 3,0 um. Généralement, elles
sont mobiles quand elles sont jeunes grace a quelques flagelles péritriches, polaires ou subpolaires
(Belay & Assefa, 2011). Les cellules plus agées comportent un ou plusieurs granules réfringents
de poly-B-hydroxybutyrate (PHB). Le genre Rhizobium forme des colonies incolores, blanches ou
de couleur creme sur le milieu YEM (mannitol extrait de levure). Quelgues souches sont roses. Le
genre Rhizobium a un temps de génération de 2 a 4 heures, et forme des colonies de 2 a 4 mm de

diametre en 3 & 4 jours sur milieu gélosé.
3-3-1-2-2- Bradyrhizobium sp.

Les especes du genre Bradyrhizobium sont des bacilles Gram négatif ayant un seul flagelle
subpolaire ou polaire. Comme d'autres rhizobiums, ils ont la capacité de fixer et convertir l'azote
atmosphérique en des formes disponibles faciles a utiliser pour les plantes. lls se développent
lentement contrairement aux espéces du genre Rhizobium, qui sont considérées comme des
rhizobiums a croissance rapide. Dans un bouillon liquide, il faut 3 a 5 jours a Bradyrhizobium pour
créer une turbidité modérée et 6 a 8 heures pour doubler la taille de la population. Ils tendent a se
développer mieux avec des pentoses comme source de carbone (Somasegaran, 1994). Certaines
études indiquent que la co-inoculation du genre Bradyrhizobium et de certaines rhizobactéries
promotrices de la croissance des plantes peut influencer positivement la fixation symbiotique de
I'azote en augmentant le nombre ou la masse des nodosités, le poids sec des nodules, le rendement
de la production, la disponibilité des nutriments et I'augmentation de I'activité nitrogénase (Son et
al., 2006).

3-3-2- Diversité des bactéries endophytes associatives

L’étude de la diversité des bactéries endophytes associatives suscite d’énormes intéréts. Elles sont
désignées comme bactéries du future dans le domaine agricole (Seghers et al., 2004). De nombreux
travaux de recherche ont révélé qu’il y a une grande diversité de bactéries endophytes appartenant
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a différentes classes a savoir les a-Protéobactéries représenté par le genre Azospirilium sp., les B-
Protéobactéries dont les genres Burkholderia sp. et Herbaspirilium sp. (Pedrosa et al., 2011), les
y-Protéobactéries principalement le genre Pseudomonas sp. Les firmicutes comprennent
principalement les genres Bacillus sp. et Clostridium sp. et les bactérioidétes notamment le groupe

des Actinomycetes avec le genre Streptomyces (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006).
3-3-2-1- Azotobacter sp.

La famille des Azotobacteriaceae comprend deux genres (Cinnadurai et al., 2013) a savoir,
Azomonas (non kystique) avec trois especes (A. agilis, A. insignis et A. macrocytogenes) et
Azotobacter (formant des kystes) avec 6 especes (Tchan, 1984) dont A. chroococcum, A. vinelandii,
A. beijerinckii, A. nigricans, A. armeniacus et A. Paspali. Azotobacter est généralement considéré
comme un fixateur libre d'azote en aérobie. Des recherches prouvent que l'application
d'Azotobacter améliore le rendement des graminées annuelles et pérennes (Gholami et al., 2009).
Les souches d'Azotobacter pourraient affecter la germination des graines et la croissance des
plantules (Gholami et al., 2009).

3-3-2-2- Azospirillum sp.

Depuis 1970, des souches du genre Azospirillum ont été isolées et utilisées comme biofertilisants
(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000 ; Lin et al., 2009). A ce jour, le genre Azospirillum compte 17
espéces (Young et al., 2015 ; Haiyambo & Chimwamurombe, 2018) dont A. lipoferum, A.
amazonense, A. brasilense, A. canadense, A. doebereinerae, A. fermentarium, A. formosense, A.
halopraeferens, A. humicireducens), A. irakense, A. largimobile, A. melinis, A. oryzae, A. picis, A.
rugosum, A. thiophilum et A. zeae (Young et al., 2008 ; Lavrinenko et al., 2010 ; Lin et al., 2012 ;
Lin et al., 2013 ; Zhou et al., 2013 ; Mehnaz, 2015). Les bactéries du genre Azospirillum sont de
Gram négatif fixatrices d’azote (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

3-3-2-3- Acetobacter sp.

Le genre Acetobacter comprend 16 especes divisées en deux groupes phylogénétiques. Le premier
groupe comprend 11 especes dont A. aceti, A. orleanensis, A. estunensis, A. indonesiensis, A.
tropicalis, A. cibinongensis, A. orientalis, A. cerevisiae, A. malorum, A. oeni et A. nitrogenifigens.
Le deuxieme groupe comprend cing especes dont A. pasteurianus, A. peroxydans, A. pomorum, A.
lovaniensis et A. syzygii (Cleenwerck et al., 2009 ; Lisdiyanti et al. 2002 ; Yamada & Yukphan,

2008). Les bacteéries du genre Acetobacter peuvent fixer I’azote moléculaire et le rendre utilisable
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pour la plante. Elles sont largement utilisées pour la biofertilisation de la canne a sucre en Inde
(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). Elles sont aussi utilisées dans la production industrielle du
vinaigre en raison de leur grande capacité a oxyder I'éthanol en acide acétique et leur haute
résistance a l'acide acétique libéré dans le milieu fermentaire (Andrés-Barrao et al., 2013 ; Gomes
etal., 2018).

3-3-2-4- Azoarcus sp.

Le genre Azoarcus, abrite principalement des B-protéobactéries fixatrices d'azote (Reinhold-Hurek
etal., 2006 ; Krause et al., 2017). Ce genre comprend huit especes reconnues, a savoir A. indigens,
A. communis, A. tolulyticus, A. evansii, A. anaerobius, A. toluclasticus, A. toluvorans et A. buckelii
(Chen et al., 2013). Ces especes ont été isolées des tiges, des racines, des sédiments aquiferes, des
sols contaminés par le pétrole, et des boues d'épuration. Ce qui indique que les membres de ce
genre sont largement répartis dans divers environnements. Ce sont des bactéries a Gram négatif
(Reinhold-Hurek et al., 2006).

3-3-2-5- Bacillus sp.

Le genre Bacillus appartient a la famille des Bacillaceae. Il se distingue des autres représentants
de la famille par de nombreux caractéres. Ce sont des bacilles a Gram positif a extrémités carrées
ou arrondies, de taille variable (0,5 a 1,2 um de diamétre et une longueur de 2,5 a 10 um), capables
de produire des endospores (forme de résistance et critére important sur le plan taxonomique du
genre Bacillus). Ces bactéries sont parfois aéroanaérobies ou aérobies strictes et mobiles grace a
une ciliature péritriche sauf chez Bacillus anthracis. Elles possedent une catalase trés active et se
cultivent facilement sur milieu ordinaire (Garrity et al., 2005). Généralement résistantes a de fortes
températures (Melnick et al., 2011), les bactéries du genre Bacillus sp. sont capables de produire
divers antibiotiques. A cet effet, ces bactéries sont sollicitées dans le biocontréle des maladies de
nombreuses plantes (Khan et al., 2018). Le genre Bacillus sp. est capable de fixer 1’azote
atmosphérique, produire des phytohormones, solubiliser le phosphate et décontaminer les sols

pollués par les métaux lourds et toxiques (Khan et al., 2012).
3-3-2-6- Pseudomonas sp.

Ce sont des bactéries a Gram négatif, non-sporulées, aérobies strictes et susceptibles de fixer 1’azote
a I’état libre ou en association avec les plantes (Beell-Perkins & lynch, 2002). Les espéces de
Pseudomonas fluorescentes ont un grand pouvoir de chélation du fer et peuvent rendre I’ion
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ferrique inaccessible aux autres microorganismes. Elles peuvent reconnaitre et utiliser les
sidérophores produits par d’autres souches, alors que ces dernieres ne sont pas capables d’utiliser
les sidérophores qu’elles produisent (Mercado-Blanco & Bakker, 2007). Pseudomonas sp. produit
des molécules d’antibiotiques (Heydari et al., 2008) et des phytohormones (Sandhya et al., 2009).
Ces bactéries sont capables de déclencher la tolérance systémique induite (TSI) chez la plante vis-
a-vis de facteurs abiotiques tels que la sécheresse, la salinité et les métaux lourds (Yang et al.,
2009). Le genre Pseudomonas sp. est aussi tres sollicité en biostimulation, en biocontréle et en
biorémédiation (William & Daniel., 2009).

3-3-2-7- Actinomycétes

Les Actinomycétes sont en fait des bactéries a Gram positif & structure vegétative de type my-
célien. lls présentent des similitudes avec les Eubactéries et les champignons. Les Actinomycetes
se rapprochent morphologiquement des champignons par la formation de mycélium, souvent aérien
et de conidies. Ils sont aussi caractérisés par I'absence en culture de la turbidité caractéristique des
bactéries et la formation d'amas de cellules. 1ls ont un taux de croissance généralement cubique et
non exponentiel comme chez les Bactéries. Toutefois, les analogies entre les champignons et les
Actinomycetes sont en fait une convergence de forme plut6t que d'une parenté génétique en raison
de la structure procaryote des Actinomycétes alors que les Champignons ont une structure euca-
ryote (Roger & Garcia, 2001). Ces bactéries ont la capacité de produire divers antibiotiques. D’ou
leurs importances en industrie pharmaceutique et en agriculture (Kumar et al., 2010). Beaucoup
d’antibiotiques couramment utilisés comme 1’érythromycine, la streptomycine, la rifamycine et la
gentamycine sont tous des molécules biologiques ou produits naturels isolés des bactéries
Actinomycetes (Jeffrey, 2008). Les genres Streptomyces et Micromonospora sont les deux grands
groupes majeurs des Actinomycetes isolés du sol. Le genre Streptomyces produits 80 % des
antibiotiques (Ariffuzzaman et al., 2010).

3-3-2-8- Clostridium sp.

Ce sont des bactéries a Gram positif, anaérobies strictes non sporulées ayant la capacité de fixer
I’azote atmosphérique au profit de la plante hote (Tilak et al., 2005). Bien que certaines especes
comme Clostridium difficile soient trés pathogénes pour ’homme, d’autres espéces par contre
comme Clostridium thermoaceticum sont bénéfiques en agriculture, car elles peuvent réduire le

nitrate par le phénomene de la respiration (Alexander et al., 1999). Clostridium pasteurianum est
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utilisé pour réduire le sélénite ou le sélénate, tous présents dans la nappe phréatique et toxiques
pour les organismes vivants, en élément solide sélénium (Yanke et al., 1995). Les Clostridium sp.
sont largement exploitées dans le domaine agricole et environnemental comme agents de

biocontrole et de biorémédiation.
3-3-2-9- Rhizobiaceae

Certaines bactéries endophytes symbiotiques peuvent se comporter autrement, en migrant dans les
espaces intercellulaires et y demeurer comme des bactéries endophytes associatives chez des
plantes non-légumineuses. C’est le cas des genres Rhizobium, Bradyrhizobium (Chantreuil et al.,
2000), Azorhizobium (Engelhard et al., 2000), Methylobacterium (Aaradjo et al., 2002) et
Sinorhizobium (Reiter et al., 2003).

3-3-3- Effets bénéfiques des endophytes sur la plante

Les bactéries endophytes exercent des effets bénéfiques sur la croissance végétale par des
mécanismes d’actions directs ou indirects. Les mécanismes indirects sont, en général, ceux qui se
produisent en dehors de la plante, tandis que les mécanismes directs sont ceux qui se produisent a
I’intérieur de la plante et affectent directement son métabolisme. Ces mécanismes pouvant étre
actifs simultanément ou séquentiellement a différentes étapes de la croissance des plantes sont : la
biofertilisation par la solubilisation des phosphates, fixation de I'azote et des minéraux nutritifs, la
production de phytohormones telles que l'acide d'indole-3-acétique. L’autre mécanisme bénéfique
des endophytes est le biocontrdle des agents pathogenes ou la répression des microorganismes
pathogénes du sol. Ce mécanisme se fait par la production du cyanure d'hydrogéne, des
sidérophores, des enzymes hydrolytiques glucanase ou chitinase et d’antibiotiques. Par ailleurs, le
biocontréle peut se faire aussi a travers la concurrence pour les nutriments (Gupta et al., 2000).

De plus, les bactéries endophytes peuvent améliorer la résistance des plantes aux stress abiotiques
telles que la salinité, la sécheresse et la toxicité des métaux lourds. Un autre effet bénéfique des
endophytes est la biorémédiation des sols contaminés a travers la dégradation des métaux lourds et

des pesticides.

Sur la base de leurs activites, Somers et al. (2004) ont classé les bactéries endophytes comme des
rhizobactéries promotrices de la croissnce des plantes. Comme des bioremédiateurs capables de
dégrader les polluants organiques et enfin comme des biopesticides ou agents de biocontréle des

maladies des plantes (Jha et al., 2013).
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3-3-3-1- Biofertilisation
3-3-3-1-1- Fixation de I’azote

La fixation biologique de I'azote par les bactéries du sol est considérée comme I'un des principaux
mécanismes par lequel les plantes bénéficient de l'association microbienne. L'azote est un
nutriment essentiel bien connu pour la croissance et le développement des plantes. L'utilisation
d’engrais bio tels que les bactéries fixatrices d’azote peut accroitre la productivité. Elle constitue
une alternative viable qui contribue a réduire la pollution due aux applications d'engrais chimiques,
a préserver I'environnement et a baisser le colt de la production agricole. Ces microorganismes
jouent un réle important dans l'agriculture en favorisant la circulation des éléments nutritifs
(Figueiredo et al., 2007). On désigne par fixation biologique de 1’azote moléculaire (N2) sa
réduction par un complexe enzymatique : la nitrogénase ou complexe nitrogénasique. Ce complexe
métallo-enzymatique qui n’existe que chez les procaryotes est capable de catalyser I’hydrolyse de
la triple liaison N=N et de réduire 1’azote moléculaire N2> en ammoniaque NHz selon la réaction ci-
dessous.

N. + 8H" + 8¢" + 16ATP — 2NH3+ H, + 16 ADP + 16 Pi

Diverses bactéries fixatrices d'azote comme Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Beijerinckia, Derxia, Rhizobium, Enterobacter, Gluconoacetobacter, Herbaspirillum,
Klebsiella, Pseudomonas, et Serratia ont été isolées de la rhizosphere de diverses cultures (Jha et
al., 2013).

3-3-3-1-2- Solubilisation des phosphates

Le phosphore est un des principaux macronutriments essentiels a la croissance et au développement
des plantes. C’est un ¢élément nutritif indispensable et irremplagable pour les besoins vitaux des
plantes (Rfaki et al,. 2014). En effet, il joue un rdle essentiel dans le transfert de I’énergie nécessaire
a la croissance et ’amélioration de la productivité des plantes. Il intervient dans pratiquement tous
les processus métaboliques majeurs de la plante dont la photosynthese, le transfert d'énergie, la
biosynthése des macromolécules, la respiration (Khan et al., 2010) et la fixation de I'azote chez les
légumineuses (Saber et al., 2005).

Les bactéries solubilisant le phosphate colonisent la rhizosphére des plantes et leur nombre varie
en fonction du type de sol (Mohammadi, 2012). Ces bactéries peuvent solubiliser le phosphore des

sources organiques et inorganiques par l'action d'acides organiques et d'enzymes extracellulaires
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qui sont sécrétés dans le sol (Park et al., 2011 ; Baliah et al., 2016 ; Gurikar et al., 2016). Les acides
organiques solubilisent les phosphates minéraux et réduisent le pH du sol (Gomes et al., 2014).
Diverses acides ont été cités dans la littérature a savoir I'acide gluconique (Fankem et al., 2006),
I'acide oxalique, I'acide citrique (Reyes et al., 2001), I'acide lactique (Vyas & Gulati 2009), I'acide
tartrique, I’acide aspartique et les acides propionique, isovalerique, heptonique, caproique,
isocaproique, formique, valérique, succinique, oxalique, oxaloacétique, Malonique (Lopez et al.,
2011).

La solubilisation du phosphate organique est aussi réalisée grace a I’action de différents enzymes
qui sont :

(i) des phosphatases acides non spécifiques, déphosphorylant les liaisons phospho-ester ou
phosphoanhydrure de la matiere organique (Renella et al., 2006 ; Jorquera et al., 2008 ; Nannipieri
etal., 2011) ;

(ii) les phytases, qui causent spécifiquement la libération de phosphore (P) lors de la dégradation
des phytates. Dans sa forme basique, le phytate est la principale source d'inositol et la principale
forme stockée de P dans les graines des plantes et le pollen, il constitue une composante majeure
du phosphore organique dans le sol ;

(iii) les phosphatases et les lyases C-P qui coupent les liaisons carbone-phosphate des
organophosphonates (Rodriguez et al., 2006). En plus des bactéries, des champignons et des
Actinomycetes, des algues telles que les cyanobactéries et les mycorhizes ont également été
signalées pour montrer une activité de solubilisation du phosphore (Sharma et al., 2013).

Les bactéries solubilisant le phosphate ont été largement testées comme inoculum biofertilisant
pour améliorer le rendement des cultures (Karpagam & Nagalakshmi, 2014). Actuellement,
différentes espéces bactériennes comme Azotobacter chroococcum, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Bacillus megaterium, Arthrobacter ilicis, Escherichia coli, Pantoea agglomerans,
Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Microbacterium
laevaniformans et Micrococcus luteus ont été identifiées comme engrais phosphatés (Kumar et al.,
2014).

Les bactéries endophytes solubilisant le phosphate sont plus compétitives que les microorganismes
non endophytes ou facultatifs a I'intérieur de la plante hote puisque l'interaction endophyte-plante
est le résultat d'un processus évolutif qui est controlé par des genes des deux organismes

(Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006). Cependant, la capacité des bactéries endophytes a
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solubiliser les phosphates dans les sols tropicaux et sous-tropicaux n'est pas bien étudiée (de Abreu
etal., 2017).

3-3-3-1-3- Solubilisation du potassium

Le potassium fait partie des trois nutriments essentiels pour la croissance et le développement de
la plante. 1l est impliqué dans de nombreux processus biochimiques et physiologiques chez les
plantes telle que la régulation stomatique (ouverture et fermeture des stomates). Le bon
fonctionnement des stomates est essentiel pour la photosynthése. L'activation des enzymes par le
potassium et son implication dans la production d'adénosine triphosphate (ATP) est importante
dans la régulation du taux de photosynthése. Les sucres produits dans la photosynthése doivent étre
transportés par le phloéme vers d'autres parties de la plante en vue de leur utilisation ou stockage.
Le systeme de transport des plantes utilise de I'énergie sous forme d'ATP. Si le potassium est
insuffisant, moins d'ATP est disponible, et le systeme de transport tombe en panne. Le potassium
joue également un réle majeur dans le transport de I'eau et des nutriments dans la plante par le
xyleme. L'enzyme responsable de la synthese de I'amidon (I'amidon synthétase) est activée par le
potassium (Pettigrew, 2008). Les carences en potassium peuvent entrainer une perte sévere en
termes de rendement et de qualité de la production agricole. 1l est aussi impliqué dans la
conservation durable des cultures, dans la résistance des plantes aux maladies et aux parasites
(Khawilkar & Ramteke, 1993 ; Meena et al., 2015).

La plupart des sols agricoles contiennent de grandes réserves de potassium, dont une partie
considérable a été accumulée a la suite d'applications régulieres des engrais potassiques. La
concentration de potassium dissous dans le sol varie autour de 1 a 2 % et plus de 90 % du potassium
est sous forme de roches insolubles et de minéraux de silicate (mica, muscovite, feldspath,
microcline, orthoclase), indisponibles pour I'absorption des plantes (Parmar & Sindhu, 2013 ;
Parmar et al., 2016). Ainsi, la libération de formes insolubles et fixées de potassium est un aspect
important de l'augmentation et de la disponibilité du potassium des sols. Les microorganismes
solubilisant le potassium peuvent solubiliser les roches potassiques, comme les micas, les illites en
potassium soluble, par la production et I'excrétion d'acides organiques. Le mécanisme de
solubilisation du potassium utilisé par les microorganismes se fait principalement par la production

des acides organiques comme l'acide citrique, lI'acide formique, I'acide malique, I'acide oxalique
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(Sheng, 2005). La solubilisation du potassium se produit par la formation de complexes entre les

acides organiques et les ions métalliques tels que Fe?*, AI®* et Ca®* (Styriakova et al., 2003).

Leur utilisation en tant que biofertilisants en agriculture et protection de I'environnement ont fait
I'objet de recherches récentes (Prajapati & Modi, 2012). L'usage excessive d'engrais inorganiques
peut entrainer une diminution de la qualité du sol et de la pollution environnementale (Lynn et al.,
2013). L'utilisation de bactéries solubilisant le potassium, comme engrais biologique a été suggérée
comme une solution pour améliorer la nutrition des plantes. Certaines bactéries comme Bacillus
sp., Paenibacillus sp., B. mucilaginosus et B. edaphicus ont été capables de dissoudre ce potassium
dans le sol (Prajapati & Modi, 2012 ; Archana, 2013). Ces microorganismes du sol jouent donc un
role essentiel dans le cycle du potassium (Murali et al., 2005 ; Angraini et al., 2016).

3-3-3-1-4- Production des phytohormones

Les phytohormones participent a plusieurs étapes de la croissance et du développement des plantes
telles que 1’élongation et la division cellulaires, la différenciation tissulaire et la dominance apicale
sont régulées par des hormones. De nombreuses phytohormones sont produites par les
rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes. Le rdle de la biosynthese de ces
phytohormones par ces microorganismes ne soit pas entierement compris. Cependant, il est a noter
que les mécanismes directs des rhizobactéries promotrices sur la croissance des plantes sont liés a
la production des hormones de croissance. Ces hormones sont principalement les auxines, les
cytokinines, les acides gibbérelliques. Ces bactérient entrainent aussi l'abaissement du taux

d'éthyléne chez la plante (Lucy et al., 2004 ; Tiwari et al., 2017).
3-3-3-2- Mécanismes de biocontrole

Le biocontrdle est ’ensemble des méthodes de protection des cultures basées sur 1’utilisation des
substances naturelles ou d’organismes vivants : champignons, bactéries ou virus, plantes et
macroorganismes (Cathelin, 2016). De nombreuses recherches ont été faites sur les bactéries des
genres (Bacillus et Pseudomonas et Agrobacterium) communément présentes dans la rhizosphére
ou chez les plantes en tant qu’endophytes et possédant une grande importance dans le contréle
biologique des maladies liées au sol. Ces rhizobactéries ont la capacité de produire de nombreux
antibiotiques (Raaijmakers et al., 2002). Ces bactéries sont largement exploitées en biocontrdle
comme biopesticides (Haas & Defago, 2005). Les modes d"action des agents microbiens dans le

biocontrdle ne sont pas toujours bien connus et peuvent varier pour un microorganisme donne a un
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autre en fonction du pathosysteme sur lequel ils sont appliqués. Mais de nombreux exemples

décrivant un ou plusieurs mécanismes responsables de la réduction de la maladie sont disponibles.
3-3-3-2-1- Competition pour |"espace et les nutriments

Les deux principales ressources nécessaires a la survie microbienne sont les nutriments et I'espace

(Ghoul & Mitri, 2016). Les nutriments essentiels a la croissance microbienne et aux fonctions
métaboliques comprennent: le carbone, I'azote, le phosphore, le soufre, I'nydrogéne, le calcium, le
fer et d'autres métaux (Kehl-Fie & Skaar, 2010). Les concentrations de ressources varieront selon
I’environnement, de sorte que les microorganismes seront en compétition pour les composants
limités. A mesure qu'ils se développent et produisent plus de biomasse, les groupes microbiens
colonisent I'espace et rivalisent avec d'autres pour les nutriments (Ghoul & Mitri, 2016). Les
microorganismes peuvent rivaliser pour les ressources énumérées ci-dessus de deux manieres: (i)
indirectement par le biais de la concurrence d'exploitation, qui se produit par la consommation de
ressources (concurrence passive) et (ii) directement par biocontrdles, ou les cellules individuelles
s'endommagent mutuellement par la production de substances chimiques (Ghoul & Mitri, 2016).
Ces substances chimiques peuvent étre des enzymes digestives, des sidérophores ou des
antibiotiques (MacLean & Gudelj, 2006 ; MacLean, 2007).

Un autre aspect important de la compétitivité d'une bactérie antagoniste est sa capacité a persister
et a proliférer. Cependant, il est souvent difficile de prédire le comportement d'une bactérie dans
I'environnement. La persistance d'une bactérie dans le sol peut étre influencée par un certain
nombre de facteurs biotiques et abiotiques, notamment la composition du sol, la température et la

présence de prédateurs (Bashan et al., 1995).

3-3-3-2-2- Antibiose et parasitisme

L"antibiose est probablement le mécanisme le plus connu et peut-étre le plus important utilisé par
les rhizobactéries bénéfiques et les bactéries endohytes pour limiter I"invasion de pathogénes dans
les tissus de la plante hote (Ghoul & Mitri, 2016). Il consiste en une inhibition directe de la
croissance du pathogéne via la production de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou
antibiotiques. Certaines bactéries agents de lutte biologique peuvent produire des enzymes
digestives telles que les chitinases, les glucanases, les protéases et les lipases pouvant lyser les
cellules fongiques (Diggle et al., 2007 ; Rendueles & Ghigo, 2012). Les souches de B. subtilis

produisent plusieurs métabolites antifongiques tels que: la zwittermycine-A, la kanosamine, des
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lipopeptides des familles de la surfactine, de l'iturine et de la fengycine (Rehman et al., 2005) et
des enzymes hydrolytiques (B-1,3-glucanase) qui peuvent dégrader les parois cellulaires fongiques
(Leelasuphakul et al., 2006).

Le parasitisme est une symbiose antagoniste entre des organismes taxonomiquement différents. Il
impliquet une union physique permanente ou temporaire entre ceux-ci (Elad, 1995). Chez les
champignons, le parasitisme est généralement appelé mycoparasitisme et est commun a tous les
groupes de champignons, depuis les simples chytrides jusqu'aux basidiomyceétes supérieurs (Baker,
1987). Le phénomene de mycoparasitisme a éte signalé pour la premiere fois par Weinling, qui a
observé la nature parasitaire de Trichoderma lignorum sur plusieurs agents pathogénes des plantes,
notamment Rhizoctania solani, Phytophthora parasitica, Pythium spp. et Sclerotium ralfsii (Baker,
1987).

3-3-3-2-3- Production des composés volatiles

Certaines rhizobactéries produisent des substances volatiles inhibitrices des agents pathogénes. Les
substances les plus connues sont I’ammoniaque et I’acide cyanhydrique. L’inhibition in vitro de
Pythium par Enterobacter cloacae est due a la production de I’ammoniaque. Il est produit comme
un intermeédiaire du catabolisme des acides aminés des exsudats racinaires assimilés par la bactérie
(Heydari et al., 2008). Le cyanure en général est synthétisé par les bactéries par la voie de
décarboxylation oxydative en utilisant la glycine, le glutamate ou la méthionine comme
précurseurs. Son role est d’éviter la prédation ou la compétition. Le cyanure joue un réle dans la
lutte biologique contre les mauvaises herbes (Heydari et al., 2008). La production de cyanure est
fréquente chez les bactéries du genre Bacillus (50%) dans le sol rhizosphérique (Heydari et al.,
2008). D’autres composés volatiles comme le 2,3-butanediol et l'acétone libérés par des
rhizobactéries bénéfiques entrainent une amélioration appréciable de la croissance de la plante en

induisant sa résistance aux maladies (Ryu et al., 2003).
3-3-3-2-4- Résistance Systémique Induite (RSI)

La résistance systemique induite (RSI) se met en place apres interaction avec des microorganismes
non pathogénes voire bénéfiques comme certains mycorhizes ou des rhizobactéries (Soler et al.,
2012). Ces microorganismes endophytes (qui s’établissent dans le systéme racinaire de la plante)
I’aident non seulement a se protéger contre des pathogenes potentiels mais stimulent souvent la

croissance de la plante (Lugtenberg & Kamilova, 2009). La RSI se caractérise par une voie de
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signalisation dépendant de 1’acide jasmonique, dont le dérivé actif principal est le méthyl-
jasmonate (composant principal de 1’arome du Jasmin). Diverses autres molécules jouent
également ce réle de signal chez la plante comme le peroxyde d’hydrogéne qui a aussi un role
direct de défense en raison de sa toxicité pour les bioagresseurs. En milieu naturel, un ajustement
fin entre les diverses voies de signalisation s’établit en permanence en fonction des variations du
milieu et des contraintes subies par les plantes. Différents auteurs ont démontré I’induction de RSI
en laboratoire soit par application directe de méthyl-jasmonate soit aprés mycorhization des plants
pour la banane ou la tomate (Elsen et al., 2008 ; Vos et al., 2011). Ces défenses naturelles non
specifiques pourraient donc bien contribuer a une gestion alternative des bioagresseurs dans des
systemes de production plus écologiques (Pozo & Azcon-Aguilar, 2007).

3-3-3-2-5- Production d’enzymes digestives des parois fongiques

La production d’enzymes digestives qui dégradent les parois cellulaires fongiques est fréquemment
impliquée dans les attaques des champignons phytopathogenes (Ghoul & Mitri, 2016). La lyse des
parois cellulaires, par les enzymes digestives excrétées par les bactéries endophytes ou les
rhizobactéries est une fonction bien connue du mycoparasitisme. La chitinase, la $-1,3 glucanase
et la cellulase sont d’importantes enzymes spécialement connues dans le contréle fongique, pour
leurs propriétés dégradantes des parois cellulaires contenant la chitine, le B-1-6 glucane et les ponts
glucosidiques. Les microorganismes qui produisent la chitinase ont été rapportés comme des agents
efficaces de biocontrdle (Ghoul & Mitri, 2016).

3-3-3-3- Bioremeédiation des sols par les bactéries endophytes

La bioremédiation est 1’utilisation naturelle des organismes ou de microorganismes vivant pour
neutraliser des polluants sur des sites contaminés par des substances toxiques (Govarthanan et al.
2015). Certains microorganismes ont la capacité de destruction ou de séquestration des polluants.
IIs offrent ’avantage de préserver les propriétés biologiques et fonctionnelles des sols (Técher,
2011). Les métaux lourds sont un risque majeur de santé humaine dd a leur cytotoxicité, leur
mutageénicité et leur cancérogénicité (Lim & Schoenung, 2010). Les sols pollués peuvent étre aussi
restaurés par I’usage des plantes, cela est appelé la phytoremédiation. La phytoremédiation est une
technique éco-favorable rentable qui retient actuellement une attention considérable (Glick, 2010).
L'usage synergétique des plantes et des bactéries a été avantageux pour la décontamination des sols

métalliféres (Singh et al., 2009). La libération de 1’acide 5-cetogluconique par la bactérie diazo-
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trophe endophyte Gluconacetobacter diazotrophicus dissout plusieurs sources de zinc (oxydes de
zinc, carbonate de zinc et phosphate de zinc) et le rend disponible pour la plante (Saravanan et al.,
2007). Madhaiyan et al. (2007) ont rapporté que 1’inoculation des plantes de tomates avec les
bactéries endophytes, Magnaporthe oryzae et Burkholderia sp. a amélioré non seulement leur
croissance mais a réduit aussi I’accumulation du cadmium et du nickel dans les organes (racines et
les tiges) et aussi leur disponibilité dans le sol. Les bactéries des genres Pseudomonas et Bacillus
sont par exemple connus pour leurs capacités a métaboliser une grande variété d’hydrocarbures
aromatiques (le toluene, le m-xylene, le naphtaléne et le phénanthrene) avec un nombre restreint
d’enzymes, sans exposition préalable aux polluants (Rochelle et al., 2005 ; Rojo, 2010). Les
Sphingomonas sont également étudiés pour le catabolisme de molécules cycliques de type
diphényle (substitué¢ ou non), organochlorés, dioxines, cestradiol, ainsi que différents pesticides
(Basta et al., 2005). Les bactéries endophytes ont la capacité d'améliorer la croissance des plantes
en produisant non seulement des substances favorisant leur croissance, mais aussi en permettant la
biorestauration des sols contaminés par les métaux lourds (Zhang et al. 2011 b; Govarthanan et al.,
2016).

3-3-4- Biopesticides
3-3-4-1- Definition

Les biopesticides ou agents de lutte biologique, peuvent étre définis comme des produits
phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou I'un de ses dérivés. Ce sont des
organismes vivants ou des produits issus de ces organismes ayant la particularité de supprimer ou
limiter les ennemis des cultures (Deravel et al., 2014 ; Senthil-Nathan, 2015). De nos jours, ils sont
classés en trois grandes catégories selon leur origine (microbienne, végétale ou animale) et
présentent de nombreux avantages.

Certains biopesticides microbiens peuvent étre constitués de bactéries, de champignons, de virus
et de protozoaires (Deravel et al., 2014). Diverses espéces bactériennes, en particulier Bacillus,
Pseudomonas, etc., ont été utilisées comme biopesticides et sont principalement utilisées pour
lutter contre les maladies et les insectes ravageurs des plantes (Senthil-Nathan, 2015). L’efficacité
d’un nombre important de biopesticides repose sur des substances actives dérivees des
microorganismes. Ce sont, en principe, ces substances actives qui agissent contre le bio-agresseur

plutdt que le microorganisme lui-méme (Thakore, 2006 ; Deravel et al., 2014).

56



PREMIERE PARTIE : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

3-3-4-2- Avantages des biopesticides

Les biopesticides offrent de nombreux avantages car leur nature permet leur utilisation aussi bien
en agriculture biologique qu’en agriculture conventionnelle (Deravel et al., 2014). Tout comme les
autres agents de lutte biologique, les biopesticides microbiens sont écologiquement beaucoup plus
compatibles que les produits chimiques et ont une spécificité accrue vis-a-vis des pathogénes contre
lesquels ils sont dirigés. Ils sont par conséquent moins dommageables pour les organismes non
ciblés de la microflore endogene qui exerce une action bénéfique sur les plantes (Deravel et al.,
2014 ; Tijjani et al., 2016). Certains biopesticides microbiens présentent des bénéfices
supplémentaires a leur rble de protection. Les champignons du genre Trichoderma ont la

particularité de faciliter ’absorption d’éléments nutritifs du sol par les plantes (Harman, 2011).

De méme, il a été récemment mis en évidence que certains microorganismes endophytes et/ou
certaines rhizobactéries bénéfiques favorisant la croissance des plantes peuvent conférer a certaines
cultures une tolérance aux stress abiotiques comme la secheresse (Compant et al., 2010 ; Wang et
al., 2012). Ces bactéries sont connues pour leur capacité a favoriser la croissance des plantes.
Les molécules bioactives ont plusieurs modes d’action, ce qui les rend particulierement
intéressantes pour limiter I’apparition de bio-agresseurs résistants. Ainsi, les lipopeptides cycliques
produits par les bactéries du genre Bacillus peuvent, & la fois, faciliter la colonisation de
I’environnement par le microorganisme producteur, avoir une activité antifongique directe sur les
pathogénes fongiques du sol et induire des mécanismes de défense chez la plante héte (Ongena et
al., 2008).

3-3-4-3- Limites des biopesticides

Malgré les nombreux avantages associés a ’utilisation des biopesticides, leur commercialisation
reste toujours limitée en raison d’un certain nombre de contraintes. Les biopesticides ont un effet
protecteur parfois insuffisant ou constant par rapport aux produits chimiques. En effet, leur action
ou activité est conditionnée par divers facteurs abiotiques tels que la température, le type de sol,
I’humidité, le pH, et autres (Shishkoff & McGrath, 2002 ; Mendoza et al., 2003). La plupart des
agents de biocontrdle ont leur cot de production et le délai d’enregistrement élevés (Fravel et al.,
1999). De méme, le conditionnement et la formulation sont tres difficiles pour des espéces non
sporulantes et méme parfois pour les especes sporulantes (Hjeljord et al., 2000; Collins & Jacobsen,
2003).
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Par ailleurs, les pesticides chimiques peuvent offrir rapidement une activité beaucoup plus efficace,
tandis que les biopesticides peuvent avoir besoin de plus de temps aprés leur application pour
commencer a agir. La plupart des biopesticides étant composés d’organismes vivants, ils ont un
spectre relativement restreint de ravageurs cibles et leur action se fait sur une longue période (Popp
etal., 2013).

3-3-5- Techniques d’étude des bactéries endophytes

L'étude des microorganismes associés aux plantes est importante, non seulement pour comprendre
leur rdle écologique et leur interaction avec les plantes, mais aussi pour permettre l'application
biotechnologique de ces isolats a la gestion des plantes (Idris et al., 2004). Les connaissances
actuelles sur les structures des communautés microbiennes chez différentes especes végétales
reposent principalement sur deux approches différentes (Figure 11). Une approche dépendante de
I’isolement par culture. Dans ce cas les microorganismes, isolés du matériel végétal, sont cultivés
et identifiés par une combinaison de caracteres phénotypiques et de moléculaires. L’autre approche
est indépendante de la culture. Dans ce cas les microorganismes sont détectés sans culture. Cette
méthode est basée sur I'extraction et les analyses d’/ADN (de Melo Pereira et al., 2012). Le cas idéal
combine plusieurs approches pour une connaissance approfondie de I'environnement

microbiologique étudié (Vandenberghe et al., 2017).
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Figure 11 : Schématisation des méthodes d’études des bactéries endophytes des plantes
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3-3-5-1- Méthodes classiques basées sur I’isolement

Les méthodes classiques basées sur la culture ont été utilisées depuis longtemps pour déterminer
la diversité des microorganismes associés a divers végetaux, tels que le bananier, le riz, la pomme
de terre, le mais, I'eucalyptus, le sorgho, le soja et le blé, le caroubier, le cacaoyer (Zinniel et al.,
2002 ; Xia et al., 2011 ; de Melo Pereira et al., 2012 ; Babu & Kim, 2013 ; Konaté et al., 2014 a ;
Konaté et al., 2015 b). Ces méthodes reposent sur la croissance des microorganismes sur des
milieux gélosés sélectifs, puis sur leur caractérisation et leur identification. La caractérisation
phénotypique d'identification a été couramment utilisée. Celle-ci regroupe les caracteres
morphologiques, physiologiques et métaboliques. Comme ces propriétés peuvent varier a la fois
en fonction des changements des conditions du milieu de culture et des mutations naturelles, de
telles procédures ont été jugées insuffisantes pour une identification correcte et fiable des
microorganismes. En plus ces méthodes classiques ont été généralement longues et laborieuses.
L'application de méthodes moléculaires récemment développées a des études d'écologie
microbienne surmonte bon nombre de ces limites et a conduit a des avancées majeures dans la
compréhension de la diversité des microorganismes liés aux végétaux (lkeda et al., 2013).

Le séquencage des régions conservées de I’ADN microbien a été largement utilisé pour caractériser
les microorganismes favorisant la croissance des plantes (Marques et al., 2008 ; Verma et al.,
2009).

Le géne de I'ARNr ribosomique 16S des bactéries est en générale ciblé pour I'amplification par
PCR, tandis que les genes de I'ARNr 18S et 26S sont généralement ciblés dans les investigations
des communautés eucaryotes (fongiques). Verma et al. (2009) ont appliqué une approche
polyphasique pour identifier 217 bactéries endophytes isolées du mais. La combinaison de tests
métaboliques et l'identification génétique par PCR et le séquencage de I'ARNr 16S a révélé la
présence de bactéries endophytes appartenant aux genres Pantoea, Bacillus, Burkholderia et
Klebsiella (Ikeda et al., 2013).

Différentes méthodes d'empreintes génétiques basées sur la PCR, ont été utilisées pour regrouper
et différencier les espéces microbiennes isolées des végétaux. Ce sont la BOX-PCR, la Rep-PCR,
la RAPD, la RFLP, I’AFLP et I’ARDRA (lkeda et al., 2013). Toutes ces méthodes supposent que
les variations d'/ADN chez une souche microbienne peuvent étre utilisées pour la classification. En
raison de la disponibilit¢ de nombreuses méthodes dans la littérature, il est parfois difficile de

choisir une méthode appropriée pour une analyse particuliére pour deux raisons principales: il est

60



PREMIERE PARTIE : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

difficile de regrouper des cultures microbiennes avant le séquencage; et de faire une caractérisation
des souches microbiennes au sein d'une espéce (Ikeda et al., 2013).

La technique Rep-PCR est fiable dans 1’étude des bactériens endophytes des plantes. D'autres
méthodes ont également été utilisées avec succés pour regrouper les bactéries endophytes de
différentes plantes. Ces techniques ont été I’ARDRA-PCR dans le cas des endophytes bactériens
isolés des racines de riz (Menna et al., 2009), la BOX-PCR dans le cas des endophytes bactériens
isolés des racines du mais (Xia et al., 2011) et I’AFLP dans le cas des endophytes bactériens isolés

des racines de bananier (Zhang et al., 2013).
3-3-5-2- Méthodes d’empreintes moléculaires d’études des communautés endophytes

Les méthodes d’empreintes moléculaires ont ét¢é couramment adoptées dans I’étude des
communautés endophytes. Ces techniques utilisent fréquemment les génes de I’ ARNr 16S (ADNr)
chez les bactéries ou de I’ARNr 18S chez les champignons. Ces génes sont des marqueurs
phylogénétiques stables permettant de décrire la diversité microbienne dans les environnements
naturels sans avoir besoin de cultures (Anderson & Cairney, 2004). Les méthodes d’empreintes
génétiques qui reposent sur I’analyse des génes de I’ARNr 16S sont : I'électrophorése sur gel a
gradient dénaturant (DGGE) ou a gradient de température (TGGE), le polymorphisme de longueur
des fragments de restriction terminaux (T-RFLP), le polymorphisme de conformation simple-brin
(SSCP) et le clonage de ’ADNr 16S. Chacune de ces méthodes présente des avantages et des

inconvénients comme I’indique le Tableau Il (Martins, 2012).
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Tableau 11 : Avantages et inconvénients des techniques moléculaires d’empreintes génétiques

Principe de
Techniques séparation des
fragments

Avantages

Inconvénients

Polymorphisme
DGGE/TGGE de séquences de
fragments

Treés sensibles, permet
de distinguer deux
fragments divergents
d’une seule paire de
bases ; Possibilité
d’exciser des bandes
d’intérét et de les
séquencer

Longue et laborieuse a
mettre en ceuvre, admet
seulement des fragments de
faible taille, limitant 1’étude
phylogénique par la suite;
Ne permet pas de résoudre ni
des séquences tres riches en
GC ni des écosystemes
complexes.

Polymorphisme
SSCP de séquences de
fragments

Automatisable (CE-
SSCP), permet
I’analyse d'un grand
nombre d'échantillons;
Sensible et
reproductible; Dispense
d’une étape de
digestion enzymatique

Réappariement de brins :
présence de plusieurs bandes
provenant d'une seule espece

Polymorphisme
de séquences de
taille des
fragments

T-RFLP

Automatisable : permet
I’analyse d'un grand
nombre d'échantillons;
Tres sensible et
reproductible

Dépend de la performance
de la digestion enzymatique;
Intérét de combiner plusieurs

enzymes

Source : Martins, (2012)
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Plusieurs travaux ont utilisé la DGGE pour étudier des communautés de bactéries endophytes
présentes chez différentes plantes (Spiegelman et al. 2005 ; Monita et al., 2010 ; Schmid et al.
2011 ; Grube et al. 2011 ; Martins, 2012).

La DGGE est une technique efficace pour 1’étude de la diversité des populations d’endophytes
bactériens cultivables et non cultivables présents chez les végétaux (Aaraujo et al., 2002 ; Abreu-
Tarazi et al., 2010). Cette méthode fournit une empreinte digitale de la structure de la communauté
microbienne présente dans un habitat échantillonné. Dans cette méthode chaque bande de
I'empreinte digitale représente un groupe de bactéries ayant des séquences d'’ADN ribosomique 16S
avec des points de dénaturation similaires (Aaraujo et al., 2002). La DGGE et la TGGE ont été
initialement développées dans le domaine médical pour détecter des mutations ponctuelles
impliquées dans des maladies génétiques. Par la suite ces techniques ont été utilisées pour des
études en écologie microbienne (Muyzer et al., 1993). Le principe de la technigue consiste en une
migration de fragments d’ADN sur gel d’acrylamide en conditions dénaturantes, entrainant ainsi
une séparation des brins. La dénaturation peut étre faite en fonction d’un gradient chimique utilisant
le formamide ou I'urée (DGGE) ou d’un gradient de température (TGGE). La mobilité
électrophorétique d’une molécule double-brin ou complétement dénaturée dans un gel de
polyacrylamide est beaucoup plus importante que celle d’un fragment composé en partie de la
double hélice classique et en partie de deux simples-brins. Afin d’éviter la dénaturation totale des
produits PCR et par conséquence leur élution du gel, une structure a tres haute température de
fusion, le « GC clamp » est associée a I’ADN lors de ’amplification (Myers et al., 1985). Les
propriétés de ces fragments, en ce qui concerne leur longueur et leur constitution nucléotidique
(notamment leur contenu en GC), vont déterminer leur comportement migratoire générant ainsi des

profils.

Ces méthodes sont trés sensibles, permettant de distinguer deux fragments divergents d’une seule
paire de bases (Muyzer, 1999). Les gels de DGGE/TGGE offrent la possibilité d’exciser des bandes
d’intérét et de les séquencer, sachant que du fait de la petite taille des fragments amplifiés,
I’information relative a la séquence reste toujours limitée. Cette technique présente I’inconvénient
d’étre longue et laborieuse a mettre en ceuvre et ne permet pas de résoudre les séquences tres riches
en GC et les écosystemes complexes (Wu et al., 1999). La DGGE est une alternative a I'étude des
schemas de diversité primaire; cependant, la méthode de séquengage du métagénome reste le
meilleur choix pour déterminer le profil endophytique des plantes (Pei et al., 2017). Il est essentiel
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d'utiliser des approches multiphasiques pour étudier les microorganismes cultivables et non
cultivables (Pei et al., 2017). Plusieurs plates-formes de séquencage massif paralléle, a savoir le
séquencage de nouvelle génération (NGS) ont révolutionné la détection microbienne en offrant une
plus grande compréhension et une détection des espéces rares. Ces plates-formes de nouvelle
génération incluent la technologie de pyroséquencage et l'instrument IG de Solexa, récemment
repris par Illumina et développé en tant que « Genome Analyzer 2 » (Snyder et al., 2009). Un
troisieme concurrent sérieux est la plate-forme SOLID d'ABI. Ces nouvelles technologies
effectuent des dizaines de milliers (ou plus) de réactions de séquencage dans un seul tube a essai
(Studholme et al., 2011).

64



DEUXIEME PARTIE

MATERIEL ET METHODES




DEUXIEME PARTIE : MATERIEL ET METHODES

Chapitre 4 : Zone d’échantillonnage

Les échantillons de sols sous cacaoyeres ont été collectés dans six régions productrices. Dans ces
régions les localités d’échantillonnages ont été Aboisso (région du Sud-comoe), Abengourou
(région de 1’Indénié-djuablin), Daloa (région du haut-Sassandra), Divo (région du Loh-Djiboua),
Duékoué (région du Guémon) et Soubré (région de la Nawa). Dans chaque région trois échantillons
de sols ont été collectés a une distance d’au moins 15 kilometres de la localité centre (Figure 12).
Ainsi, les sites d’échantillonnage de la localité d’Aboisso ont été Tiéfidougou, Gnamienkro et
Krindjabo. Les sites échantillonnés dans la localité d’ Abengourou ont été la parcelle expérimentale
de la station du CNRA, Akréssi et Angouakro. Les sites échantillonnés dans la localité de Daloa
ont été Zaibo, Zokoguhé et Boguédia. Dans la localité de Duékoué, les sites échantillonnaés ont
été Djawin, Usine et Bahé. Dans la localit¢ de Soubré les sites échantillonnaés ont été
Kolabadougou, Logboya et Miti 1. Enfin, les sites échantillonnaés dans la localité de Divo ont été
les parcelles A21 et E6/5 de la station de recherche du CNRA et Grobiassoumé. La collection des

échantillons de sols en milieu paysan a été faite avec la collaboration des planteurs.
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Figure 12 : Régions et sites de collectes des échantillons de sol dans les plantations de cacaoyer
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Chapitre 5 : Matériel

Le matériel utilisé dans cette étude a été composé de matériel végétal, d’échantillons de sols, de
souches fongiques, de matériel bactérien et de matériel technique (de terrain et de laboratoire).

5-1- Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé a été composé de feuilles matures saines et de cabosses mares et

immatures de cacaoyers.

5-1-1- Matériel végétal utilisé pour le piégeage des bactéries endophytes

Le matériel végétal utilisé pour le piégeage et 1’isolement des bactéries endophytes a été constitué
de jeunes plants de cacaoyers. Ces plants ont été cultivés sous une ombriere dans des sachets en
polyéthyléne contenant les sols collectés dans des cacaoyéres de différentes localités productrices.
Ces plants ont été obtenus a partir de feves provenant de cabosses mares. Ces cabosses sont issues
de deux clones Nanay 32 (NA32) et Pound 7 (P7) de la parcelle A21 de Divo et d’un hybride en
milieu paysan dans la localité de Daloa (Figure 13). Les clones NA32 et P7 sont respectivement
sensible et résistant a la pourriture brune des cabosses. L’hybride est un cacaoyer ‘mercedes’ issu
d’un croisement IFC410xUPA402 (Tahi et al., 2012). Ce matériel a été considéré comme un tout-
venant dans cette étude. Les feuilles et les cabosses des clones NA32, PA150, SCAG et les cabosses

du clone P7 ont été prélévées dans le parc a bois de la station de recherche de Divo.

5-1-2- Matériel végétal utilisé pour les tests d’antagonisme in vitro et ex-vivo contre les espéces

Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya

Le matériel végétal ayant servi a la réalisation de ce test a été constitué des feuilles matures saines
de trois clones de sensibilité variable vis-a-vis de la pourriture brune des cabosses de cacaoyer. Il
s’agit des clones SCA (Scavina) 6, PA (Parinari) 150 et NA (Nanay) 32 respectivement résistant,
moyennement résistant et sensible a la pourriture brune. Ces clones proviennent de deux parcelles
A21 et E6/2 de la station de recherche du CNRA (Centre National de Recherche Agronomique) de
Divo. Chaque test contre I’une des especes de Phytophthora a nécessité 720 feuilles adultes a raison
de 240 feuilles par clone. Des cabosses immatures du clone PA150 ont servie a la réalisation des
tests de survie. Ces cabosses ont été prélevées sur des cacaoyers présents sur le site de la station de

Bingerville.
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5-2- Echantillons de sol

Dix-huit (18) échantillons de sols ont été collectes dans des cacaoyeres de six régions productrices
de la Cote d’Ivoire. Les localités échantillonnées ont été Aboisso, Abengourou, Daloa, Divo,
Duékoué et Soubré (Figure 14). Dans chacune de ces localités trois échantillons composites de sols
de 10 kilogrammes chacun ont été prélevés dans 1’horizon humifere a une profondeur de 0 a 20 cm
sous des cacaoyers. Cette profondeur héberge une activité biologique intense (Kébé et al., 2009).
Les prélevements ont éte faits dans des parcelles de cacaoyers en production situées a une distance

d’au moins 15 Km des villes centres.
5-3- Matériel fongique

Deux souches fongiques Phytophthora palmivora (BL7.11.2) et Phytophthora megakarya 13P30.1
(Figure 13) ont été utilisées pour la réalisation des tests d’antagonisme in vitro en boite de Pétri et
des tests d’antagonisme ex-vivo sur disques foliaires et sur cabosses contre les endophytes
bactériens du cacaoyer. Ces souches ont été isolées respectivement en 2000 et en 2013 a partir de
cabosses de cacaoyer naturellement atteintes de pourriture brune (Tahi et al., 2000 ; Mpika et al.,
2009 ; Coulibaly, 2014). Elles ont été conservees dans des tubes a essai sur milieu de culture petit
pois (pp) gélosé inclinés et stockés dans une mycobanque au laboratoire de Phytopathologie du
Centre National de Recherche Agronomique (CNRA) a la station de Bingerville. Ces souches ont
été réactivées régulierement sur un milieu frais de petit pois gélosé et leur agressivité a été

renouvelée sur des cabosses immatures.

69



DEUXIEME PARTIE : MATERIEL ET METHODES

a- Colonie de la souche Phytophthora b- Colonie de la souche Phytophthora
palmivora BL7.11.2 megakarya 13P30.1

Figure 13 : Colonies des espéces Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya sur le

milieu de culture carotte-agar

(Photos: Ouattara Adama, 2019)
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5-4- Matériel bactérien utilisé pour les tests d’antagonisme

Le matériel bactérien utilisé dans les tests d’antagonisme était constitué d’une collection de cent
seize (116) bactéries endophytes. Ces bactéries endophytes ont été isolées des jeunes plants de
deux clones P (Pound) 7 et NA (Nanay) 32 dont la sensibilité a la pourriture brune est connue
respectivement résistant et sensible. Soixante-sept (67) et quarante-neuf (49) isolats bactériens

issus respectivement des clones P7 et NA32, ont été utilisés au cours des tests d’antagonisme.
5-5- Matériel technique

Le matériel technique a été constitué de matériel de terrain et de matériel de laboratoire.
5-5-1- Matériel de terrain

Le prélevement des échantillons de sol sous cacaoyere a nécessité :

- une machette pour débarrasser les arbustes et les racines sur les sites de prélevement ;

- une daba pour creuser le sol ;

- des sachets plastiques stériles pour le stockage des échantillons de sols ;

- des sacs pour rassembler et stocker les échantillons de sols de la méme provenance ;

- un GPS (I’application Sygic version 17.4.28, installée sur Androide a été utilisée pour les
coordonnées géographiques),

- une pelle pour ramasser le sol ;

- du coton pour imbiber d’alcool le matériel de prélevement ;

- de I’alcool a briler 90° pour la désinfection du matériel de prelévement ;

- un arrosoir pour arroser la pépiniére ;

Le prélevement du matériel végétal et son conditionnement au laboratoire ont nécessité :

- un sécateur pour le prélevement des cabosses et feuilles de cacaoyers ;

- des sachets plastiques pour la conservation de chaque échantillon ;

- une glaciére pour la conservation et le transport de I’ensemble des échantillons ;

- un appareil photographique numérique pour les photographies présentées dans ce document ;

- de I’éthanol a 90°, pour la désinfection du matériel.
5-5-2- Matériel de laboratoire

Le matériel technique de laboratoire a été composé :

- de boftes de Pétri utilisées pour les cultures des bactéries et des souches de Phytophthora ;
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- de tubes a essai utilisés pour la conservation et la culture des bouillons ;

- de la verrerie (erlenmeyers de 250 mL, béchers, éprouvettes graduees de 10, 100 et 1000 mL et
tubes a hemolyse) utilisée pour le rincage des organes de cacaoyers lors de I’isolement et la
préparation des milieux de culture ;

- une balance de précision 102 (OHAUS Model explorer Pro EP214C) pour les pesées (agar
Agar) ;

- des tubes Ependorf de 2 ml, utilisés pour la conservation des isolats dans le glycérol 50 % ;

- d’un congélateur et un réfrigérateur utilisés pour la conservation des produits et des souches
bactériennes a -20 °C et a 4 °C;

- d’un vortex pour homogéneiser les solutions ;

- d’une plaque chauffante pour faire fondre 1’agar ;

- d’un bec Bunsen, pour maintenir I’asepsie ;

- des micropipettes (P20 et P1000) et des cones de 20 et 1000 pL pour prélever les volumes
infiniment petits ;

- d’un mixeur pour écraser le mica ;

- d’une étuve pour I’incubation des milieux de culture ;

- d’une autoclave pour la stérilisation des milieux et matériels ;

- une trousse de culture (scalpel, aiguille lancéolée, precelles, emporte-piece) pour la culture des
bacéries endophytes et des souches de Phytophthora palmivora et de Phytophthora megakarya ;

- un microscope photonique pour les observations microscopiques des bactéries endophytes et le
comptage des zoospores de Phytophthora palmivora et de Phytophthora megakarya ;

- un hématimetre (cellule de Malassez) pour le calibrage de la suspension de zoospores ;

- une étuve (BINDER Model ED53) pour le séchage de la verrerie ;

- des fioles de Roux pour la culture des souches de Phytophthora palmivora et de Phytophthora
megakarya et la production des zoospores ;

- des bacs, de la mousse (épaisseur 1 cm) et du film plastique noir, pour réaliser les tests
d’antagonisme sur des disques foliaires;

- un emporte-piece de diametre 15 mm pour découper les disques foliaires ;

- des micropipettes pour I’inoculation des disques foliaires ;

- de I’éthanol a 90 °, pour la désinfection du matériel lors des manipulations ;
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- une hotte a flux laminaire pour la culture des souches de Phytophthora palmivora et de

Phytophthora megakarya.

5-6- Milieux de culture

Tableau 111 : Différents milieux de culture utilisés pour I’isolement et 1’étude des caractéres

culturaux des bactéries endophytes du cacaoyer

Types de milieux de cuture

Usage

Références

PCA (Plate count agar)

milieu complet, pour isoler les bactéries

endophytes

Konaté et al., 2015 b

YEMA (Yeast extract

mannitol agar)

sélectionner les bactéries Rhizobia

capables de fixer I’azote atmosphérique

Konaté et al., 2015 b

Milieu PVK

sélectionner les bactéries endophytes

capables de solubiliser le phosphate

Pikovkaya, 1948

Milieu Aleksandrov

sélectionner les bactéries endophytes

capables de solubiliser le potassium

Aleksandrov et al.,
1967

Gélose Mossel

sélectionner des bactéries endophytes

appartenant au genre Bacillus

Priest et al., 2004

Gélose au cétrimide

sélectionner les bactéries appartenant au

genre Pseudomonas

Delarras, 2007

International Streptomyces

sélectionner des bactéries endophytes

Zaitlin et al, 2003 ;

Project (ISP1, ISP2 ISP4) présentant les caractéres culturaux des Kaioua, 2015
Gausse et SMK sélectionner des bactéries endophytes Zaitlin et al, 2003 ;
(krasilnikov’s synthetic présentant les caractéres culturaux des Kaioua, 2015

Milieu petit pois gélosé (pp)

culture in vitro des Phytophthora et la

production des zoospores

Mpika et al., 2009

Milieu carotte gélosé (CA)

tests d’antagonistes

Mpika et al., 2009
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Chapitre 6 : Méthodes

Différentes méthodes ont été utilisées pour faire 1’échantillonnage des sols, la mise en place de la
pépiniere de cacaoyers, 1’isolement des bactéries endophytes, la culture des zoospores des especes
Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya. De méme des méthodes de caractérisation
phénotypique ont été utilisees pour étudier les isolats bactériens collectés et pour étudier

I’antagonisme entre les bactéries endophytes et les deux souches de Phytophthora.
6-1- Prospection et collecte des échantillons de sols

Les prélevements ont été réalises dans des conditions aseptiques pour éviter la contamination des
échantillons entre eux. A cet effet, aprés chaque prélevement le matériel a été nettoyé avec du coton
imbibé d’alcool 90° puis enflammeé (trois fois). Les prélevements ont été effectués dans les couches
supérieures d’environ 0-20 cm de profondeur sous les cacaoyers (Kébé et al., 2009). Avant tout
prélevement les feuilles mortes de cacaoyer ont été dégagées. Chaque échantillon d’environ 10 kg
de sol a été obtenu par un mélange de cinq échantillons d’au moins 2 kg chacun préleveés sur les
quatre extrémités et le centre d’une parcelle dont la superficie a été d’au moins un hectare de
cacaoyers en production selon le protocole de GenoSol (2015). Enfin, chaque échantillon
composite a été marqué par les coordonnées géographiques (Latitude, Longitude, Altitude) de la
parcelle et la date de collecte. Les échantillons ont été collectés en mars 2018 en début de saison
pluvieuse. Les échantillonnages ont été effectués dans des parcelles en monoculture dont 1’age des
cacaoyers €tait d’au moins 3 ans. A I’exception des parcelles de la localité de Daloa ou I’age des

cacaoyers était d’au moins 15 ans.
6-2- Mise en place de la pépiniere

Les sols collectés dans les différentes localités des régions productrices ont été mis dans des sachets
en polyéthylene perforés dans leur moitié inférieure et de dimension 5 cm x 10 cm x 15 cm. Ces
sols ont été ensuite disposés sous une ombriére (Figure 14). Les féves des trois variétés de
cacaoyers ont été semées dans ces sols puis arrosées 2 fois par jour pendant 45 jours excepté les

jours ou il y a eu de la pluie.
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Ombriére

Feuilles
Plants de cacaoyers
Tige

Sachets en polyéthylene perforés
contenant le sol ou le substrat

Figure 14 : Pépiniere de cacaoyer pour le piégeage des rhizobactéries indigénes

(Photo : Ouattara Adama, 2018)
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6-3- Isolement des bactéries endophytes
Pour I’isolement des bactéries endophytes, des plants de cacaoyers agés de 45 jours ont été arrachés
des sachets plastiques (Figure 15). Les différents organes que sont les tiges, les feuilles et les

racines ont été utilisés comme matrices selon la méthode de Konaté et al. (2015 b).
6-3-1- Isolement a partir des racines des jeunes plants de cacaoyers

Un gramme (1g) de racines de chaque échantillon a été découpé et rincé plusieurs fois avec de I'eau
distillée stérile. Des désinfections successives a 1’éthanol a 70 % pendant 5 minutes, suivie de
I’hypochlorite de sodium (eau de javel 8°Chl) a 25 % pendant 5 minutes puis a I’hydroxyde de
sodium (NaOH) a 4 % pendant 10 min ont été appliquées (Muzzamal et al., 2012 ; Konaté et al.,
2015 b). Ensuite, les organes ont été rincés abondamment & 1’eau distillée stérile et broyés dans 1
mL d’eau distillée stérile contenue dans des tubes a hémolyse. Pour la numération des bactéries,
un volume de 0,1 mL de broyat dilué 20 fois a été étalé sur la gélose PCA (Plat count agar). La
dilution a ét¢ faite dans de 1’eau distillée stérile contenue dans un épendorf a raison de 0,1 ml de
broyat pour un volume final de 2 mL. Pour chaque échantillon trois boites de Pétri ont été
ensemencées avec la méme quantité de 0,1 mLde broyat. Les milieux de culture ont été incubés a

I’étuve a 28 °C pendant 5 jours.

6-3-2- Isolement a partir des tiges de jeunes plants de cacaoyers

Des morceaux de tiges d’environ 2,5 cm ont été découpés et désinfectés selon la procédure de
Konaté et al. (2015 b). Aprés ringage a I’eau distillée stérile, ces morceaux de tiges ont été
sectionneés transversalement en petits morceaux a 1I’aide d’une lame stérile et ces morceaux ont été

étalés sur la gélose PCA (Plat count agar). Les cultures ont été incubées a 28 °C pendant 5 jours.
6-3-3- Isolement a partir des feuilles de plantules de cacaoyer

Apres la stérilisation de surface selon la procédure de Konaté et al. (2015 b), 1 g de feuilles ont été
mises dans des sachets plastiques stériles contenant de 1’eau distillée stérile puis ont été macérées
jusqu’a I’obtention d’un broyat. Un volume de 0,1 mL du broyét de feuille dilué 20 fois et a été
étalé sur la gélose PCA (Plat count agar). Les cultures ont été incubées a 1’étuve a 28°C pendant 5

jours.
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Feuilles

Tige

Racines

a- Déracinement des plants de cacaoyers

4 cm
S

b- Différents organes de cacaoyer utilisés comme
matrice pour I’isolement des endophytes

Hotte

Flamme du bec
Bunsen

Fiole contenant de
I’eau distillée stérile

Fiole contenant I’eau
distillée stérile et des
racines

c- Désinfection en surfaces des organes de cacaoyers

Figure 15 : Isolement des bactéries endophytes du cacaoyer

(Photos : Ouattara Adama, 2018)
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6-4- Numération des densités bactériennes

Toutes les boites ont été prises en compte pour le calcul des densités bactériennes au niveau des
racines et des feuilles des plants de chaque provenance. Les calculs ont été faits selon la formule

ci-dessous (Konaté et al., 2015 a):

UFC/g=—————XDXV
/8 n X Vp Xm >

UFC/g : Unité Formant Colonie par gramme d’organe; n : nombre de boites ensemencées ; D :
facteur de dilution (D =20) ; Vp : volume de broyat prélevé (0,1 mL) ; Y Colonies : somme des
colonies des trois boites ; Vs : volume solution mére du broyat (1 mL) ; m : masse de I’organe

(racine ou feuille) prélévee (1 g).

6-5- Purification et conservation des bactéries endophytes

Aprés I’incubation des cultures a 28 °C pendant 5 jours, des colonies bactériennes ont été
sélectionnées a partir de caractéristiques morphologiques (taille, couleur, contour des colonies).
Ces colonies ont été ensuite ensemencées en boite de Pétri par strie a I’aide d’une anse de platine
stérilisée a la flamme du bec bunsen sur la gélose YEM pour la purification. Les cultures ont été
incubées a 1’étuve a 28°C pendant 3 jours. Pour les besoins d’études, les isolats bactériens purifiés
ont été conservés a 4°C dans des tubes a essai contenant le milieu YEM solide incliné. Ces cultures
ont été renouvelées tous les trois mois. La conservation a long terme des isolats purifiés a été faite
dans du glycérol (50 %) a - 20°C.

6-6- Caractérisation morphologique des bactéries endophytes

L’identification phénotypique des isolats a porté sur 1’étude d’un certain nombre de caracteres
morphologiques, biochimiques et physiologiques.

6-6-1- Examen macroscopique

Cette étude a consisté a I’observation directe a I’ceil nu de 1’aspect morphologique des colonies
obtenues sur la gélose YEM aprés 72 h d’incubation, en tenant compte des critéres suivants : la
forme des colonies (circulaire, point ou rhizoide) ; la taille des colonies par mesure de diamétre, la

couleur, 1’élévation (convexe, concave, plate) ; I’opacité (opaque, translucide ou transparente),

I’aspect de la surface (lisse, rugueuse ou dentelée ) et la bordure (lobée ou réguliére).
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6-6-2- Identification microscopique

L’étude microscopique a consisté a 1’observation d’une partie des colonies purifiée afin de noter le
mode de regroupement, la présence ou non de mycélium. L’observation a été faite entre lame et

lamelle au grossissement (GX 400).
6-6-3- Coloration de Gram

C’est une coloration différentielle qui permet de connaitre la forme, 1’arrangement, la pureté et la
nature biochimique de la paroi des cellules purifiées. La coloration de Gram de tous les isolats a
été réalisée selon la méthode classique. A cet effet, a partir de pré-culture de chaque isolat, des
frottis ont été réalisés sur des lames (a 1’aide d’une anse en platine) puis fixer a la chaleur. Ces
lames ont été recouvertes par le violet de gentiane (pendant 1 minute) puis d’une solution iodée ou
lugol (pendant 1 minute), quelques gouttes d’alcool-acétone et la fuschine (pendant 30 secondes).
Chaque étape a été suivie d’un ringage a I’eau distillée. Aprés séchage les lames colorées ont été
observées au microscope (GX 1000) (en ajoutant de I’huile a immersion sur les lames). Les
bactéries a Gram positif sont colorées en violet alors que les bactéries a Gram négatif sont colorées

en rose.
6-7- Caractérisation biochimique

La caractérisation biochimique a consisté a étudier la capacité des isolats bactériens a solubiliser
le phosphate tricalcique et le mica, leur capacité a produire les enzymes nitrate réductase et amylase

pour réduire respectivement le nitrate de potassium et I’amidon.
6-7-1- Solubilisation du phosphate tricalcique (Cas(POa4)2)

Ce test a été réalisé sur le milieu PVK solide (Pikovkaya, 1948) dont la composition est donnée
dans 1’annexe 3. Un volume de 5 uL d’une suspension bactérienne de pré-cultures fraiches de
chaque isolat bactérien a été déposé en duplicata a la surface du milieu PVK solide. Apres
incubation a 28° + 2°C pendant 7 jours, les isolats capables de solubiliser le phosphate tricalcique
ont été entourés d’un halo transparent. L’indice de solubilisation de chaque isolat efficient a été
obtenu en mesurant le diameétre de la colonie et le diamétre du halo qui I’entoure. Les indices de
solubilisation du phosphate (ISP) ont été ensuite calculés selon la formule suivante (Angraini et
al., 2016) :
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ISP (% Diameétre de ’halo — Diameétre de la colonie 100
= X
(%) Diametre de la colonie

6-7-2- Solubilisation du potassium (mica)

Le test de solubilisation du potassium a été réalisé sur le milieu de culture Aleksandrov modifié
dont la composition est donnée en Annexe 4 (Aleksandrov et al., 1967). Un volume de 5 uL de
suspensions bactériennes issues de pré-cultures fraiches de chaque isolat, a été déposé en duplicata
a la surface du milieu Alexandrov solide. Aprés incubation a 28 + 2 °C pendant 3 jours, le diamétre
de la colonie et le diamétre du halo qui I’entoure ont été mesurés (Parmar et al., 2016). L’indice de
solubilisation du potassium (ISK) a été calculé selon la formule suivante :

Diameétre de 1'halo — Diamétre de la colonie

ISK (%) = x 100
(%) Diameétre de la colonie

6-7-3- Réduction du nitrate de potassium

La capacité des souches a réduire le nitrate de potassium (KNQO3) a été évaluée par la détermination
de leur croissance sur gelose YEM additionné individuellement et séparément de nitrate de
potassium (KNOs) a différentes concentrations de (0; 2 ;4 ; 6 ; 8 et 10 % p/v). Les boites de Pétri
ont été inoculées avec des pré-cultures bactériennes préparées sur le milieu de culture YEM liquide.
La croissance des bactéries a été estimée par l'importance du diametre de la colonie, en

comparaison a des témoins sans nitrate de potassium.
6-7-4- Recherche de ’activité amylasique

L’activité amylasique des isolats a été détectée sur la gélose YMA & base d’amidon. Dans ce milieu
de culture le mannitol a été remplacé par I’amidon (Annexe 1). Pour ce test, une culture bactérienne
de chaque isolat a été préparée préalablement. Une seule colonie a été prélevée aseptiquement a
I’aide d’une anse stérile a partie d’une culture. Cette colonie a été ensemencée dans un tube
contenant le milieu de culture YEM liquide. Ensuite, cette culture a été incubée sous agitation
pendant 3 jours & 28 + 2 °C. Apres trois jours de culture, un volume de 10 pL de chaque suspension
a été ensemencé par touche sur des milieux de culture YMA solidifiés. Apres incubation a 28 + 2
°C pendant 72 heures, la réveélation a été faite par ajout de 3 mL d’une solution iodée sur les milieux
de culture pendant 15 minutes, suivie par deux ringages a 1’eau distillée (Aneja, 2006 ; Baghya et

al., 2019). L’hydrolyse de I’amidon, en milieu solide par un microorganisme, se traduit par un halo
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clair autour de la colonie. Si les microorganismes sont amylase négative, le milieu reste inchangé

et uniformément opalescent (Sodhi, 2005).
6-8- Caracteérisation physiologique

La caractérisation physiologique a consisté a étudier la tolérance des isolats bactériens a la salinité,
au nitrite de sodium, aux engrais (NPK et urée), et au pH. Pour tous ces tests une échelle a été
adoptée pour estimer la tolérance des isolats bactériens. Les symboles (+++) ; (++) ; (+) et (-) ont
été utilisés. Ces symboles traduisent : une forte croissance (+++), une croissance moyenne (++),
une faible croissance (+) et une absence de croissance (-). Les isolats bactériens affectés des
symboles (+++) et (++) sont considérés comme tolérérants et ceux affectés de (+) ou (-) sont

considérés comme étant sensibles.
6-8-1- Test d’évaluation de la tolérance des isolats bactériens a la salinité (NaCl)

La tolérance des isolats bactériens au stress salin a été étudiée sur gélose YEM additionnée de
chlorure de sodium (NaCl) a différentes concentrations (0 a 10 %). Les boites de Pétri ont été
inoculées a partir des pré-cultures bactériennes préparées sur le milieu de culture YEM liquide. La
croissance relative des bactéries a été estimée par l'importance du diamétre de la colonie en

comparaison a des témoins sans chlorure de sodium (Missbah et al., 1996 ; Konaté et al., 2015 b).
6-8-2- Test d’évaluation de la tolérance des isolats bactériens au nitrite de sodium (NaNO3)

La capacité des isolats bactériens a réduire le nitrite de sodium a été également évaluée par
détermination de la croissance sur le milieu de culture YEM solide additionné de nitrite de sodium
(NaNO.) a des concentrations de 0,25 ; 0,50 et 0,75 % (p/v). Les boites de pétri ont été inoculées a
partir des pré-cultures bactériennes préparées sur le milieu de culture YEM liquide. La croissance
relative des bactéries a été estimée par I'importance du diameétre de la colonie en comparaison a des

témoins sans nitrite de sodium (Ouattara, 2015).
6-8-3- Test d’évaluation de la tolérance des isolats bactériens a I’urée

Ce test a éteé réalisé sur le milieu de culture YEM solide contenant des concentrations d’urée allant
de 2 ; 4 et 6 % (p/v). Ces milieux ont été ensemencés avec 10 pL de la pré-culture de chaque isolat.
La croissance relative des bactéries a été estimee par I'importance du diameétre de la colonie en

comparaison a des témoins sans 1’urée (Missbah et al., 1996 ; Dixit et al., 2014).
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6-8-4- Test d’évaluation de la tolérance des isolats bactériens a I’engrais chimique NPK (0-
23-19)

La tolérance des souches étudiées en présence du NPK a été évaluée par détermination de la
croissance sur milieu de culture YEM solide additionné au NPK a des concentrationsde 0; 2 ; 4 ;
6 ; 8 et 10 % (p/v). Les boites de pétri sont inoculées a partir des pré-cultures bactériennes préparées
sur milieu de culture YEM liquide (Konaté et al., 2015 b). La croissance relative des bactéries a

été estimée par lI'importance du diametre des colonies en comparaison a des témoins.
6-8-5- Test d’évaluation de la tolérance des isolats bactériens au pH

L’effet du pH a été évalué sur le milieu de culture YEM solide a différents pH (3;3,5;4;45;5
;55;6;7;75;8;85;9;10;11; 12). Les pHs acides ont été ajustés avec une solution molaire
(1 M) d’acide chlorhydrique (HCI) tandis que les pHs basiques ont été ajustés avec une solution
molaire (1 M) d’hydroxyde de sodium (NaOH). Apres ajustement des pHs, les milieux ont été
autoclvés a 121°C pendant 20 min. Une fois solidifiés les milieux ont été inoculés avec 10 ul de
pré-culture de chaque isolat (Konaté et al., 2015 b).

6-9- Effet des stress abiotiques sur la solubilisation du phosphate tricalcique (Cas(POa)2)

Les effets de stress abiotiques tels que les métaux lourds, le chlorure de sodium (NaCl) et le pH sur

la capacité des isolats bactériens a solubiliser le phosphate tricalcique ont été étudiés.
6-9-1- Effet des métaux lourds sur la solubilisation du phosphate tricalcique (Cas(POa)z)

Ce test a permis d’évaluer a la fois la tolérance des isolats aux métaux lourds et aussi I’influence
des métaux lourds sur la capacité des bactéries a solubiliser le phosphate tricalcique. Les métaux
lourds utilisés étaient : le chlorure d’aluminium (AICI3), le chlorure de cadmium (CdCly), le
chlorure de cobalt (CoCly), le sulfate de cuivre (CuSOs,5H20), P’acétate de plomb
(Pb(CH3COO0),,3H20) et le sulfate de zinc (ZnSO4,7H20). Ces métaux lourds ont été ajoutés
individuellement a différentes concentrations de (0,5;1;2; 3;4;5;10; 25 et 50 pg.mL?) au
milieu PVK puis autoclavé (Konaté et al., 2014 a ; Konaté et al., 2015 b ; Divakar et al., 2018 ;
Yahaghi et al., 2018). Aprés solidification les milieux ont été inoculés avec 10 pL de pré-culture
d’isolats bactériens. Quarante-cing (45) isolats bactériens ont été testés. Ces isolats ont été
préalablement sélectionnés comme étant les plus efficaces, avec des indices de solubilisation du

phosphate tricalcique supérieurs ou égaux a 70 %. Apres 3 jours d’incubation a 28 °C, les halos de

82



DEUXIEME PARTIE : MATERIEL ET METHODES

solubilisation du phosphate tricalcique ont été mesurés puis le calcul des indices a été effectué pour
chaque isolat (Konaté et al., 2014 b; Divakar et al., 2018 ; Yahaghi et al., 2018). Pour les témoins
les isolats bactériens ont été ensemencés sur des milieux PVK normaux c’est-a-dire sans métaux

lourds et le phosphate tricalcique a été ajouté a la concentrationde 59/ L.
6-9-2- Effet de la salinité (NaCl) sur la solubilisation du phosphate tricalcique (Cas3(POa4)2)

L’effet de la salinité sur la capacité des isolats a solubiliser le phosphate tricalcique a été évalué
par ajout de différentes concentrations (2 ; 4 ; 6; 8 et 10 %) de chlorure de sodium (NaCl) au milieu
PVK. Aprés stérilisation a 1’autoclave, les milieux solidifiés ont été inoculés avec 10 pL de pré-
culture de chaque isolat. Les témoins ont été inoculés sur des milieux de culture PVK normaux.
Les milieux ont été ensuite incubés a 28 °C pendant 3 jours. La mesure des halos de solubilisation
et des diametres des colonies bactériennes a permis de calculer les indices de solubilisation (Joe et
al., 2016. Divakar et al., 2018). Pour les témoins les isolats bactériens ont été ensemences sur des

milieux PVK normaux, le phosphate tricalcique a été ajouté a la concentrationde 59/ L.
6-9-3- Effet du pH sur la solubilisation du phosphate tricalcique (Cas(POa4)2)

L’effet du pH sur la capacité des isolats a solubiliser le phosphate tricalcique a été évalué sur des
milieux PVK (Pikovkaya, 1948) solidifiés a différents pH (3;3,5;4;45;5;55;6;7;7,5;8;
8,5;9;10;11; 12). Les pH ont été ajustés avec des solutions molaires d’acide chlorhydrique et
d’hydroxyde de sodium respectivement pour les pH acides et basiques. Ces géloses ont été
inoculées avec les pré-cultures des isolats puis incubés a 28°C pendant 3 jours. La mesure des
diamétres des halos de solubilisation et des colonies bactériennes a permis de calculer les indices
de solubilisation (Joe et al., 2016. Divakar et al., 2018). Pour les témoins les isolats bactériens ont
été ensemencés sur des milieux PVK normaux c¢’est-a-dire pH est égal a 7,00 et le phosphate

tricalcique a été ajouté a la concentration de 5 g/ L.
6-10- Identification et caracteres culturaux des isolats bactériens d’intérét agricole

Les isolats d’intérét agricole ont été soumis a des tests d’identification préliminaire sur des milieux
sélectifs pour Bacillus, Pseudomonas et Actinomyceétes. Des tests de catalase ont été aussi realisé

afin d’identifier les isolats capables de produire cette enzyme.
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6-10-1- Réaction de la catalase

Une portion de la colonie bactérienne a Gram positif a été prélevée a 1’aide d’une anse de platine
puis déposée sur une lame porte objet. L’ajout de 2 ou 3 gouttes d’eau oxygénée entraine une
ébullition si la bactérie posséde une catalase (Graham & Parker, 1964 ; Cappuccino & Sherman,

1992 ; Prasad et al., 2014). On distingue, les bactéries catalase (+) et les bactéries catalase (-).
6-10-2- Identification et caractéres culturaux des actinomycetes

Les caractéristiques culturales des souches telles que la croissance, la couleur du myceélium de
substrat et la production de pigments diffusibles ont été observés aprés 14 jours d'incubation sur
les milieux suivants (Annexe 1) : International Streptomyces Project ISP1, ISP2, ISP4 (Athalye et
al, 1985), Gausse et SM (Zaitlin et al., 2003; Kaioua, 2015). Seuls les isolats bactériens Gram* ont

été testés.
6-10-3- Identification et caractéres culturaux des Pseudomonas sp.

Les Pseudomonas ont été identifiés sur un milieu spécifique qui est la gélose au cétrimide. Ce
milieu a été préparé en présence du glycérol qui permet d’éviter son oxydation. L’identification a
été réalisée selon la méthode utilisée par Delarras (2007). Les isolats bactériens a Gram négatif ont
été retenus pour cette identification. Car les bactéries du genre Pseudomonas sont Gram'.
L’ensemencement de I’inoculum a été fait par étalement d’un volume de 10 uL de pré-culture de
chaque isolat a la surface du milieu préparé et les cultures ont été incubées a 30-35 °C a I’étuve
pendant 24 a 48 h. Apres 48 h d'incubation a 37+2 °C, des colonies bleues a vertes et fluorescentes

sous lampe UV (360 nm) sont considérées comme étant Pseudomonas.
6-10-4- Identification et caractéres culturaux des Bacillus sp.

La méthode de référence officielle actuellement préconisée pour 1’énumération du groupe Bacillus
cereus est la norme NF EN ISO 7932 (ISO 7932, 2004). Elle permet le dénombrement en surface
des souches présomptives de B. cereus revivifiable. Une quantit¢ de 10 pL d’une pré-culture
fraichement préparée (préalablement identifié Gram positif et catalase positif) a été étalée sur la
gélose Mossel préalablement préparée. Les cultures ont été incubées a 30+1 °C pendant 24 a 48
heures. Les colonies caractéristiques du groupe B. cereus sont rugueuses, seches, roses (mannitol
négatif), entourées d’un halo de précipitation de couleur rose et d’une zone transparente indiquant

la production d’une lécithinase (Priest et al., 2004).
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6-11- Tests d’antagonisme in vitro des bactéries endophytes contre les especes Phytophthora
palmivora et Phytophthora megakarya

Les tests d’antagonisme in vitro ont été réalisés dans le but de sélectionner les bactéries endophytes
qui exercent un effet d’inhibition sur la croissance mycélienne des deux souches de Phytophthora.
Ces tests ont consisté a une confrontation directe des bactéries endophytes avec chacune des
souches Phytophthora palmivora ou Phytophthora megakarya. Donc des cultures mixtes ont été
réalisées sur des milieux carotte agar. C’est-a-dire en confrontant les souches de Phytophthora et

les bactéries endophytes dans des boites de Pétri sur le méme milieu de culture.
6-11-1- Confrontation in vitro des bactéries endophytes et Phytophthora palmivora

Les bactéries ont été inoculées sous forme de stries rectilignes divisant les boites de Pétri en deux
parties égales (Melnick et al., 2011). Deux disques de mycélium calibrés a 5 mm de diametre ont
été prélevés sur une culture pure de Phytophthora palmivora a I’aide d’un emporte-piéce stérilisé
au bec Bunsen, et placés de chaque coté de la strie bactérienne a 1 cm du bord de la boite de Pétri.
Les boites témoins n'ont pas été ensemencées avec les bactéries. Les cultures ont ensuite été
incubées dans I'obscurité a 26 °C. Apres 24 heures, les premieres observations ont été faites.

La période d'incubation a été prolongée a 30 jours pour contréler la stabilité des résultats obtenus

lors de ces tests. Tous les tests ont été réalisés en trois répétitions.
6-11-2- Confrontation in vitro des bactéries endophytes et Phytophthora megakarya

Les bactéries ont été inoculées sous forme de stries rectilignes divisant les boites de Pétri en deux
parties égales (Melnick et al., 2011). Deux disques de mycélium calibrés a 5 mm de diametre ont
été prélevés sur une culture pure de Phytophthora megakarya a I’aide d’un emporte-piece stérilisé
au bec Bunsen. Et placés de chaque c6té de la strie bactérienne a 1 cm du bord de la boite de Pétri.
Les boites témoins n'‘ont pas été ensemencées avec les bactéries. Les cultures ont ensuite été
incubées dans I'obscurité a 26 °C. Aprés 24 heures, les premieres observations ont été faites. La
période d'incubation a été prolongée a 30 jours pour contréler la stabilité des résultats obtenus lors

de ces tests. Tous les tests ont été réalisés en trois répétitions.
6-11-3- Calcul des Taux d’inhibition (T.I.)
L’estimation de la croissance mycélienne a consisté a mesurer quotidiennement (chaque 24 heures)

le diametre des colonies mycéliennes des Phytophthora a l'aide d'une régle (Figure 16). Et cette
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mensuration s’est achevée lorsque I'une des colonies a couvert I’ensemble de la boite. Au cours de
cette expérimentation, trois répétitions ont été effectuées pour chaque test. L'évaluation de 1’indice
d'inhibition exercée par la bactérie a été estimée par le calcul du taux d'inhibition de la croissance

mycélienne selon la formule suivante (Melnick et al., 2011; Akrofi et al., 2017).
T.L (%) = (1 Dn)xmo
. 1. 0) — Dt

T.1. : Taux d'inhibition ; Dn : diametre moyen des colonies en présence de la bactérie et Dt :

diamétre moyen des colonies témoins.
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Boite de Pétri

Strie bactérienne (isolat 18N)

Colonie de Phytophthora palmivora
inhibée

Zone d’inhibition

Regle

a- Mesure de la croissance du mycélium du genre Phytophthora en présence d’une
bactérie endophyte antagoniste

Boite de Pétri

Colonie de Phytophthora palmivora non
inhibée

Gélose carotte

b- Croissance normale de 1’espece Phytophthora palmivora en absence de bactérie
antagoniste (Exemple de témoin)

Figure 16 : Mesure de la croissance mycélienne du genre Phytophthora (Ouattara et al., 2020)

(Photos : Ouattara Adama, 2019)
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6-11-4- Test de survie des especes Phytophthora megakarya et Phytophthora palmivora sur
les cabosses

Apreés trente jours de confrontation, le mycelium des boites des isolats bactériens ayant eu un taux
d’inhibition supérieur ou égal a 59 % avec les deux souches de Phytophthora a été testé sur cabosse
blessée pour voir la survie du pathogéne. Des disques d’explants mycéliens de 5 mm de diamétre
ont eté préleves suivant une ligne sur les fronts de contact du mycélium et des colonies
bactériennes. Quatre explants ont été prélevés pour chaque isolat. Sept isolats bactériens ont été
testés dont 48P, 18N, 42P, 60P, 47P, 23P et 11P. Les explants prélevés ont été ensemencés dans
des cabosses blessées a 1’aide de I’emporte-piece. Les cabosses ont ensuite été disposées dans des
bacs sur des mousses imbibées d’eau distillée (Figure 17). Les bacs ont été fermés a 1’aide de

baches noires et ont été incubés a 26 °C pendant sept jours (Mpika et al., 2009).
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Colonie de I’espece
Phytophthora palmivora

Zone de contacte
bactérie-Phytophthora

Zone d’inhibition

Strie bactérienne (isolat 18N)
Zone d’inhibition

Points de prélevement
d’explant de mycélium

Colonie de I’espece
Phytophthora palmivora

Cabosse inoculée avec un
explant de mycelium préleveé
dans la zone de contact
bactérie-Phytophthora

Cabosse inoculée avec un
explant de mycélium prélevé
dans la zone d’inhibition

Cabosse inoculée avec un
explant de mycélium prélevé
dans la zone d’inhibition

Cabosse inoculée avec un
explant de mycélium prélevé
dans la zone de contact
bactérie-Phytophthora

(Photos : Ouattara Adama, 2019)

Figure 17 : Test de survie du genre Phytophthora sur les cabosses de cacaoyers
(Kébé et al., 2009 et de Mpika et al., 2009)
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6-11-5- Tests feuilles d’antagonisme

Les tests d’antagonisme ont été réalisés par inoculation des disques foliaires de trois clones de
cacaoyers avec les inoculums bactériens (des isolats : 23P, 48P, 60P et 18N) et fongiques

(Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya).
6-11-5-1- Préparation d’inoculum des endophytes bactériens

La pré-culture de chaque isolat bactérien a éte réalisée sur un milieu de culture petit pois liquide.
Aprés quarante-huit (48) heures d’incubation, les suspensions (10° UFC / mL) ont subi une série
de dilution (1:10) dans de I’eau distillée stérile pour obtenir une concentration finale de 10° et de
10 UFC / mL.

6-11-5-2- Préparation d’inoculum des zoospores de Phytophthora palmivora et de
Phytophthora megakarya

Les suspensions de zoospores des souches Phytophthora palmivora (BL7.11.2) et Phytophthora
megakarya (13P30.1) ont été obtenues a partir de cultures agées de seize (16) jours dans des fioles
de Roux. En effet, aprés trois jours d’incubation a I’obscurité, les cultures ont été exposées a une
photopériode de 12 heures pendant deux semaines. Ces cultures ont ensuite été inondées d’eau
distillée stérile puis placées a une température de 4 °C pendant quinze (15) minutes et exposées a
la lumiére d’une lampe a incandescence pendant quarante-cing (45) minutes. Enfin, les suspensions
de zoospores obtenues ont ét¢ dénombrées a I’aide d’une cellule de Malassez et ajustées a la
concentration de 3.10° zoospores/mL en vue d’effectuer les inoculations sur les disques foliaires
(Nyassé et al., 1995 ; Mpika et al., 2009).

6-11-5-3- Dispositif expérimental et technique d’inoculation

Ce test effectué sur des disques foliaires de 15 mm de diametre a été conduit pour chaque souche
de Phytophthora par un dispositif expérimental randomisé split-plot a 4 facteurs (Figure 18)
(Chaouch, 2017). Le premier facteur a été la sensibilité des clones. Trois (03) clones de cacaoyer
de différentes sensibilités a la pourriture brune ont été testés. Ces clones ont été le NA32, le PA150
et le SCAG respectivement sensible, moyennement résistant et résistant. Le deuxieme facteur a été
la capacité des bactéries a inhiber I’apparition de pourriture brune sur les feuilles des trois clones.
Pour cela quatre (04) isolats bactériens (60P, 48P, 18N et 23P) pré-sélectionnés dans les tests de
confrontation in vitro pour un bon taux d’inhibition ont été testés. Le troisieme facteur a consisté a
évaluer la capaité de différentes concentrations d’inocula bactériens a inhiber 1’apparition de la
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pourriture brune sur les feuilles des trois clones. Trois (03) concentrations de chaque isolat
bactérien ont été testées dont la prémiére concentration C1=10%, la deuxiéme concentration C,=10°
et la troisiéme concentration C3=10° UFC / mL. Enfin, le quatriéme facteur a consisté a évaluer
I’effet de différentes périodes d’application des inocula bactériens sur I’apparition de la pourriture
brune sur les feuilles trois clones de cacaoyer. Trois (3) périodes d’application de 1’inoculum
bactérien ont été testées. La premiére période nommeée (AV) a consisté a appliquer I’inoculum
bactérien une heure (1) de temps avant I’inoculum du Phytophthora. La deuxieéme période nommee
(P) a consisté a appliquer simultanément 1’inoculum bactérien et celui du Phytophthora. Enfin, la
troisieme période nommée (AP) a consisté a appliquer I’inoculum bactérien une heure (1) de temps

apres I’inoculum du Phytophthora.

Les disques foliaires ont été disposés dans des bacs sur une mousse d’épaisseur (1cm) imbibée
d’eau distillée et ont été inoculés avec des aliquotes de 10 pL de suspensions de chaque pré-cultures
bactériennes. Chaque inoculum bactérien a été appliqué des concentrations différentes de 10°, 10°
et 10° UFC / mL. Chaque disque a regu ensuite selon le type de traitement, 10 pL d’une suspension
d’une souche de Phytophthora calibrée a 3.10° zoospores / mL. Les témoins ont été inoculés
uniquement avec les suspensions de zoospores des souches de Phytophthora utilisées. Au totale,
36 traitements a raison de 9 traitements par isolat bactérien ont été appliqués aux disques foliaires
des trois clones de cacaoyer utilisés. Quatre-vingt-dix (90) disques foliaires par clones, disposés en
3 lignes de 10 disques par type de traitement ont été inoculés avec chaque suspension bactérienne
et répartis dans 4 bacs constituant chacun une répétition (Figure 18). Aprés I’inoculation des
disques foliaires, chaque bac a été recouvert d’une bache noire et incubé a 1’obscurité a 26 +2 °C

pendant 7 jours.
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Bacs

Mousses imbibées d’eau
Lignes témoins

Disques foliaires

Ligne témoin (Disques foliaires
inoculés avec 3.10° zoospores/ mL du
genre Phytophthora)

Mousse imbibée d’eau

Disques foliaires

Inoculum (Bactérien+ fongique)

Traitements bactériens

10° UFC/mL 106 UFC/mL 10° UFC/mL <— Concentrations

B- Mode d’application des traitements bactéries sur les disques foliaires

, . . L Photos : Ouattara Adama, 2019
Figure 18 : Dispositif expérimental ( )
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6-5-4- Lecture des symptdmes

La lecture des résultats a été conduite selon 1’échelle de Blaha (Nyassé et al., 1995 ; Kébe et al.,
2009), dont le score de symptdmes de pourriture brune varie de 0 a 5 comme I’indique la Figure
19 (Nyassé et al, 1995 ; Bowers & Tondje, 2006).

0 1 2

‘ oz ’
> x
U
< ~ -

Figure 19 : Indices de sensibilité selon 1’échelle de Blaha

0 = absence de symptdme ;

1 = présence des points de pénétration ;
2 = présence de points en réseau ;

3 = présence de tache réticulée ;

4 = présence de tdche marbrée ;

5 = présence de tache de nécrose vraie.
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6-12- Analyses statistiques des donnees

Toutes les données collectées dans cette étude ont été saisies sous tableur Excel 2010. Les analyses
statistiques ont été réalisées sous le logiciel R version 3.5.1 (R Core Team, 2018). L’analyse de
variance a un facteur (ANOVA) a été utilisée pour comparer les indices moyens de solubilisation
du phosphate tricalcique et du mica par les endophytes bactériens du cacaoyer (selon les
provenances des sols, les variétés de cacaoyer et I’organe végétatif dont proviennent les isolats).
Cette analyse de la variance a été réalisée selon les moyennes ajustées ou lesmean (Herveé, 2016).
Le test non paramétrique de Mood a été utilisé pour comparer les indices moyens de solubilisation
du phosphate tricalcique des isolats bactériens provenant des trois variétés de cacaoyer et des
différents organes des plants de cacaoyer. L’analyse de variance a un facteur a été utilisée aussi
pour étudier D’effet des stress abiotiques (métaux lourds, salinité et pH) sur la capacité
solubilisatrice des isolats bactériens. Le test de Student-Newman-Keuls a été utilisé pour faire les
comparaisons multiples lorsque ’ANOVA a révélé une différence significative au seuil de
probabilité¢ 5 %. Par ailleurs, ’analyse en composante principale (ACP) a permis de mettre en
évidence les isolats bactériens les plus tolérants et capables de solubiliser le phosphate tricalcique
sous stress des métaux lourds. Les packages FactoMiner et FactoShiny de R ont permis de faire les
graphiques de I’ACP sous R.

Les pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne ont subi une transformation arcsinus
(racine carré) pour les ajuster a la loi normale (Gomez & Gomez, 1984), puis ont été soumis avec
les données des indices moyens de sensibilité a la pourriture brune des tests feuilles, a une analyse
de la variance (ANOVA) selon la procédure PROC GLM (Process of General Linear Model) sous
le logiciel SAS® version 9.4 (SAS, 1995). Les tests feuilles ont été conduits pour chaque souche
de Phytophthora par un dispositif expérimental randomiseé split-plot a 4 facteurs. Les comparaisons
multiples ont été réalisées selon la méthode de Student-Newman-Keuls au seuil de probabilité p <
0,05.
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Chapitre 7 : Isolement et sélection des bactéries endophytes du cacaoyer ayant des propriétés

d’intérét agronomique

7-1-Résultats
7-1-1- Bactéries endophytes isolées

Des bactéries endophytes ont €té isolées a partir des organes (racines, tiges et feuilles) de cacaoyer
(Figure 20). Les jeunes plants élevés sur des sols de différentes provenances ont tous révélé la
présence de bactéries endophytes dans les tissus de leurs organes végétatifs stérilises en surface.
En effet, les densités bactériennes étaient variables de 7,46x10% & 36x10° UFC / g pour les racines
fraiches et de 0,3x10°% a 4,8x10% UFC / g pour les feuilles fraiches (Tableau IV).

Au total, deux cent dix-huit (218) bactéries endophytes ont été obtenues apres purification sur la
gélose YEM pauvre en azote (Annexe 5). Les isolats retenus ont été purifiés par répiquage
successifs sur le méme milieu pour s’assurer de leur capacité a fixer 1’azote moléculaire (Figure
21). La purification a été ensuite confirmee par une coloration de Gram. La collection obtenue a
été isolée a partir des organes (racines, tiges et feuilles) des trois variétés de cacaoyer NA32, P7 et
tout-venant. En effet, cinquante-trois (53) isolats bactériens soit 24,31 % ont €té isolés de la variété
NA32. Soixante-cing (66) isolats bactériens soit 30,28 % ont été isolées de la variété P7 et quatre-
vingt-dix-neuf (99) isolats bactériens soit 45,41 % qui ont été isolés de la variété tout-venant.

Aussi, sur I’ensemble de la collection 152 isolats soit 69,72 % ; 30 isolats soit 13,76 % et 36 isolats

soit 16,51 % proviennent respectivement des racines, tiges et feuilles de ces variétés.

96



TROISIEME PARTIE : RESULTATS ET DISCUSSION

Colonies bactériennes

Boites de Pétri

Colonie
bactérienne pure

Strie rélachée

Gélose YEM
Stries serrées
Coupes

transversales de tige
de cacaoyer

Figure 20 : Colonies de bactéries endophytes isollées a partir des oraganes de cacaoyers
(a et b)- Etalement des broyats de racines ou de feuilles sur le PCA ; (c)- Etalement des coupes transversales des tiges
de cacapyers sur le milieu PCA ; d)- Purification des colonies bactériennes par des stries d’épuisement sur le milieu
PCA

(Photos : Ouattara Adama, 2018)
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Tableau IV : Nombre de bactéries endophytes obtenu selon les organes, les variétés et les localités

Densité Nombre
" o bactérienne ufc/g d'isolats .Taux
Localités Varieétes Organes g . e, d’isolement
organe fraissur  purrifiés sur (%)
milieu PCA milieu YEM
Racines 24,9x10° 7
P7 Feuilles 4,5x10° -
. Tiges - 2
Aboisso Racines 23,5x10° 12 10,09
NA32 Feuilles 4,0x10° -
Tiges - 1
Racines 28,7x10° 5
P7 Feuilles 3,5x10° 1
Tiges - 2
Abengourou Racines 14,4x10° 6 78
NA32 Feuilles 3,8x10° -
Tiges - 3
Racines 27,3x10° 3
P7 Feuilles 4,8x10° 1
Tiges - -
Racines 24,7x10° -
Daloa NA32 Feuilles 3,1x10° - 47,25
Tiges S -
Racines 35,0x10 65
oout " Feuilles 3,6x10° 26
Tiges - 8
Racines 20,4x10° 7
P7 Feuilles 4,5x10° 1
: Tiges - 2
Divo Racines 7.46x10° 8 .17
NA32 Feuilles 0,43x10° -
Tiges - 2
Racines 28,4x10° 9
P7 Feuilles 4,6x10° 2
. . Tiges - 4
Duekoue Racines 27,3x10° 11 11,93
NA32 Feuilles 3,3x10° -
Tiges - -
Racines 27,3x10° 10
P7 Feuilles 0,3x10° 5
. Tiges - 5
Soubre Racines 36,0x10° 10 13,76
NA32 Feuilles 3,1x10° -
Tiges - -
Total 218 100

UFC-= unité formant colonie
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7-1-2- Caracteres morphologiques des isolats bactériens au microscope optique

L’observation des colonies au microscope optique a permis de révéler qu’aucune colonie ne
présentait un aspect mycélien. Ces colonies étaient constituées de bacilles avec deux modes de
regroupement : soit des chainettes en amas, soit isolé (Figure 21). Par ailleurs, la coloration de
Gram des isolats collectés a révélé 191 bacilles (87,61 %) a Gram positif (BG*) et 27 bacilles (12,
38 %) a Gram négatf ou BG™ (Tableau 1V). Cette coloration indique la morphologie et le mode de
regroupement de chaque isolat (Figure 22).

Bacilles en chainettes
regroupés en amas

Bacilles isolés

Figure 21 : Aspect des colonies bactériennes au microscope (Grossissement X 400)

(@) Isolat 19P ; (b) Isolat 32P

Bacilles a Gram
négatif (Gram’),
isolat 33P

Bacilles a Gram
positif (Gram®,
isolat 21P

Figure 22 : Morphologie et mode de regroupement des souches révélés par coloration de
Gram (GX1000)
(Photos : Ouattara Adama, 2018)
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7-1-3- Bactéries endophytes d’intérét agricole sélectionnées

La sélection des isolats bactériens d’intérét agricole a été faite sur la base de leur capacité a fixer
1’azote atmosphérique (N2), a solubiliser le phosphate tricalcique, le mica et a produire les enzymes

amylase et nitrate réductase.

7-1-3-1- Fixation biologique de I’azote atmosphérique

Deux cent dix-huit (218) bactéries endophytes du cacaoyer isolées sur le milieu de culture PCA,
ont pu croitre sur la gélose YEM (Yeast extract mannitol agar). Ces isolats ont été capables de fixer

I’azote biologique (N2).
7-1-3-2- Solubilisation du phosphate tricalcique (Caz(POa)2)

Au total, 90 isolats sur 218 (41,28 %) de la collection ont pu solubiliser le phosphate tricalcique
dans le milieu de culture PVK. Ces isolats ont présenté un halo de solubilisation du phosphate
tricalcique sur le milieu de culture PVK (Figure 23). Sept (7) isolats bactériens ont eu les indices
de solubilisation les plus élevés compris entre 150 et 200 %. Parmis ces isolats, cing (38P, 39P,
40P, 41P et 53N) proviennent de plants de cacaoyer cultivés sur des sols de la localité de Duékoué
et deux (4P et 5P) proviennent des sols de la localité de Soubré. Le tableau V donne I’exemple de
calcul des indices de solubilisation de 45 isolats bactériens ayant eu un indice de solubilisation

supérieur ou égal a 70 %.
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Halo de solubilisation

du phosphate tricalcique Diamétre du halo (H)

Diametre de la
colonie bactérienne
(C)

Colonie bactérienne

Colonie bactérienne ne
solubilisant pas le
phosphate tricalcique

Figure 23 : Solubilisation du phosphate tricalcique sur milieu Pikovkaya (PVK).

(Photo : Quattara Adama, 2019)
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Tableau V : Indices de solubilisation du phosphate tricalciqgue en fonction des bactéries
endophytes du cacaoyer

Isolats Provenances Diameétre Diameétre
bactériens Origines Organes  Variétés colonie (mm) halo (mm) ISP (%)
19P Aboisso Racine P7 7 14 75
22P Aboisso Racine P7 8 14 75
24P Aboisso Tige P7 8 14 75
30P Duékoué Racine P7 10 18 80
37N Aboisso Racine NA32 11 20 81,82
41N Aboisso Racine NA32 12 22 83,33
1P Soubré Racine pP7 7 13 85,71
7P Divo Racine pP7 7 13 85,71
11P Divo Racine pP7 7 13 85,71
16P Divo Feuille pP7 7 13 85,71
29P Duékoué Racine pP7 7 13 85,71
55P Soubré Racine pP7 7 13 85,71
56P Soubré Feuille pP7 7 13 85,71
61P Abengourou Feuille pP7 8 15 87,5
35P Duékoué Racine pP7 8 15 87,5
36P Aboisso Racine P7 8 15 87,5
3N Soubré Racine NA32 8 15 87,5
46P Soubré Tige pP7 8 15 87,5
18P Aboisso Racine pP7 8 15 87,5
35N Aboisso Racine NA32 11 21 90,91
2P Soubré Racine pP7 13 25 92,31
IN Soubré Racine NA32 15 29 93,33
6P Soubré Tige P7 7 14 100
20P Aboisso Racine P7 7 14 100
21P Aboisso Racine P7 7 14 100
25P Aboisso Racine P7 6 12 100
32P Duékoué Tige P7 7 14 100
33P Duékoué Racine P7 7 14 100
39P Duékoué Racine P7 8 16 100
47P Soubré Tige P7 6 12 100
58P Abengourou Tige P7 8 16 100
31N Aboisso Racine NA32 7 17 100
33N Aboisso Racine NA32 8 18 100
3P Soubré Feuille P7 7 15 114,29
8P Divo Tige P7 7 15 114,29
31P Duékoué Racine pP7 7 15 114,29
34P Duékoué Racine P7 7 16 128,57
4P Soubré Feuille P7 7 17 142,86
37P Duékoué Tige P7 6 15 150
38P Duékoué Racine P7 6 15 150
42P Soubré Feuille P7 6 15 150
5P Soubré Tige P7 5 13 160
40P Duékoué Feuille P7 7 20 185,71
53N Duékoué Tige NA32 11 32 191
41P Duékoué Tige P7 6 18 200

ISP = indice de solubilisation du phosphate tricalcique exprimé en (%)
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Au niveau des localités, les indices moyens de solubilisation observés ont été de 137,67+ 5,58 ;
86+ 4,68 ; 67,67+ 5,64 ; 54,67+ 5,90 ; 45+4,92 % et 40,13+ 4,77 % respectivement pour les isolats

bactériens provenant de Duékoué, Soubré, Aboisso, Daloa, Divo et Abengourou (Figure 24).

L’analyse de la variance (ANOVA) a montré une différence significative (p < 0,001) entre les
indices moyens de solubilisation des bactéries endophytes provenant des plants de cacaoyers
cultivés sur les sols des six régions (Figure 24). Par ailleurs, le test de comparaison multiple de
Student-Newmann-Keuls a révélé cinq groupes homogeénes (a, b, ¢, c¢d, d) d’isolats bactériens selon
les indices moyens ajustés de solubilisation (Figure 25). La plus petite différence significative entre

ces différents indices a été de 22,67 %.
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Bactéries endophytes des différents sols

Figure 24: Indices moyens ajustés de solubilisation du phosphate tricalcique en fonction de la
provenance des sols

BSP (bactéries solubilisant le phosphate tricalcique) ; Abe (Abengourou) ; Abs (Aboisso) ; Dal (Daloa) ; Div (Divo) ;
Duk (Duékoué) et Sbr (Soubré). PTC= Phosphate tricalcique. SE= Erreur Standard. Les moyennes ayant les mémes
lettres ne sont pas significativement différents selon le test de Student-Newman-Keuls au seuil de probabilité 5 %.
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Les bactéries isolées a partir de plants de cacaoyer cultivés sur les sols de Duékoué suivie de ceux
des sols de Soubré ont été les plus efficaces. Ces isolats bactériens ont présenté les indices de
solubilisation du phosphate tricalcique les plus élevés allant de 100 a 200 %, avec des indices
moyens respectifs de 137,67+ 5,58 et 86+ 4,68 %. Les indices de solubilisation les plus faibles ont
été observés chez les bactéries provenant des sols de Divo et d’Abengourou.

Le test de Student-Newman-Keuls a montré une différence significative (p < 0,001) entre les
indices moyens des bactéries isolées des sols de Duékoué et ceux de Soubre, Aboisso, Daloa
Abengourou et Divo.

Selon la variété des plants de cacaoyers, les indices moyens de solubilisation du phosphate
tricalcique ont été de 79,14+ 5,58 ; 71,92+7,33 et de 54, 67+ 5,90 % respectivement pour les isolats
bactériens provenant des variétés NA32, P7 et tout-venant. Au niveau des organes les indices
moyens de sobulisation observés ont été 77,16+ 6,45 ; 74,60+ 7,11 et 63,80+7,60 % respectivement

pour les isolats bactériens provenant des racines, des tiges et des feuilles.

La comparaison des isolats bactériens selon le test non-paramétrique de Mood n’a révélé aucune
différence significative (p = 0,0985) entre les médianes des indices de solubilisation du phosphate
tricalcique des endophytes bactériens, selon leur provenance des trois variétés de cacaoyer (P7,
NA32 et tout-venant) (Figure 25 A). De méme aucune différence signification (p = 0,4685) n’a
été observé entre les médianes des indices de solubilisation des populations bactériennes prises

selon leur provenance des différents organes (racines, tiges et feuilles) (Figure 25 B).
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Figure 25 : Indices de solubilisation du phosphate tricalcique des bactéries endophytes du
cacaoyer en fonction de leurs provenances

(A) Bactéries provenant des variétés et (B) Bactéries provenant des organes.

Les médianes surmontées des mémes lettres ne sont pas statiquement différents selon le test non paramétrique de Mood
au seuil de probabilité 5 %.
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7-1-3-3- Solubilisation du potassium (mica)

Les bactéries qui ont solubilisé le mica ont été caractérisées par I’apparition d’un halo blanchatre
ou rosatre autour de la colonie bactérienne sur le milieu Aleksandrov modifié solide aprés 7 jours
d’incubation a 28 +2 °C (Figure 26). Au total, 189 (89,26 %) isolats ont éte capables de solubiliser
le mica. Les indices de solubilisation ont varié de 70 a 300 % (Tableau V1). Les indices moyens de
solubilisation du mica ont été de 148+ 6,79 ; 107,00+ 7,36 ; 99,67+ 6,91 ; 63,00£ 6,79 ; 61,33+
7,11 et de 51,33+ 7,11 % respectivement pour les isolats provenant de Daloa, Soubré, Duékoué,

Divo, Aboisso et Abengourou.

Au niveau des variétés de cacaoyers, les indices moyens de solubilisation du mica ont été de
148,00+ 6,79 ; 87,62+ 4,02 et 66,70+ 3,32 % respectivement pour les isolats bactériens provenant

des plants issues des variétés tout-venant, NA32 et P7.

Au niveau des organes, les indices moyens de solubilisation ont été de 100,63+ 6,50 ; 90,93+ 7,91
et 73,60 + 8,36 % respectivement pour les isolats bactériens provenant des racines, des tiges et des

feuilles.

Colonie bactérienne

Halo rose de
solubilisation du mica

Colonie bactérienne
Halo blanc de
solubilisation du mica

Figure 26 : Solubilisation du mica sur milieu Aleksandrov modifié

(Photo : Ouattara Adama, 2019)
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Tableau VI : Indices de solubilisation du potassium (mica) en fonction des bactéries endophytes
du cacaoyer

Provenances L L
Isolats Diametre Diametre ISK (%)
bactériens  Origines  Organes Variétés colonie (mm)  halo (mm)

8P Divo Tice P7 7 14 100.00
26P Duékoué Racine P7 7 14 100,00
11P Divo Racine P7 11 23 109,09
43N Aboisso Racine NA32 0,8 1.7 112,50
55P Abengourou  Racine pP7 14 30 114,29
47P Soubré Feuille P7 11 24 118,18
63P Daloa Racine P7 5 11 120,00
17P Aboisso Racine P7 10 22 120,00
30P Duékoué Tige P7 9 20 122,22
41P Soubré Racine p7 9 20 122,22
37P Duékoué Feuille P7 8 18 125,00
40P Soubré Racine P7 11 25 127,27
56P Abengourou  Racine p7 7 16 128,57
50P Soubré Racine P7 10 23 130,00
46P Soubré Racine P7 6 14 133,33
9P Divo Racine P7 10 24 140,00
21N Divo Racine NA32 0,5 1.2 140,00
7P Divo Racine pP7 7 17 142,86
16P Divo Racine P7 8 20 150,00
22P ADboisso Tige p7 4 10 150,00
27P Duékoué Feuille P7 6 15 150,00
38P Duékoué Tige P7 8 20 150,00
31P Duékoué Racine P7 9 23 155,56
54pP Abengourou Tige P7 7 18 157,14
25P Aboisso Racine P7 9 24 166,67
39P Soubré Feuille P7 7 20 185,71
2P Soubré Racine P7 0,7 2 185,71
53P Duékoué Tige P7 8 23 187,50
1P Soubré Racine P7 1.2 3.5 191,67
BEC122 Daloa Racine TV 10 30 200,00
BEC125 Daloa Feuille TV 10 30 200,00
BEC145 Daloa Racine TV 10 30 200,00
BEC155 Daloa Racine TV 10 30 200,00
BEC157 Daloa Racine TV 11 31 200,00
BEC163 Daloa Racine TV 10 30 200,00
BEC123 Daloa Racine TV 11 35 218,00
BEC154 Daloa Racine TV 11 35 218,00
BEC132 Daloa Racine TV 10 32 220,00
BEC162 Daloa Racine TV 9 29 222,00
3P Soubré Feuille pP7 0,7 2,4 242,86
BEC114 Daloa Feuille TV 9 35 289,00
BEC115 Daloa Feuille TV 10 36 260,00
4p Soubré Feuille pP7 0,7 2.3 266,67
BEC142 Daloa Racine TV 11 41 273,00
BEC146 Daloa Racine TV 10 40 300,00

ISK= indice de solubilisation du mica (potassium) exprimé en (%)
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L’analyse de la variance a montré une diffétrence significative entre les indices moyens de
solubilisation du mica selon la localité, selon la variété de cacaoyer et selon le type d’organes dont
proviennent les isolats bactériens. Au niveau des localités la plus petite différence significative a
été de 36,67 %. Au niveau des variétés et des organes, la plus petite différence significative a été
respectivement de 20,92 % et de 27,03 %. Par ailleurs, le test de comparaison multiple de Student-
Newman-Keuls a révélé trois groupes homogenes (a, b, c) de populations bactériennes parmi les
six localités de provenances (Figure 27), trois groupes homogenes (a, b, c) selon leur provenance
des variétés (Figure 28 A) et trois groupes homogénes (a, ab, b) selon 1’organe dont proviennent

les populations bactériennes (Figure 28 B).

F= 26,61
1507 p<0,0001
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BSK_Abe BSK_Abs BSK Dal BSK Dw  BSK Duk  BSK_Sbr
Bactéries endophtytes des différents sols

Indice moyen de solubilisation du mica +/-SE

Figure 27 : Indices de solubilisation du mica (potassium) par les bactéries endophytes du
cacaoyer en fonvtion de la provenance du sol.

BSK (bactéries solubilisant le potassium) ; Abe (Abengourou) ; Abs (Aboisso) ; Dal (Daloa) ; Div (Divo) ; Dué
(Duékoug) et Sbr (Soubré). Les moyennes ayant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes selon le test
de Student-Newman-Keuls au seuil de probabilité 5 %.
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Figure 28 : Indices de solubilisation du mica par les bactéries endophytes du cacaoyer en fonction de
leurs provenances

(A) Bactéries endophyte solubilisant le mica (BSK) isolées des différentes variétés de cacaoyers ; (B) Bactéries
endophyte solubilisant le mica (BSK) isolées des différents organes de cacaoyers.

Les moyennes ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différentes selon le test de Student-Newman-
Keuls au seuil de probabilité 5 %.
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En effet, les endophytes bactériens isolés des plants de cacaoyer élevées sur les sols collectés dans
la localité de Daloa, ont eu les indices de solubilisation les plus élevés. Leur indice moyen a été de
148+ 6,79 %. Ces isolats ont été suivis de ceux isolés des sols des localités de Soubreé et de Duékoué
avec des indices moyens respectifs de 107,00+7,36 et de 99,67+ 6,91 %. Les isolats issus des sols
des localités d’ Abengourou, d’Aboisso et de Divo ont eu les indices moyens de solubilisation du

mica les plus bas respectivement de 51,33 ; 61,33 et 63,00 %.

Au niveau des variétes, une différence significative (p< 0,0001) a été observée entre les indices
moyens de solubilisation du mica des populations bactériennes isolées des variétés de cacaoyer
NA32, P7 et tout-venant. Les bactéries issues du matériel tout-venant ont eu I’indice moyen le plus
élevé 148,00 %. Ces bactéries ont été suivis respectivement de celles isolées des variétés NA32 et

P7 avec des indices moyens respectifs de 87,62 et 66,70 %.

Par ailleurs, une différence significative a été observée entre les indices moyens de solubilisation
du mica des populations d’isolats bactériens issus des racines et des feuilles des trois variétés de

cacaoyer.
7-1-3-4. Production d’amylase

Cette expérience a été réalisée avec les 45 isolats ayant solubilisé le phosphate tricalcique avec un
indice de solubilisation supérieur ou égal a 70 %. Les résultats de ce test ont montré que presque
tous les isolats bactériens ont été capables d’hydrolyser I’amidon. Cela s’est traduit par I’apparition
d’une zone claire autour des colonies chez 44 isolats sur 45 soit 97,73 % des isolats (Figures 29).
Seul I’isolat (41N) a donné une coloration noire en présence du lugol comme 1’indique la Figure
31. Ce qui traduit I’incapacité de cette bactérie a synthétiser ’enzyme amylase. Les isolats ont
hydrolysé 1’amidon indépendamment de leur provenance. C’est-a-dire aucun effet de leur

provenance du sol, de la variété et de 1’organe n’a été observé.
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Bactérie ne produisant pas
I’amylase (Isolat 41N)

Bactérie produisant
I’amylase (Isolat 37N)

Boite de Pétri

Figure 29 : Mise en évidence de la production d’amylase par les souches bactériennes étudiées

(Photo : Ouattara Adama, 2019)
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7-1-3-5. Réduction du nitrate de potassium (KNO3)

Les isolats bactériens ont toléré le nitrate de potassium jusqu’a la concentration de 4 % (p/v).
Cependant, a partir de la concentration de 6 %, la moitié des isolats a été inhibée (Figure 30). Le
nombre d’isolats inhibés a aussi augmenté au fur et a mesure que la concentration a augmenté. A
la concentration de 10 % (p/v), seulement 12 isolats sur 45 (26,67 %) ont pu tolérer et utiliser le
nitrate de potassium (Figure 31). Par ailleurs, la tolérance des isolats bactériens au nitrate de
potassium a varié¢ d’un isolat a un autre. Certains isolats tels que 1P, 2P, 18P, 19P ont été totalement
inhibés a la concentration de 10 % (p/v), tandis que 1’isolat 58P a été tres sensible a partir de la
concentration de 6 % (p/v). Contrairement a ces isolats cités précédemment, d’autres isolats tels
que 3P, 6P, 7P, 8P, 11P, 16P, 18P ont été trés tolérants a des concentrations de nitrate de potassium
allant de 2 a 10 % (Tableau VI1I).

Bactérie sensible

Gélose contenant 8 % de
KNO;

Isolat bactérien trés
sensible

Boite de Pétri

Isolat bactérien
tolérant le KNO3

Figure 30 : Effet du nitrate de potassium (KNOs3) sur la survie des bactéries endopytes du
cacaoyer

(Photo : Ouattara Adama, 2018)
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Figure 31 : Taux des isolats bactériens tolérants en fonction de différentes concentrations de
nitrate de potassium KNO3

113



TROISIEME PARTIE : RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau VII : Effet du nitrate de potassium (NaNO) sur la qualité de la croissance des bactéries

endophytes du cacaoyer

Qualité de la croissance bactérienne

Isolats Concentrations en KNOs (%)
bactériens 2 4 6 8 10
1P +++ ++ + + -
2P +++ ++ + + -
3P +++ ++ ++ ++ ++
4P +++ +++ ++ ++ +
5P +++ ++ ++ ++ +
6P +++ ++ ++ ++ +
7P +++ +++ +++ ++ ++
8P +++ +++ +++ ++ ++
11P +++ +++ +++ ++ ++
16P +++ +++ +++ ++ ++
18P +++ ++ + ++ -
19P +++ ++ ++ + -
20P +++ ++ + + +
21P +++ ++ + + +
22P +++ ++ + + -
24P +++ ++ + + +
25P +++ ++ + + +
29P +++ ++ + + -
30P +++ ++ + + +
31P +++ ++ + + -
32P +++ ++ + + -
33P +++ ++ + + -
34P +++ ++ + + -
35P +++ ++ + + +
36P +++ ++ + + -
37P +++ ++ + + -
38P +++ ++ ++ ++ +
39P +++ ++ ++ ++ +
40P +++ ++ ++ ++ +
41P +++ +++ +++ ++ ++
42P +++ ++ ++ +++ -
46P +++ +++ ++ ++ ++
47P +++ ++ ++ ++ ++
55P +++ ++ ++ ++ ++
56P +++ +++ ++ ++ ++
58P +++ ++ - - -
61P +++ ++ ++ ++ ++
IN +++ +++ +++ ++ +
3N +++ ++ ++ ++ +
31N +++ ++ + + -
33N +++ ++ + + -
35N +++ ++ + + -
37N +++ ++ + + -
41N +++ ++ +++ + -
53N +++ +++ +++ +++ ++

Bonne croissance (+++), Croissance moyenne (++), Croissance faible (+), Pas de croissance (-)
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7-1-3-6- Réduction du nitrite de sodium (NaNO3)

Le nitrite de sodium a été tres toxique pour les endophytes bactériens isolés du cacaoyer (Figure
32). En effet, pour une concentration de 0,25 % (p/v) seulement 11 isolats bactériens (1P ; 2P ; 3P.
4P ; 7P ; 18P ; 19P ; 24P ; 25P ; 35P ; 61P ; 31N ; 33N ; 35N et 37N) sur 45 soit 24,44 % ont pu
tolérer le nitrite de sodium, contre trois isolats (1P ; 4P et 53N) sur 45 soit 6,67 % qui ont toléré le
nitrite de sodium a la concentration de 0,5 % (p/v). Aucun isolat n’a toléré le nitrite de sodium a la
concentration de 0,75 % p/v (Tableau VIII).

Bactérie stressée (peu
tolérante)

Bactérie tolérante
(croissance normale)

Bactérie sensible
(croissance inhibée)

Gélose YEM contenant
0,25 % de NaNO>

Boite de Pétri

Figure 32 : Effet du nitrite de sodium (NaNO3) sur la survie des bactéries endophytes du
cacaoyer

(Photo : Ouattara Adama, 2018)
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Tableau VIII : Effet du nitrite de sodium (NaNO) sur la qualité de la croissance des bactéries
endophytes du cacaoyer

Qualité de la croissance bactérienne

Isolats . .
bactériens Nitrite de sodium (%)
0,25 0,5 0,75
1P +++ ++ -
2P ++ + -
3P ++ + -
4P +++ ++ -
5P + + -
6P + + -
7P ++ + -
8P + + -
11P + + -
16P + + -
18P ++ + -
19P ++ + -
20P + + -
21P + + -
22P + + -
24P ++ - R
25P ++ + -
29P + - -
30P + + -
31P - + -
32P - - -
33P + - -
34P + - R
35P ++ + -
36P + + -
37P + + -
38P + + -
39P + + -
40P + + -
41P + + -
42P + - R
46P + - -
47P + - -
55P - - -
58P + - -
61P +++ - -
1IN - - -
3N - - -
31N ++ - -
33N +++ + -
35N +++ + -
37N +++ + -
41N + + -
53N ++ ++ -

Bonne croissance (+++), Croissance moyenne (++), Croissance faible (+), Pas de croissance (-)
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7-1-4- Caractérisation physiologique des isolats bactériens d’intérét agronomique

7-1-4-1- Tolérance des bactéries endophytes du cacaoyer a la salinité (NaCl)

Tous les isolats bactériens ont toléré le NaCl a des concentrations allant de 1 a 4% (p/v). A la
concentration de 4 % (p/v), 62,23 % des isolats ont montré une bonne croissance. Au-dela de la
concentration de 4 % (p/v), le nombre d’isolats tolérant le NaCl a baissé drastiquement a 9 isolats
sur 45 soit (20 %) et a 4 isolats sur 45 soit (8,89 %) pour des concentrations respectives de 6 et 10
% (p/v) de NaCl (Figure 33). Certains isolats tels que 30P, 31P, 33P et 37N ont été trés sensibles
et ont été totalement inhibés a partir de la concentration de 6 % de NaCl (Figure 34). Par contre,
d’autres isolats tels que 46P, 47P, 58P, 61P et IN ont exhibé une bonne tolérance a la salinité

jusqu’a la concentration de 10 % (p/v) de NaCl (Tableau 1X).

100 100 100

90 -

80 -

70 A 62,23

60 A

50 A

40 A

30 A 20

20 13,34 8.89

z T3
0 1 2 4 8 10

6
Concentrations de NaCl en (%)

[EEN

o

o
1

Taux d'isolats bactériens tolérants (%)

o

Figure 33 : Taux d’isolats bactériens tolérants en fonction de différentes concentrations de chlorure de
sodium (NaCl)
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Boite de Pétri

Colonie bactérienne non
stressée (bonne croissance)

Colonie bactérienne
stressée (viable)

Colonie bactérienne stressée
(non viable)

Gélose YEM additionnée

de 6 % de NaCl

a- Croissance des isolats bactériens a la
concentration de 6 % de NaCl

b- Croissance des isolats bactériens a la c- Croissance des isolats bactériens a la
concentration de 8 % de NacCl concentration de 10 % de NaCl

Figure 34 : Effet du chlorure de sodium (NaCl) sur la survie des bactéries endophytes du cacaoyer

(Photos : Quattara Adama, 2018)
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Tableau 1X : Effet du chlorure de sodium (NaCl) sur la qualité de la croissance des bactéries
endophytes du cacaoyer

Quialité de la croissance bactérienne

Isolats Concentration de chlorure de sodium NaCl (%)
bactériens 0 1 2 4 6 8 10
1P +++ ++ ++ + + - -
2P +++ ++ ++ + + + -
3P +++ ++ ++ + + - -
4P +++ ++ ++ + + - -
SP +++ ++ ++ + + - -
6P +++ ++ ++ + + + -
7P +++ ++ ++ + + + -
8P +++ ++ ++ + + + -
11P +++ ++ ++ + + - -
16P +++ ++ ++ + + + -
18P +++ ++ ++ + + + -
19pP +++ ++ ++ + + + -
20P +++ ++ ++ ++ ++ + -
21P +++ ++ ++ ++ ++ ++ -
22P +++ ++ ++ + + + -
24P +++ ++ ++ ++ ++ + -
25P +++ ++ ++ ++ + + -
29P +++ ++ ++ ++ ++ ++ -
30P +++ ++ ++ ++ - - -
31P +++ ++ ++ ++ - - -
32P +++ ++ ++ ++ + + -
33P +++ ++ ++ ++ - -
34P +++ ++ ++ ++ ++ + -
35P +++ ++ ++ ++ + - -
36P +++ ++ ++ ++ + - -
37P +++ ++ ++ ++ + + -
38P +++ ++ ++ ++ + + -
39P +++ ++ ++ ++ + + -
40P +++ ++ ++ ++ + + -
41P +++ ++ ++ ++ + + -
42P +++ ++ ++ ++ + + -
46P +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
47P +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
55P +++ ++ ++ ++ + + -
56P +++ ++ ++ ++ + + -
58P +++ ++ ++ ++ + + +
61P +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
1IN +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
3N +++ ++ ++ + + + -
31N +++ ++ ++ + + - -
33N +++ ++ ++ ++ + - -
35N +++ ++ ++ + + + -
37N +++ ++ ++ + - - -
41N +++ ++ ++ ++ + - -
53N +++ ++ ++ ++ + - -

Bonne croissance (+++), Croissance moyenne (++), Croissance faible (+), Pas de croissance (-)
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7-1-4-2- Tolérance des isolats a I’urée

La majorité des bactéries endophytes isolées du cacaoyer ont été trés sensibles a I’urée. En effet,
seulement cing isolats (31N, 33N, 35N, 37N et 41N) sur 45 soit 11,11 % ont toléré I’urée a une
concentration de 2 % (p/v). Aucun isolat n’a toléré 1’urée a des concentrations de 4 et 6 % (p/v)
(Tableau X).
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Tableau X : Effet de I’urée sur la qualité de la croissance des bactéries endophytes du cacaoyer

Quialité de la croissance bactérienne
Concentration de ’urée (%)

Isolats
bactériens

N
[{e}
o
+++++++++ AN
1
]

53N + - -
Bonne croissance (+++), Croissance moyenne (++), Croissance faible (+), Pas de croissance (-)
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7-1-4-3- Tolérance des isolats a I’engrais chimique NPK (0-23-19)

Les 45 bactéries endophytes du cacaoyer testées, ont toléré 1’engrais NPK a des concentrations
allant de 2 a 8 % p/v (Figure 35). Cependant, a la concentration de 10 % (p/v), seuls 15 isolats sur
45 (soit 33,34 %) ont toléré le NPK (Figure 36). Cing (5) isolats (1IN, 3N, 35N, 37N et 53N) ont

exhibé une trés forte tolérance a la concentration 10 % (p/v) de NPK (Tableau XI).

Gélose YEM + 5 %
de NPK

Colonie
bactérienne

Gélose YEM
+8 % de NPK

Colonie bactérienne
stressée

PP 5% NPK 8%

Boite de Pétri

Figure 35 : Effet de I’engrais NPK sur la croissance et la survie des bactéries endophytes du

cacaoyer
(Photos : Ouattara Adama, 2018)
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Concentration du NPK dans le milieu (%)

Figure 36 : Taux d’isolats bactériens tolérants en fonction de la concentration de NPK(0-23-19)
dans le milieu de culture
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Tableau XI : Effet de ’engrais NPK (0-23-19) sur la qualité de la croissance des bactéries

endophytes du cacaoyer

Quialité de la croissance bactérienne

Isolats Concentration (%) du NPK (0-23-19)
bactériens 2 4 6 8 10
1P +++ +++ +++ ++ +
2P +++ +++ +++ ++ +
3P +++ +++ +++ ++ ++
4P +++ +++ +++ ++ +
SP +++ +++ +++ ++ +
6P +++ +++ +++ ++ +
7P +++ +++ +++ ++ +
8P +++ +++ +++ ++ +
11P +++ +++ +++ ++ +
16P +++ +++ +++ ++ +
18P +++ +++ +++ ++ +
19P +++ +++ +++ ++ +
20P +++ +++ +++ ++ +
21P +++ +++ +++ ++ +
22P +++ +++ +++ ++ ++
24P +++ +++ +++ ++ +
25P +++ +++ +++ ++ +
29P +++ +++ +++ ++ +
31P +++ +++ T4+ ++ +
32P +++ +++ +++ ++ +
33P +++ +++ +++ ++ +
34P +++ +++ T4+ ++ +
35P +++ +++ +++ ++ +
36P +++ +++ +++ ++ +
37P +++ +++ T4+ ++ +
38P +++ +++ T4+ ++ +
39P +++ +++ +++ ++ +
40P +++ +++ +++ ++ +
41P +++ +++ +++ +++ ++
42P +++ +++ +++ +++ ++
46P +++ +++ +++ +++ ++
47P +++ +++ +++ +++ ++
55P +++ +++ +++ +++ ++
56P +++ +++ +++ +++ ++
58P +++ +++ T4+ +++ ++
61P +++ +++ T4+ +++ ++
1IN +++ +++ +++ +++ +++
3N +++ +++ +++ +++ +++
31N +++ +++ T4+ ++ +
35N +++ +++ +++ +++ +++
37N +++ +++ +++ +++ +++
41N +++ +++ +++ ++ +
53N +++ +++ T4+ +++ +++

Bonne croissance (+++), Croissance moyenne (++), Croissance faible (+)
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7-1-4-4- Tolérance des isolats bactériens au stress acido-basique

Les endophytes bactériens du cacaoyer n’ont pas toleré les pH trés acides, car au pH 3,00 aucun
isolat n’a poussé (Figure 37). Au pH 3,5 trente-neuf isolats sur 45 soit 86,67 % ont pu pousser.
Pour des pHs allant de 4 a 10, tous les isolas ont poussé convenablement sur le milieu. Donc la
plage optimum de pH nécessaire pour la croissance des endophytes bactériens du cacaoyer a été
comprise entre pH 4,00 et pH 10,00. Dans 1’ensemble les endophytes ont toléré les pHs basiques
plus que les pHs acides (Tableau XI1).

100 100 100 100 100

100

90 86,67

80

70

60

50

40

30

20

10 0

3 8 17

[N

o

o
1

Taux d'isolats bactériens tolérants (%)

pH

Figure 37 : Taux d’isolats bactériens tolérants en fonction du pH du milieu de culture
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Tableau XII : Effet du pH sur la qualité de la croissance des bactéries endophytes du cacaoyer

Quialité de la croissance des bactéries endophytes du cacaoyer

Isolats
bactériens pH

3,0 3,5 45 55 7,0 75 80 9,0 10,0

1P - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
2P - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
3P - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
4P - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
5P - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
6P - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
7P - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
8P - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
11P - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
16P - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
18P - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
19P - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
20P - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
21P - ++ ++ +++ +++ +++ ++ ++ ++
22P - ++ ++ + ++ ++ + ++ ++
24P - ++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
25P - ++ ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++
29P - ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
30P - ++ ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++
31P - ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++ ++
32P - ++ + ++ +++ ++ ++ ++ ++
33P - ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++ ++
34P - ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++ ++
35P - ++ ++ ++ +++ ++ + ++ ++
36P - ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
37P - ++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++
38P - ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++ ++
39P - ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
40P - ++ ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++
41P - ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++ ++
42P - ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
46P - ++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++
47P - +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
55P - ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
56P - ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++ ++
58P - ++ ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++
61P - ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++ ++
1IN - ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
3N - ++ ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++
31N - ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
33N - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
35N - ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
37N - ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
41N - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
53N - ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++

Bonne croissance (+++), Croissance moyenne (++), Croissance faible (+), Pas de croissance (-)
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7-1-5- Solubilisation du phosphate tricalcique (Cas(POa4)2) sous stress abiotiques

Les 45 isolats ayant eu des indices de solubilisation supérieurs ou égaux a 70 % et provenant des
clones NA32 et P7 ont ¢été utilisés pour ¢étudier I'effet de différents stress abiotiques sur la

solubilisation du phosphate tricalcique (Caz(POa)2).
7-1-5-1- Solubilisation du phosphate tricalcique (Cas(POas)2) sous stress des métaux lourds

L’effet de différentes concentrations des métaux lourds (AICIl;, CdCl,, CoClz, CuSOs,
Pb(CH3C00)2,3H20 et du ZnSO4) sur la survie et la capacité des isolats bactériens a solubiser le

phosphate tricalcique a été réalisé.
7-1-5-1-1- Effet du chlorure d’aluminium (AICls)

Les indices moyens de solubilisation du phosphate tricalcique ont varié de 53,08 a 11,34 %
respectivement pour des concentrations de chlorure d’aluminium (AICI3) allant de 0,5 a 50 pg /
mL contre un indice moyen de 100 % dans le milieu de culture PVK normal (Figure 38). La
majorité des isolats bactériens a solubilisé le phosphate tricalcique en présence de différentes
concentrations de chlorure d’aluminium (AICIs) allant de 0,5 a 4 pg/mL. Par ailleurs, a la
concentration de 50 pug/mL, 22 isolats bactériens sur 45 ont pu solubiliser le phosphate tricalcique.
L’ajout du chlorure d’aluminium au milieu de culture PVK a inhibé fortement la capacité
solubilisatrice des bactéries endophytes du cacaoyer testées. Par exemple, les isolats 41P et 51N
ont eu des indices de solubilisation moyens recpectifs de 200 et 191 % dans le milieu PVK normal.
Ces indices moyens ont baissé fortement de 50 & 10 % et de 25 a 0 % respectivement avec 1’ajout
du chlorure d’aluminium a des concentrations de 0,5 & 50 pg / mL au milieu de culture PVK.
Cependant, les isolats 37N et 21P ont montré un effet stimulateur du chlorure d’aluminium ajouté
a une concentration de 0,5 pg / mL au milieu de culture PVK. Ces isolats ont solubilisé
respectivement le phosphate tricalcique avec des indices de solubilisation moyens respectifs de
166,67 et 100 % contre des valeurs moyennes de 100 et 81,82 % dans le milieu de culture PVK
normal. Toutefois, certaiens isolats ont été totalement inhibé a partir de la concentration de 4 ug /
mL de chlorure d’aluminium. Les isolats 33N, 37N et 21P ont éte les plus tolérants et ont solubilisé
le phosphate tricalcique avec un indice moyen de 50 % a la concentration de 50 pg/mL de chlorure
d’aluminium (Tableau XIII).
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® Indices moyens de solubilisation du phosphate tricalcique PTC (%)
O Taux de bactéries endophytes tolérant le chlorure d'aluminium (%)
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Figure 38 : Taux d’isolats bactériens tolérants et les indices moyens de solubilisation du phosphate
tricalcique (Cas(POa)2) en fonction de différentes concentrations de chlorure d’aluminium (AlCl3)

ajoutées au milieu de culture PVK

Les barres surmontées d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Student-Newman-
Keuls au seuil de probabilité 5 %.
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Tableau X111 : Effet du chlorure d’aluminium (AICI3) sur la capacité solubilisatrice du phosphate

tricalcique Cas(POa). par les bactéries endophytes du cacaoyer

Indices de solubilisation du phosphate tricalcique dans le milieu PVK (%)

ISO,Ia.tS Concentration du chlorure d’aluminium (pg / mL)
bactériens
0 0,5 1 2 3 4 10 25 50
41P 200 75 57,14 50 42,86 42,86 37,5 33,33 3333
53N 191 25 125 11,11 11,11 11,11 0 0 0
40P 185,71 37,5 25 25 25 11,11 0 0 0
5P 160 60 50 44,44 25 20 20 20 0
42P 150 50 50 50 4444 375 375 3333 2222
38P 150 71,43 71,43 50 50 375 375 2857 25
37P 150 42,86 42,86 28,57 25 25 0 0 0
4P 142,86 33,33 2222 1111 10 0 0 0 0
34P 128,57 25 22,22 11,11 1111 10 9,09 8,7 8,33
31P 114,29 57,14 50 37,5 25 22,22 0 0 0
8P 114,29 50 4444 2222 2222 11,11 0 0 0
3P 114,29 66,67 50 42,86 42,86 28,57 0 0 0
33N 100 875 8571 75 75 62,5 625 5556 50
31N 100 66,67 44,44 375 375 28,57 25 25 12,5
58P 100 50 42,86 42,86 33,33 2857 125 0 0
47P 100 28,57 11,11 9,09 9,09 9,09 0 0 0
39P 100 50 50 4444 375 375 375 3333 2222
33P 100 50 42,86 42,86 28,57 25 25 22,22 0
32pP 100 66,67 57,14 57,14 4286 4286 37,5 2857 25
6P 100 75 50 50 40 22,22 22,22 20 0
20P 100 42,86 42,86 42,86 42,86 25 0 0 0
21P 100 166,67 125 1125 100 875 625 5556 44,44
25P 100 25 20 10 10 10 10 8 8
AN 93,33 60 50 33,33 20 20 1429 11,11 10
2P 92,31 28,57 28,57 28,57 25 20 18,18 16,67 11,11
35N 90,91 50 33,33 25 25 25 0 0 0
18P 87,5 37,5 37,5 25 25 25 22,22 11,11 10
35P 87,5 42,86 28,57 28,57 25 25 0 0 0
36P 87,5 50 50 50 4286 375 375 2857 25
3N 87,5 42,86 28,57 25 25 25 12,5 0 0
46P 87,5 75 75 71,43 57,14 25 375 22,22 10
61P 87,5 4286 4286 375 375 2857 14,29 0 0
1P 85,71 50 1429 125 125 0 0 0 0
7P 85,71 4286 375 33,33 25 25 0 0 0
11P 85,71 50 37,5 25 25 25 0 0 0
16P 85,71 50 42,86 42,86 42,86 4286 375 33,33 33,33
29P 85,71 28,57 1429 1429 125 11,11 0 0 0
55P 85,71 50 42,86 42,86 4286 375 375 25 25
56P 85,71 42,86 42,86 28,57 28,57 25 0 0 0
41N 83,33 75 625 375 2857 25 25 125 125
37N 81,82 100 85,71 83,33 83,33 75 57,14 50 50
30P 80 16,67 1429 125 125 0 0 0 0
19P 75 50 50 50 4286 375 33,33 25 22,22
22P 75 50 50 50 375 375 2857 25 25
24P 75 50 4444 4444 4444 A0 33,33 25 25
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7-1-5-1-2- Effet du chlorure de cadmium (CdClz)

Les indices moyens de solubilisation du phosphate tricalcique ont varié de 57 a 855 %
respectivement pour des concentrations allant de 0,5 a 50 pg / ml de chlorure de cadmium (CdCly)
contre une valeur moyenne de 100 % dans le milieu de culture PVK normal (Figure 39). De méme,
40 (88,89 %) des isolats bactériens ont pu solubiliser le phosphate tricalcique & des concentrations
de 0,5 & 3 pg / mL contre 25 isolats a la concentration de 50 pg / mL. L’ajout du chlorure de
cadmium dans le milieu de culture PVK a inhibé fortement la capacité des bactéries endophytes du
cacaoyer a solubiliser le phosphate tricalcique. En effet, les indices de solubilisation du phosphate
tricalcique de la majorité des isolats ont été fortement réduits avec la présence du cholrure de
cadmium dans le milieu de culture. Par exemple, les isolats 41P, 53N et 40P ont solubilisé le
phosphate tricalcique dans le milieu PVK normal avec des indices moyens de 200 ; 191 et 185,71
%. Ces indices ont drastiquement baissé avec 1’ajout de différentes concentrations de chlorure de
cadmium allant de 0,5 a 50 pug / mL au milieu de culture PVK. Cependant, les isolats 46P et 37N
ont montré un effet stimulateur du chlorure de cadmium ajouté a la concentration de 0,5 pg/mL
dans le milieu de culture PVK. Ces isolats ont montré respectivement des indices moyens 100 et
185,71 % de solubilsation du phosphate tricalcique dans le milieu de culture PVK additionné de
0,5 pg/mL de chlorure de cadmium. Or ces indices ont été respectivement 87,5 et 81,82 % dans le
milieu de culture PVK normal. Les isolats 21P, 46P et 37N ont toléré le chlorure de cadmium a la
concentration de 50 pg / mL et ont solubilisé le phosphate tricalcique avec des indices moyens
respectifs de 37,5 et 28,57 % (Tableau XIV).
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® Indices moyens de solubilisation du phosphate tricalcique PTC (%)
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Figure 39 : Taux d’isolats bactériens tolérants et les indices moyens de solubilisation du phosphate

tricalcique en fonction de différentes concentrations de chlorure de cadmium (CdCl.) ajoutées au

milieu de culture PVK

Les barres surmontées d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Student-Newman-
Keuls au seuil de probabilité 5 %.
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Tableau X1V : Effet du Chlorure de cadmium (CdCly) sur la capacité solubilisatrice du phosphate
tricalcique (Cas(PQOa4)2) par les bactéries endophytes du cacaoyer

Indices de solubilisation du phosphate tricalcique dans le milieu PVK (%)

Isolats Concentration du chlorure de cadmium (ug / mL)
bactériens 0 0,5 1 2 3 4 10 25 50
41P 200 50 50 37,5 25 25 25 11,11 10
53N 191 25 375 125 0 12,5 0 0 0
40P 185,71 66,67 42,86 2857 22,22 1429 125 125 1111
5P 160 14,29 1429 125 125 11,11 0 0 0
42P 150 75 50 37,5 37,5 25 2222 125 12,5
38P 150 85,71 7143 71,43 42,86 28,57 28,57 16,67 14,29
37P 150 42,86 28,57 25 25 16,67 14,29 14,29 0
4P 142,86 16,67 1429 125 1111 10 0 0 0
34P 128,57 0 0 0 0 0 0 0 0
31P 114,29 75 37,5 25 0 0 0 0 0
8P 11429 57,14 57,14 4286 42,86 33,33 22,22 20 14,29
3P 11429 33,33 33,33 2857 2857 28,57 25 22,22 125
33N 100 150 75 75 71,43 22,22 0 0 0
31N 100 85,71 50 4286 375 28,57 25 1429 125
58P 100 66,67 42,86 40 33,33 28557 2857 1429 1429
47P 100 0 0 0 0 0 0 0 0
39P 100 62,5 625 62,5 25 25 25 25 25
33P 100 0 0 0 0 0 0 0 0
32P 100 42,86 25 12,5 0 0 0 0 0
6P 100 50 4286 4286 375 375 25 22,22 20
20P 100 57,14 50 28,57 16,67 1429 125 0 0
21P 100 100 85,71 75 71,43 7143 375 375 375
25P 100 40,2 40 25 25 10 10 10 0
AN 93,33 75 75 62,5 50 25 0 0 0
2P 92,31 25 25 25 25 25 25 20 10
35N 90,91 71,43 28,57 25 25 14,29 0 0 0
18P 87,5 50 42,86 2857 1429 125 125 125 125
35P 87,5 0 0 0 0 0 0 0 0
36P 87,5 87,5 875 625 4286 2857 2857 2857 125
3N 87,5 128,57 100 57,14 50 42,86 2857 1429 125
46P 87,5 100 100 85,71 55,56 50 42,86 28,57 28,57
61P 87,5 83,33 7143 625 57,14 4286 3333 1429 125
1P 85,71 75 25 25 125 125 11,11 9,09 0
7P 85,71 57,14 57,14 57,14 42,86 42,86 0 0 0
11P 85,71 66,67 57,14 57,14 50 2857 2222 125 1111
16P 85,71 375 3333 28557 25 25 20 12,5 10
29P 85,71 0 0 0 0 0 0 0 0
55P 85,71 50 375 375 2857 16,67 1429 1429 125
56P 85,71 57,14 42,86 25 1429 1429 125 12,5 12,5
41N 83,33 14,29 625 125 125 14,29 0 0 0
37N 81,82 18571 100 7143 7143 71,43 4286 375 28,57
30P 80 75 57,14 375 0 0 0 0 0
19P 75 42,86 28,57 28,57 25 25 25 125 125
22P 75 42,86 37,5 25 1429 1429 125 12,5 12,5
24P 75 42,86 4286 2857 2857 28,57 25 22,22 125
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7-1-5-1-3- Effet du chlorure de cobalt (CoClz)

Les indices moyens de solubilisation du phosphate tricalcique ont varié de 44,27 a 4,28 %
respectivement pour des concentrations allant de 0,5 & 50 pug / mL de chlorure de cobalt contre une
valeur moyenne de 100 % dans le milieu de culture PVK normal (Figure 40). De méme, le nombre
d’isolats bactériens qui ont pu solubiliser le phosphate tricalcique ont été de 34 (75,56 %) et 12
(26,67 %) respectivement a des concentrations de 0,5 et 50 pg / mL de chlorure de cobalt. L’ajout
du chlorure de cobalt au milieu de culture PVK a inhibé fortement la capacité des bactéries
endophytes du cacaoyer a solubilisé le phosphate tricalcique. Ce composé a été toxique pour
certains isolats bactériens préalablement identifiés comme ayant solubilisé plus le phosphate
tricalcique dans le milieu de culture PVK normal (0 pg / mL de CoClz). L’ajout du chlorure de
cobalt a réduit voire méme a annulé les indices de solubilisation de la majorité des bactéries
endophytes comme les isolats 53N et 40P. L’isolat 21P a montré un effet stimulant du chlorure de
cobalt lorsqu’il a été ajouté & une concentration de 0,5 pg / mL au milieu de culture PVK. En effet,
cet isolat bactérien a montré un indice moyen de solubilisation du phosphate tricalcique d’une
valeur de 114,29 % contre une valeur moyenne de 100 % dans le milieu PVK normal. Les isolats
bactériens 41P, 5P, 39P, 37N et 2P ont pu tolérer le chlorure de cobalt a des concentrations allant
de 0,5 a 50 pug / mL. Ces isolats ont aussi solubilisé faiblement le phosphate tricalcique a ces

différentes concentrations du chlorure de cobalt (Tableau XV).
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® Indices moyens de solubilisation du phosphate tricalcique PTC (%)
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Figure 40 : Taux d’isolats bactériens tolérants et les indices moyens de solubilisation du phosphate
tricalcique (Caz(POas)2) en fonction de différentes concentrations de chlorure de cobalt (CoCly)

ajoutées au de culture milieu PVK

Les barres surmontées d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p < 0,0001) selon le test de
Student-Newman-Keuls au seuil de probabilité 5 %.
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Tableau XV : Effet du chlorure de cobalt (CoCl.) sur la capacité solubilisatrice du phosphate

tricalcique (Caz(PQOa4)2) par les bactéries endophytes du cacaoyer

Indices de solubilisation du phosphate tricalcique dans le milieu PVK (%)

b Isf,lﬁ.tsn Concentration du chlorure de cobalt (ug / mL)

acteriens =, 0,5 1 2 3 4 1 25 50
41P 200 42,86 42,86 42,86 2857 2857 2857 2857 28,57
53N 191 0 0 0 0 0 0 0 0
40P 185,71 0 0 0 0 0 0 0 0
5P 160 111,11 75 57,14 5556 5556 4286 375 33,33
42P 150 57,14 37,5 25 25 1429 1429 1429 125
38P 150 4286 42,86 42,86 42,86 2857 16,67 16,67 125
37P 150 50 42,86 28,57 28,57 0 0 0 0
4P 142,86 0 0 0 0 0 0 0 0
34pP 128,57 25 2222 125 1111 0 0 0 0
31P 114,29 50 25 0 0 0 0 0 0
8P 114,29 0 0 0 0 0 0 0 0
3P 11429 71,43 25 12,5 12,5 0 0 0 0
33N 100 100 62,5 0 0 0 0 0 0
31N 100 71,43 7143 375 1429 1429 125 12,5 0
58P 100 60 42,86 2857 16,67 16,67 1429 1429 125
47P 100 0 0 0 0 0 0 0 0
39P 100 7143 4286 42,86 33,33 2857 2857 2857 14,29
33P 100 0 0 0 0 0 0 0 0
32P 100 28,57 28,57 25 12,5 0 0 0 0
6P 100 71,43 42,86 2857 28,57 25 25 0 0
20P 100 28,57 25 12,5 12,5 0 0 0 0
21P 100 114,29 57,14 57,14 50 16,67 16,67 1429 125
25P 100 45 40 28 28 0 0 0 0
AN 93,33 37,5 25 0 0 0 0 0 0
2P 92,31 0 0 0 0 0 0 0 0
35N 90,91 28,57 28,57 25 25 12,5 0 0 0
18P 87,5 42,86 1429 125 0 0 0 0 0
35P 87,5 0 0 0 0 0 0 0 0
36P 87,5 4286 42,86 4286 42,86 1429 125 12,5 12,5
3N 87,5 28,57 28,57 25 25 20 12,5 12,5 0
46P 87,5 85,71 71,43 50 37,5 25 125 11,11 11,11
61P 87,5 71,43 4286 42,86 42,86 33,33 33,33 16,67 14,29
1P 8571 157,14 100 71,43 25 25 11,11 0 0
7P 85,71 42,86 33,33 2857 125 0 0 0 0
11P 85,71 33,33 33,33 2857 14,29 0 0 0 0
16P 85,71 57,14 42,86 33,33 25 16,67 16,67 16,67 14,29
29P 85,71 0 0 0 0 0 0 0 0
55P 85,71 100 57,14 37,5 25 0 0 0 0
56P 85,71 37,5 1429 125 12,5 12,5 12,5 10 0
41N 83,33 0 0 0 0 0 0 0 0
37N 81,82 71,43 60,67 50 40,86 40,86 40,86 30,33 15
30P 80 0 0 0 0 0 0 0 0
19P 75 42,86 33,33 28,57 28,57 0 0 0 0
22P 75 28,57 25 25 12,5 0 0 0 0
24P 75 42,86 28,57 28,57 28,57 20 16,67 1429 14,29
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7-1-5-1-4- Effet du sulfate de cuivre (CuSQOa)

Les indices moyens de solubilisation du phosphate tricalcique ont varié de 45,68 a 5,24 %
respectivement pour des concentrations allant de 0,5 a 50 pg / mL de sulfate de cuivre (Figure 41).
Par ailleurs, 38 isolats bactériens (84,45 %) et 15 isolats (33,34 %) ont pu solubiliser le phosphate
tricalcique a des concentrations de 0,5 et 50 pug / mL de sulfate de cuivre. L’ajout du sulfate de
cuivre au milieu de culture PVK a inhibé fortement la capacité des bactéries endophytes du
cacaoyer a solubiliser le phosphate tricalcique. En effet, les indices de solubilisation montré par les
isolats bactériens dans le milieu de culture PVK normal ont été réduit voire méme annulés avec
I’apport du sulfate de cuivre a différentes concentrations allant de 0,5 a 50 pg/mL au milieu PVK.
Certains isolats comme 41P, 53N et 40P ont montré les indices de solubilisation les plus élévés
dans le milieu de culture PVK. Avec 1’apport du sulfate de cuivre, les indices de solubilisation du
phosphate tricalcique de ces isolats bactériens ont baissé de 57,14 a 14,29 % ; 50 a 0 % et de 28,57
a 0 % respectivement. Cependant, les isolats 36P et 37N ont montré un effet stimulateur du sulfate
de cuivre ajouté a une une concentration de 0,5 pg / mL. Ces isolats ont montré des indices de
solubilisation de 128,57 et 133,33 % contre des valeurs moyennes de 87,5 et 81,82 %
respectivement dans le milieu PVK normal (Tableau XV1).
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® Indices moyens de solubilisation du phosphate tricalcique PTC (%)

O Taux de bactéries endophytes tolérant le sulfate de cuivre (%)
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Figure 41 : Taux d’isolats bactériens tolérants et les indices moyens de solubilisation du phosphate

tricalcique (Cas(POa4)2) en fonction de différentes concentrations de sulfate de cuivre (CuSOas)

ajoutées au milieu de culture PVK

Les barres surmontées d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Student-Newman-
Keuls au seuil de probabilité 5 %.
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Tableau XVI : Effet du sulfate de cuivre (CuSOs) sur la capacité solubilisatrice du phosphate

tricalcique (Cas(PQOa4)2) par les bactéries endophytes du cacaoyer

Indices de solubilisation du phosphate tricalcique dans le milieu PVK (%)

ba:sgﬁit:ns Concentration du sulfate de cuivre (ug/ mL)

0 0,5 1 2 3 4 10 25 50
41P 200 57,14 50 50 40 2857 25 25 14,29
53N 191 50 25 22,22 6,67 0 0 0 0
40P 185,71 28,57 25 22,22 125 125 0 0 0
5P 160 0 0 0 0 0 0 0 0
42P 150 71,43 37,5 375 3333 25 2222 2222 20
38P 150 87,5 75 62,5 50 25 25 25 25
37P 150 100 28,57 25 20 20 0 0 0
4P 14286 25 14,29 12,5 0 0 0 0 0
34P 128,57 0 0 0 0 0 0 0 0
31P 114,29 0 0 0 0 0 0 0 0
8P 114,29 33,33 25 20 11,11 10 0 0 0
3P 114,29 28,57 25 125 125 0 0 0 0
33N 100 57,14 50 50 42,86 25 0 0 0
31N 100 44,44 33,33 25 20 125 125 11,11 O
58P 100 16,67 14,29 1429 125 125 125 0 0
47P 100 0 0 0 0 0 0 0 0
39P 100 62,5 50 50 375 375 375 3333 25
33P 100 0 0 0 0 0 0 0 0
32P 100 57,14 33,33 33,33 14,29 1429 125 125 1111
6P 100 50 22,22 2222 20 20 1111 O 0
20P 100 11,11 11,11 10 9,09 9,09 0 0 0
21P 100 66,67 62,5 62,5 5556 40 30 30 27,27
25P 100 55 30 30 15 11 10 10 0
1IN 93,33 0 0 0 0 0 0 0 0
2P 92,31 25 25 11,11 11,11 0 0 0 0
35N 90,91 42,86 25 25 2222 125 0 0 0
18P 87,5 50 50 375 125 125 125 125 125
35P 87,5 0 0 0 0 0 0 0 0
36P 87,5 128,57 114,29 625 375 25 25 14,29 11,11
3N 87,5 28,57 28,57 25 125 125 125 0 0
46P 87,5 8571 44,44 25 20 11,11 11,11 10 10
61P 875 28,57 28,57 28,57 28,57 2857 1429 0 0
1P 85,71 75 22,22 0 0 0 0 0 0
7P 85,71 33,33 28,57 25 11,11 1111 0 0 0
11P 85,71 42,86 25 125 11,11 O 0 0 0
16P 85,71 50 44,44 375 1429 125 125 125 125
29P 85,71 100 12,5 11,11 11,11 11,11 0 0 0
55P 85,71 875 25 2222 20 1429 125 125 125
56P 85,71 14,29 12,5 11,11 0 0 0 0 0
41N 83,33 22,22 12,5 11,11 11,11 0 0 0 0
37N 81,82 133,33 50 375 375 3333 2857 25 14,29
30P 80 50 20 0 0 0 0 0 0
19P 75 50 50 37,5 25 25 25 25 12,5
22P 75 55,56 50 50 20 11,11 10 10 10
24P 75 50 44 44 3333 25 25 22,22 2222 22722
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7-1-5-1-5- Effet de I’acétate de plomb (Pb(CH3COO)2,3H20)

Les indices moyens de solubilisation du phosphate tricalcique ont varié de 60,5 a 12,47 %
respectivement pour des concentrations d’acétate de plomb allant de 0,5 a 50 pug / mL contre une
valeur moyenne de 100 % dans le milieu de culture PVK normal (Figure 42). De méme, 100 a 84
% des isolats bactériens ont été capables de solubiliser le phosphate tricalcique et de tolérer
I’acétate de plomb a des concentrations de 0,5 et 4 pg / mL contre 36 isolats bactériens (77,78 %)
a la concentration de 50 pg / mL. L’ajout de 1’acétate de plomb au milieu de culture PVK a inhibé
fortement la capacité des bactéries endophytes du cacaoyer a solubilisé le phosphate tricalcique.
En effet, ’apport de 1’acétate de plomb a réduit voire méme a annulé les indices de solubilisation
pour des concentrations allant de 0,5 a 50 pug / mL. Certains isolats bactériens comme 4P, 33N,
40P, 6P et 1P n’ont pas pu solubiliser le phosphate tricalcique en présence d’une concentration de
10 pg/mL d’acétate de plomb ajoutée. Toutefois, les isolats bactériens 36P et 55P ont montré un
effet stimulateur de 1’acétate de plomb ajouté a une concentration de 0,5 pg / mL au milieu de
culture PVK. Ces isolats ont montré des indices moyens de 114,29 et 116,67 % contre des valeurs
moyennes respectives de 87,5 et 85,71 % dans le milieu de culture PVK normal (Tableau XVII).
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® Indices moyens de solubilisation du phosphate tricalcique PTC (%)

O Taux de bactéries endophytes tolérant I'acétate de plomb (%)
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Figure 42 : Taux d’isolats bactériens tolérants et les indices moyens de soubilisation du phosphate

tricalcique en fonction de différentes concentrations d’acétate de plomb (Pb(CH3COQ),,3H.0)

ajoutées au milieu de culture PVK

Les barres surmontées d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Student-Newman-

Keuls au seuil de probabilité 5 %.
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Tableau XVII : Effet de 1’acétate deplomb (Pb(CH3COO)2,3H20) sur la capacité solubilisatrice
du phosphate tricalcique (Cas(POa).) par les bactéries endophytes du cacaoyer

Indices de solubilisation du phosphate tricalcique dans le milieu PVK (%)

Isolats Concentration de |'acétate de plomb (ug/ mL)
bactériens 0 0,5 1 2 3 4 10 25 50
41P 200 57,14 57,14 4286 42,86 37,5 37,5 375 11,11
53N 191 87,5 75 50 16,67 12,5 12,5 11,11 11,11
40P 185,71 42,86 375 28,57 25 22,22 0 0 0
5P 160 37,5 25 25 23,08 22,22 22,22 15,79 16,67
42P 150 150 85,71 50 50 50 42,86 375 375
38P 150 4286 4286 375 2857 25 25 25 12,5
37P 150 50 28,57 25 25 25 25 22,22 14,29
4p 142,86 37,5 22,22 11,11 1111 10 0 0 0
34P 128,57 66,67 33,33 25 22,22 15,38 12,5 125 11,11
31P 114,29 57,14 50 2857 125 125 12,5 125 11,11
8P 114,29 62,5 62,5 57,14 42,86 42,86 33,33 30 20
3P 114,29 66,67 62,5 50 42,86 28,57 28,57 25 12,5
33N 100 37,5 20 20 10 8,33 0 0 0
31N 100 42,86 375 375 2857 28,57 25 25 25
58P 100 42,86 28,57 2857 2857 25 25 125 125
47P 100 375 28,57 22,22 11,11 9,09 8,33 7,14 7,69
39P 100 100 85,71 57,14 50 42,86 37,5 37,5 25
33P 100 100 50 42,86 16,67 14,29 12,5 125 125
32P 100 50 1429 1429 125 125 12,5 125 11,11
6P 100 4286 4286 375 25 25 0 0 0
20P 100 33,33 1429 125 125 125 12,5 125 11,11
21P 100 100 100 87,5 60 40 37,5 25 12,5
25P 100 45 28 15 15 15 10 10 10
IN 93,33 85,71 75 20 125 11,11 10 8,33 0
2P 92,31 62,5 42,86 4286 2857 25 25 22,22 125
35N 90,91 57,14 37,5 25 25 25 0 0 0
18P 87,5 28,57 25 125 125 125 11,11 0 0
35P 87,5 25 25 25 125 125 11,11 11,11 10
36P 87,5 11429 71,43 57,14 375 375 28,57 25 22,22
3N 87,5 37,5 375 3333 2857 25 25 25 14,29
46P 87,5 57,14 50 375 375 30 25 25 12,5
61P 87,5 37,5 375 375 2857 28,57 25 25 12,5
1P 85,71 62,5 50 4286 4286 25 0 0 0
7P 85,71 66,67 4286 4286 37,5 33,33 25 0 0
11P 85,71 85,71 66,67 66,67 62,5 50 42,86 37,5 25
16P 85,71 50 375 33,33 2857 28,57 28,57 25 12,5
29P 85,71 50 25 16,67 16,67 14,29 14,29 125 125
55P 85,71 116,67 50 375 28,57 28,57 28,57 25 25
56P 85,71 28,57 25 25 25 25 25 12,5 10
41N 83,33 57,14 57,14 4286 4286 37,5 37,5 375 11,11
37N 81,82 4286 4286 4286 4286 50 33,33 33,33 33,33
30P 80 14,29 14,29 14,29 0 0 0 0 0
19P 75 100 4286 4286 375 375 25 25 25
22P 75 50 25 25 14,29 14,29 14,29 125 125
24P 75 4286 42,86 25 25 25 25 25 25
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7-1-5-1-6- Effet du sulfate de zinc (ZnSOa4)

Les indices moyens de solubilisation du phosphate tricalcique ont varié de 38,17 a 2,03 %
respectivement pour des concentrations allant de 0,5 a 50 g / mL de sulfate de zinc contre la valeur
moyenne de 100 % de I’indice solubilisation dans le milieu PVK normal (Figure 43). De méme,
34 isolats bactériens (77, 78 %) et 7 (15,56 %) ont pu solubiliser le phosphate tricalcique a des
concentrations de 0,5 et 50 pug / mL de sulfate de zinc. L’ajout du sulfate de zinc au milieu de
culture PVK a inhibé fortement la capacité des bactéries endophytes du cacaoyer a solubilisé le
phosphate tricalcique. Car, les indices moyens de solubilisation de la majorité des isolats ont
baissse drastiquement avec I’ajout de différentes concentrations allant de 0,5 a 50 pg/mL de sulfate
de zinc. Certains isolats bactériens tels que 40P, 4P, 3P, 33P et autres ont été totalement inhibé a
partir d’une concentration de 0,5 ug / mL de sulfate de zinc ajoutée au milieu de culture PVK.
Toutefois, 1’isolat bactérien 37N a montré un effet stimulateur du sulfate de zinc ajouté a une
concentration de 0,5 pg/mL. En effet, a cette concentration du sulfate de zinc I’isolat 37N a montré
un indice moyen de 180 % contre une valeur moyenne de 81,82 % dans le milieu de culture PVK
normal (Tableau XVIII).
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Figure 43 : Taux d’isolats bactériens tolérants et les indices moyens de solubilisation du phosphate
tricalcique Cas(POa4)2 en fonction de différentes concentrations de sulfate de zinc (ZnSOa) ajoutées
au milieu de culture PVK

Les barres surmontées d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Student-Newman-
Keuls au seuil de probabilité 5 %.

142



TROISIEME PARTIE : RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau XVIII : Effet du sulfate de zinc (ZnSOs) sur la qualité de solubilisation du phosphate
tricalcique (Cas(PQOa4)2) par les bactéries endophytes du cacaoyer

Indices de solubilisation du phosphate tricalcique dans le milieu PVK (%)

balcstoélﬁgsns Concentration du sulfate de zinc (ug / mL)

0 0,5 1 2 3 4 10 25 50
41P 200 50 37,5 37,5 25 25 0 0 0
53N 191 1429 125 0 0 0 0 0 0
40P 185,71 0 0 0 0 0 0 0 0
5P 160 40 25 12,5 125 11,11 0 0 0
42P 150 55,56 50 33,33 25 25 25 11,11 1111
38P 150 66,67 4286 37,5 37,5 375 28,57 25 12,5
37P 150 57,14 50 28,57 2222 125 0 0 0
4P 142,86 0 0 0 0 0 0 0 0
34P 128,57 75 4444 33,33 12,5 12,5 11,11 10 10
31P 114,29 2222 22,22 20 11,11 10 0 0 0
8P 11429 50 30 25 0 0 0 0 0
3P 114,29 0 0 0 0 0 0 0 0
33N 100 87,5 80 80 0 0 0 0 0
31N 100 50 25 25 0 0 0 0 0
58P 100 42,86 28,57 28,57 0 0 0 0 0
47P 100 10 6,25 0 0 0 0 0 0
39P 100 50 50 375 2857 2857 1111 0 0
33P 100 0 0 0 0 0 0 0 0
32pP 100 0 0 0 0 0 0 0 0
6P 100 42,86 33,33 33,33 28,57 25 25 25 0
20P 100 25 125 11,11 0 0 0 0 0
21P 100 85,71 50 50 375 1429 1429 125 11,11
25P 100 25 12 12 0 0 0 0 0
AN 93,33 0 0 0 0 0 0 0 0
2P 92,31 0 0 0 0 0 0 0 0
35N 90,91 25 12,5 12,5 0 0 0 0 0
18P 87,5 25 12,5 12,5 0 0 0 0 0
35P 87,5 25 12,5 125 11,11 1111 10 0 0
36P 87,5 50 375 2857 2857 28,57 25 0 0
3N 87,5 50 28,57 28,57 0 0 0 0 0
46P 875 8571 50 25 22,22 20 18,18 8,33 8,33
61P 875 8333 42,86 25 0 0 0 0 0
1P 85,71 0 0 0 0 0 0 0 0
7P 85,71 20 10 0 0 0 0 0 0
11P 85,71 33,33 28,57 25 0 0 0 0 0
16P 85,71 42,86 42,86 25 22,22 20 18,18 10 10
29P 85,71 0 0 0 0 0 0 0 0
55P 85,71 57,14 57,14 22,22 0 0 0 0 0
56P 85,71 50 50 37,5 12,5 12,5 0 0 0
41N 83,33 0 0 0 0 0 0 0 0
37N 81,82 180 80 71,43 50 50 50 44,44 28,57
30P 80 375 3333 2222 0 0 0 0 0
19P 75 50 37,5 20 125 11,11 0 0 0
22P 75 20 12,5 12,5 12,5 12,5 10 0 0
24P 75 33,33 2857 2857 125 0 0 0 0
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7-1-5-2- Sélection des isolats multi-résistants aux métaux lourds par analyse en composantes
principales (ACP)

L’analyse en composantes principales (ACP) a permis de catégoriser les isolats en fonction de leur
capacité a solubiliser le phosphate tricalcique en présence de différents métaux lourds. Sur la base
de leurs parts explicatives a trois quarts de la variabilité totale, deux axes principaux (Diml et
Dim2) ont été retenus. Ces axes (Diml et Dim2) ont constitué la composante principale qui a
expliqué 75,81 % de la variabilité. Leur contribution individuelle respective a été de 63,75 % et de
12,06 % (Figure 44). La representation des différents métaux lourds selon les deux axes a permis
de répartir ceux-ci en deux groupes dont le premier groupe est composé des métaux ayant des effets
fortement corrélés. Ce groupe est constitué par le cuivre (Cu), ’aluminium (Al), le cobalt (Co), le
cadmium (Cd) et le zinc (Zn). Le deuxieme groupe est constitué par le plomb (Pb) seul (Figure 44).
La représentation des isolats suivant ces deux axes s’est faite selon la sensibilité et la résistance de
ceux-ci a ces métaux lourds. Les isolats qui s’alignent suivant 1’axe 1 (Dim1) ont été représentés
de la gauche vers la droite du plus sensible au plus résistant. Ainsi, les isolats 21P, 37N, 41P, 46P
et 38P ont été résistants a au moins 1’un des métaux lourds ayant contribué a la formation de 1’axel
(Dim1). Par ailleurs, les isolats qui se répartissent du bas vers le haut suivant ’axe2 (Dim2) ont été
sensibles ou résistants au plomb. Ainsi, les isolats 42P, 11P, 21P ont été plus tolérants au plomb
que les isolats 33N et 37N. La projection des isolats sur le plan formé par les axes (Dim1 et Dim2)
de I’ACP, a permis de regouper les isolats bactériens en trois catégories selon leur capacité a
solubiliser le phosphate tricalcique en présence des différents métaux lourds (Figure 45). La
premiere catégorie ou cluster 1 est représentée par les individus qui ont été plus sensibles a
I’ensemble des métaux lourds utilis€és dans cette ¢tude. La deuxiéme catégorie ou cluster 2
représente les isolats qui ont été moyennement tolérants a ces métaux lourds avec des indices de
solubilisation faibles. Contrairement aux deux premieres catégories, la troisieme catégorie ou
cluster 3 est constituée par les isolats 21P et 37N, qui ont été multi-résistants a au moins deux
métaux lourds utilisés. Par ailleurs, ces isolats sont opposés par rapport a leur sensibilité au plomb.
Car l’isolat 21P solubilise moyennement le phosphate tricalcique en présence du plomb,

contrairement a I’isolat 37N qui a un indice de solubilisation plus bas en présence du plomb.
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7-1-5-3- Effet du stress salin sur la capacité solubilisatrice des bactéries endophytes du

cacaoyer

Les indices moyens de solubilisation ont varié de 51,62 a 28,34 % respectivement pour des
concentrations de 0 a 8 % de chlorure de sodium. Par ailleurs, 34 (77,78 %) et 7 (6,67%) des isolats
ont pu croitre a des concentrations respectives de 0 et 8 % de NaCl ajoutées au milieu de culture
PVK. En effet, pour des concentrations croissantes (0 & 8 % p/v) de NaCl, I’indice de solubilisation
moyen des isolats bactériens a baisse significativement de 51,62 a 28,34 % contre 100,0 % dans le
milieu Pikovkaya (PVK) normal (Figure 46). L’effet du chlorure de sodium sur la capacité des
bactéries endophytes a solubiliser le phosphate tricalcique a varié d’un isolat a un autre. Car I’indice
de solubilisation de la majorité des isolats bactériens a diminué fortement avec 1’ajout du chlorure
de sodium a différentes concentrations allant de 2 a 8 % dans le milieu de culture PVK. Cependant,
I’absence du NaCl a aussi inhibé la majorité des isolats bactériens (Tableau XIX). Les isolats 42P,
38P, 58P, 7P et 30P n’ont pas été affectés par cette absence de NaCl. Au contraire cela a stimulé
les isolats 7P et 30P. Ces isolats ont montré respectivement des indices de solubilisation de 122,5
et 133,34 % a une concentration de 0 % de NaCl contre des valeurs moyennes de 85,71 et 80 %
dans le milieu PVK normal. Seulement trois isolats bactériens 42P, 58P et 3N ont pu solubiliser le

phosphate tricalcique a la concentration de 8 % de NaCl.
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® Indices moyens de solubilisation du phosphate tricalcique PTC (%)
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Figure 46 : Taux d’isolats bactériens tolérants et les indices moyens de solubilisation du phosphate
tricalcique Cas(POs)2 en fonction de différentes concentrations de chlorure de sodium (NaCl) ajioutées
au milieu de culture PVK

Les barres surmontées d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Student-Newman-
Keuls au seuil de probabilité 5 %.
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Tableau XIX : Effet du chlorure de sodium (NaCl) sur la capacité solubilisatrice du phosphate
tricalcique (Cas(PQOa4)2) par les bactéries endophytes du cacaoyer

Indice de solubilisation du phosphate tricalcique (%0)

ba:g'?élfit;ns Concentration (%) de NaCl dans le milieu PVK

PVK normal (0,02) 0 2 4 6 8
41P 200 12,5 12,5 0 0 0
53N 191 0 0 0 0 0
40P 185,71 25 20 16,67 0 0
5P 160 33,34 16,67 0 0 0
42P 150 120,5 75 45 30 25
38P 150 100 50 16,67 0 0
37P 150 85,72 37,5 33,34 16,67 0
4P 142,86 0 0 0 0 0
34P 128,57 83,34 80 10 10 0
31P 114,29 33,34 14,29 0 0 0
8P 114,29 25 0 0 0 0
3P 114,29 33,34 12,5 0 0 0
33N 100 37,5 25 0 0 0
31N 100 37,5 22,23 0 0 0
58P 100 100 85 66 60 50
47P 100 25 15,39 0 0 0
39P 100 87,5 25 16,67 0 0
33P 100 25 0 0 0 0
32P 100 75 62,5 12,5 0 0
6P 100 33,34 14,29 0 0 0
20P 100 37,5 28,58 0 0 0
21P 100 62,5 0 0 0 0
25P 100 50 0 0 0 0
1IN 93,33 25 22,23 0 0 0
2P 92,31 71,43 20 0 0 0
35N 90,91 0 0 0 0 0
18P 87,5 50 0 0 0 0
35P 87,5 14,29 14,29 0 0 0
36P 87,5 57,15 0 0 0 0
3N 87,5 70 55 45 25 20
46P 87,5 16,67 25 0 0 0
61P 87,5 25 85,72 75 0 0
1P 85,71 0 0 0 0 0
7P 85,71 1225 0 0 0 0
11P 85,71 0 0 0 0 0
16P 85,71 25 0 0 0 0
29P 85,71 5,27 0 0 0 0
55P 85,71 70,7 0 0 0 0
56P 85,71 33,34 14,29 0 0 0
41N 83,33 12,5 12,5 0 0 0
37N 81,82 114,29 66,67 0 0 0
30P 80 133,34 0 0 0 0
19P 75 16,67 14,29 0 0 0
22P 75 33,34 0 0 0 0
24P 75 25 0 0 0 0
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7-1-5-4- Solubilisation du phosphate tricalcique Cas(POa4)2 sous stress acido-basique (pH)

La variariation du pH vers des valeurs extrémes a affecté la capacité des isolats a solubiliser le
phosphate tricalcique Cas(POa).. Les pH tres acides ont affecté considerablement la capacité
solubilisatrice des bactéries endophytes du cacaoyer (Tableau XX). Cependant, les isolats ont
montré une grande tolérance a la variation du pH . Les pH basiques ont affecté moins la capacité
des isolats a solubiliser le phosphate tricalcique (Cas(POa4)2). Plus on s'eloigne de la neutralité (pH=
7,0) plus la capacité des isolats a solubiliser le phosphate diminue. Les isolats 31P, 32P, 37P, 40P,
42P, 46P, 47P, 55P, 58P et 41N ont supporte les pHs extrémes pH 3,5 et pH 10. Aucun isolat n’a
pu se développer au pH égal a 3.
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Tableau XX : Effet du pH sur la capacité solubilisatrice du phosphate tricalcique (Caz(POa4).) par
les bactéries endophytes du cacaoyer

Indice de solubilisation du phosphate tricalcique

Isolats pH
bactériens 3 3,5 45 55 7,0 7,5 8 9 10
41P 0 81,82 100 111,12 200 100 81,82 54,55 30
53N 0 20 37,5 50 191 66,67 37,5 33,34 -
40P 0 63,64 81,82 90 185,71 122,23 83,34 75 70
5P 0 45,46 30 30 160 60 55,56 33,34 44 .45
42P 0 66,67 70 75 150 100 100 90 90
38P 0 60 70 122,23 150 81,82 80 70 41,67
37P 0 63,64 1125 133,34 150 150 81,82 63,64 50
4P 0 20 22,23 25 142,86 40 30 20 20
34P 0 80 100 108,34 128,57 90 88,89 66,67 36,37
31P 0 90 100 111,12 114,29 85,72 80 66,67 50
8P 0 50 30 30 114,29 75 55,56 37,5 16,67
3P 0 9,1 22,23 30 114,29 40 36,37 33,34 30
33N 0 10 41,67 55,56 100 80 50 41,67 40
31N 0 18,19 20 57,15 100 70 55,56 44 .45 27,28
58P 0 81,82 88,89 100 100 130 100 81,82 80
47P 0 110 115,39 130 100 120 110 100 90
39P 0 54,55 60 81,82 100 90 88,89 60 45,46
33P 0 50 90 111,12 100 80 70 55,56 36,37
32P 0 0 30,77 41,67 100 100 88,89 63,64 60
6P 0 27,28 40 50 100 20 36,37 20 22,23
20P 0 12,5 50 70 100 77,78 50 40 33,34
21P 0 50 66,67 110 100 122,23 47,06 30 10
25P 0 20 66,67 100 100 171,43 88,89 42,86 42,86
1IN 0 14,29 72,73 100 93,33 100 100 83,34 41,67
2P 0 0 15,39 21,43 92,31 30,77 30 23,08 16,67
35N 0 37,5 33,34 87,5 90,91 66,67 60 55,56 44,45
18P 0 12,5 44 45 40 87,5 85,72 70 35,72 33,34
35P 0 80 81,82 83,34 87,5 50 45,46 33,34 38,47
36P 0 0 44,45 75 87,5 70 50 45,46 40
3N 0 44 45 50 55,56 87,5 128,58 75 66,67 33,34
46P 0 63,64 74,29 80 87,5 80 80 80 70
61P 0 22,23 375 111,12 87,5 88,89 71,43 20 10
1P 0 18,19 20 40 85,71 41,67 25 14,29 0
7P 0 40 50 55,56 85,71 75 71,43 42,86 10
11P 0 7,7 50 60 85,71 75 40 37,5 20
16P 0 22,23 27,28 44,45 85,71 41,67 40 25 15,79
29P 0 50 80 100 85,71 57,15 70 40 10
55P 0 62,5 71,43 77,78 85,71 130 120 109,1 57,15
56P 0 0 33,34 142,86 85,71 85,72 57,15 33,34 25
41N 0 30 33,34 37,5 83,33 85,72 71,43 80 71,43
37N 0 100 100 100 81,82 100 100 83,34 44 45
30P 0 50 72,73 80 80 118,19 100 70 42,86
19P 0 40 40 50 75 66,67 33,34 30 20
22P 0 33,34 44 .45 50 75 50 33,34 30 28,58
24P 0 66,67 133,34 140 75 120 114,29 50 42.86
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7-1-6- Caracteres biochimiques et culturaux des isolats
7-1-6-1- Production de la catalase

Le test de la catalase n’a concerné que 28 isolats a Gram positif (c’est-a-dire BG+). Ces 28 isolats
en présence du peroxyde d’hydrogene ont provoqué une ébullition. Donc, ils possédent tous une

catalase (Catalase +).
7-1-6-2- Caracteres culturaux sur gélose au cetrimide

Ce test n’a concerné que les bactéries a Gram négatif (BG-). Il a été obtenu sur la gélose au
cétrimide avec I’ensemble des 17 souches a Gram négatif, des colonies circulaires, grisatres, ayant
une pigmentation jaune a vert fluor (Figure 47). Ces isolats ont I’aspect de colonies de

Pseudomonas sp. sur la gélose au cétremide.

Colonie bactériene
vert fluorescente

Colonie
bactérienne jaune
fluorescente

Gélose au
Cétrimide

Figure 47 : Aspect des souches Pseudomonas sp. sur la gélose au cétrimide

(Photos : Ouattara Adama, 2019)
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7-1-6-3- Caracteres culturaux sur milieux spécifiques aux Actinomycetes

Cette série de tests n’a concerné que les 28 isolats & Gram positif (BG+). Il s’agissait d’observer la
croissance et le développement du mycélium aérien et la capacité de métabolisation de différents
substrats sur différents milieux de culture : (ISP1, ISP2, ISP4, ISP9), le milieu « Synthetic Medium
(SM) », le milieu Gausse. Aucune des 28 isolats n’a produit un mycélium pendant 21 jours de
cultures.

7-1-6-4- Caracteres culturaux sur gélose de Mossel

Ce test n’a concerné que les bactéries a Gram positif (BG+). Il a été obtenu avec 1’ensemble des
28 isolats a Gram positif des colonies circulaires de couleur rose entourées d’un halo blanc sur la
gélose de Mossel (Figure 48). Ces isolats ont ’aspect de colonies de Bacillus sp. sur la gélose de
Mossel.

Boite de Pétri

Colonie bactérienne

Holo rose

Gélose Mossel

Figure 48 : Aspect des souches Bacillus sp. sur le milieu Mossel
(Photo : Ouattara Adama, 2019)

7-1-7- Identification préliminaires des isolats bactériens d’intérét agronomique

L’ensemble des tests biochimiques et morphologiques réalisés ont permis de confirmer deux genres
de bactéries endophytes (Annexe 6 ; Tableau XXI). Toutes les 17 bactéries soit 37,78 % a Gram
négatif appartiennent au genre Pseudomonas, tandis que toutes les 28 bactéries soit 62,22 % a

Gram positif sont du genre Bacillus.
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Tableau XXI : Tableau de synthése de la caractérisation biochimique et des caractéres culturaux

des isolats d’intérét agronomique

Caractéristiques

biochimiques et

Genre Pseudomonas

Genre Bacillus

(N=17) (N=28)
culturaux
Coloration de Gram BG(-) BG(+)
Forme Bacilles Bacilles
isolés 12/17 (70,58%) Isolés 17/28 (60,71%)
Mode de regroupement
Amas 5/17 (29,41%) Amas 11/28 (39,29%)
Test de catalase ) (+)
} (+) 17/17 (100 %) (-) 1/28 (3,57%)
Test a I'amylase
(-) 0/17 (0%) (+) 27/28 (96,43 %)

Réduction du nitrate de
potassium (KNO3)

(+++) 0/17 (0%)

(+++) 0/28 (s0it 0 %)

(++) 2/17 (11,76 %)

(++) 11/28 (39,28%)

(+) 6/17 (35,29 %)

(+) 7/28 (25 %)

(-) 9717 (52,94 %)

(-) 10/28 (35,71 %)

Gélose Cétrimide

Colonie grisatre + Jaune-vert

fluor

(-) Test non reéalisé

Gélose Mossel

(-)Test non réalisé

(+) Colonie rose + halo blanc

Amylase (+) : posséde ’amylase ; Amylase (-) : ne posséde pas I’amylase ; Catalase (+) : posséde la catalase ;

Catalase (-) : ne posséde pas la catalase ; Nitrate de potassium : (-) ne réduit pas le nitrate ; (+) réduit faiblement le

nitrate ; (++) réduit moyennement le nitrate ; (+++) réduit fortement le nitrate
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7-2-Discussion
7-2-1- Isolement des bactéries endophytes

Cette étude a mis en évidence la présence des bactéries endophytes dans les principaux organes du
cacaoyer : racines, tiges et feuilles. Ces bactéries endophytes présentes dans les tissus internes
(racines et feuilles) des jeunes plants de cacaoyer n’ont provoqué ni infection ni d’effets négatifs
sur leurs hdtes. A I’observation, les plants de cacaoyer n’ont présenté aucune pathologie apparente.
Ces résultats confirment ceux obtenus par Konaté et al. (2015 b) qui ont isolé des bactéries
endophytes a partir des racines et tiges de jeunes plants de cacaoyers. D’autres travaux antérieurs
et récents ont aussi révélé la présence de bactéries endophytes dans les organes, feuilles, fleurs,
racines, tiges, branches, cabosses et chérelles de cacaoyers aprés une stérilisation de surface
(Melnick et al., 2011 ; Zubir et al., 2019 ; Giyanto et al., 2020). Selon Santoyo et al. (2016), les
bactéries endophytes résident dans différents tissus des plantes vivantes et sont omniprésentes chez
les plantes monocotylédones et dicotylédones. Des bactéries endophytes ont été révelées chez
diverses cultures (le riz, le blé, le mais, la canne a sucre, la pomme de terre, le haricot, le soja, la
carotte, les agrumes, le bananier et autres) (Aaraujo et al., 2002 ; Mendes et al., 2007 ; Ikeda et al.,
2013 ; Souza et al., 2013 ; Yuan et al.., 2015 ; Chaudrhy et al., 2017 ; Pei et al., 2017 ; Padder et
al., 2017 ; Mashiane et al., 2018).

La densité bactérienne au niveau des trois variétés (NA32, P7 et tout-venant) a varié de 7,46x10°
a 36x10% UFC/g de racines fraiches et de 0,3x10° & 4,8x10°® UFC/g de feuilles fraiches. Cette
différence de densité bactérienne entre les feuilles et les racines est normale car les racines sont les
premiers organes a étre infectés et colonisés par les bactéries rhizosphériques. Des résultats
similaires ont été rapportés par Konaté et al. (2015 b). Ces auteurs ont révélé une densité
bactérienne de 4,8x10° a 3,8x10* UFC/g dans des racines fraiches du cacaoyer. Vega et al. (2005)
ont rapporté que la densité des populations bactériennes endophytes varie d une plante a une autre.
Celle-ci a été généralement comprise entre 5,6x10% & 6,9x10° UFC/g de racines fraiches. Selon les
travaux de Compant et al. (2005) un nombre élévé de bactéries endophytes associatives (10 & 107
cellules) peut coloniser le systéme vasculaire (phloéme et xyleme) d’une plante hote. Leur densité

importante dans les racines pouvant diminuer progressivement en allant vers les feuilles.
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Les caractérisations morphologiques et biochimiques ont mis en exergue la coexistence chez les
jeunes plants de cacaoyer, des bactéries endophytes Gram positif et Gram négatif. Une proportion
plus élevée (83,03 %) de bactéries Gram positif contre 16,97 % de Gram négatif a été notée. Ce
qui corrobore les résultats obtenus par Konaté et al. (2015 b) et ceux de Melnick et al. (2011). Ils
ont signalé une prédominance de bacilles Gram positif au niveau des collections de bactéries
endophytes isolées des racines et tiges de cacaoyers. Une prédominance de bactéries endophytes
Gram positif a été également observée chez d’autres plantes telles ques Chlorophytum borivilum
(91,6 %) (Panchal & Ingle, 2011) et 68,9 % pour Prosopis strombilifera (Sgroy et al., 2009). Par
ailleurs, Miguel et al. (2013) ont obtenu un nombre supérieur de bactéries Gram positif a celui des
bactéries Gram négatif au cours des premiers stades de développement des fruits de Coffea
canephora. Contrairement, des études ont signalé une prédominance de bactéries endophytes Gram
négatif chez d’autres plantes tel que le cactus (Lopez et al., 2011). Toutefois, des études ont trouvé
des proportions égales de bactéries endophytes Gram positives et des bactéries Gram négatif dans
les racines de différentes cultures (Vetrivelkalai et al., 2010). Cette variation des pourcentages de
bactéries endophytes Gram positif ou Gram négatif pourrait s’expliquer par plusicurs mécanismes
d’actions qui régulent la communauté microbienne endophytes des racines. Des facteurs abiotiques
comme le pH, la température, les métaux lourds et les résidus de pesticides peuvent intervenir dans
cette sélection. Des facteurs génétiques peuvent aussi déterminer les bactéries aptes a coloniser la
plante. De méme, des facteurs intrinseques aux communautés microbiennes déterminent aussi leur

capacité a survivent dans les tissus racinaires (Jonathan et al., 2013).
7-2-2- Caracteres biochimiques des isolats bactériens d’intérét agronomique

Tous les isolats testés ont été capables de se développer sur un milieu pauvre en azote. Des résultats
similaires ont été obtenus par Rai (2017). En effet, il a isolé 69 bactéries du sol sur un milieu pauvre
en azote. L’azote moléculaire constitue 78 % des gaz de I’atmosphére. C’est un élément
chimiquement stable et inassimilable par les organismes supérieurs ainsi que la majorité des
microorganismes (Rai & Nabti, 2017). Cependant, certains microorganismes sont capables
d’assurer la fixation de 1’azote atmosphérique, participant au cycle biogéochimique de 1’azote
(Golubyatnikov et al., 2013 ; Gupta et al., 2015).

Selon Reddy (2014) Ia fixation biologique de 1’azote dans le sol est I’un des mécanismes a travers

lesquels les microorganismes stimulent la croissance des plantes (Gray & Smith, 2005).

155



TROISIEME PARTIE : RESULTATS ET DISCUSSION

Ce processus est principalement utilisé par des microorganismes procaryotes menant une vie libre
(Azoarcus, Azospirillum, Burkholderia, Gluconacetobacter, Pseudomonas, Azotobacter,
Arthrobacter, Acinetobacter, Bacillus, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Klebsiella,
Acetobacter etc.) ou vivants en symbiose avec les plantes (Rhizobium, Mesorhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, Sinorhizobium etc.). La fixation de 1’azote est

assurée par une enzyme appelée la nitrogénase (Zehr et al., 2003).

L’application des bactéries fixatrices d’azote pour minimiser I’utilisation accrue des fertilisants
chimiques est largement adoptée en céréaliculture. Ainsi, les bactéries appartenant aux genres
Azospirillum (Nabti et al., 2010 ; Volpiano et al., 2014), Pseudomonas (Mirza et al., 2006),
Bacillus (Park et al., 2005), Herbaspirillum (Volpiano et al., 2014 ; Brusamarello-Santos et al.,
2012), Azotobacter (Milosevi¢ et al., 2012 a), Rhizobium et Enterobacter (Habibi et al., 2014),
Klebsiella (Iniguez et al., 2004) et Burkholderia (Govindarajan et al., 2008) ont montré une grande
efficacité comme substituants (ou suppléments) pour minimiser ’application des fertilisants
chimiques et augmenter le rendement des plantes comme le blé, le soja et le riz.

Les tests in vitro ont révélé 90 isolats sur 218 (41,28 %) capables de solubiliser le phosphate
tricalcique. Ces bactéries endophytes du cacaoyer ont été capables de produire des enzymes
phosphatases. Ces enzymes sont capables de minéraliser le phosphate tricalcique insoluble en
formes solubles ou ions orthophosphates H2PO4™ et HPO4? assimilables par la plante (Pierzynski
et al., 2005 ; Oteino et al., 2015). Selon plusieurs auteurs, la solubilisation du phosphate
inorganique par les microorganismes se produit aussi par la production d’acides organiques tels
que l’acide gluconique, 1’acide oxalique, 1’acide citrique, 1’acide lactique, 1’acide aspartique
(Sharma et al., 2013 ; Baliah et al., 2016). Ainsi, les isolats entourés d’un halo transparent sur le
milieu PVK sont donc susceptibles de produire des acides organiques pour minéraliser le phosphate

tricalcique.

Cependant ce critére de sélection n’est pas infaillible. Car certaines bactéries ne présentent de halo
en milieu solide mais sont capables de solubiliser le phosphate tricalcique en milieu liquide
(Nautiyal et al., 2000). Cela peut s’expliquer par la faible diffusion dans le milieu solide, des acides

produits par ces bactéries au cours de leurs croissances (Amadou, 2003).

Par ailleurs, les indices de solubilisation du phosphate tricalcique des isolats bactériens ont varié

d’un sol a un autre.
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Les bactéries solubilisant le phosphate provenant des localités de Duékoué et de Soubré ont
présenté les indices moyens les plus élevés contrairement aux isolats issus des autres localités

(Daloa, Divo, Aboisso et Abengourou).

Ces resultats sont semblables a ceux obtenus par Amadou (2003). En effet, il a isolé des bactéries
solubilisant le phosphate naturel a partir de trois types de sols au Mali et dont les indices de
solubilisation du phosphate naturel variaient d’un sol a un autre. Cette différence pourrait
s’expliquer par le fait que les microorganismes présents dans un sol pauvre en phosphate soluble
fournissent plus d’énergie pour minéraliser les réserves de phosphates insolubles (Pierzynski et al.,
2005). Par conséquent, ces microorganismes sont dotés d’un systéme enzymatique plus performant

que celui d’autres microorganismes présents dans un sol riche en phosphore soluble.

Selon les travaux de Baliah et al. (2016), la densité de bactéries rhizosphériques solubilisant le
phosphate varie d’un sol a un autre. Cette variation pourrait étre liée a différents facteurs abiotiques
du sol. Kucey (1983) a montré aussi que des bactéries solubilisant le phosphate ont été isolées de
la plupart des sols testés, mais leur densité était conditionnée par la nature du sol, les conditions
climatiques et I’histoire culturale des parcelles. Yadav & Singh (1991), explique cette différence
par la différence de teneur en carbone organique des différents sols. Liu et al. (2011) ont suggéré
que la densité des phosphobactéries pourrait étre liée aux propriétés physiques et chimiques du sol,

a la teneur en matiére organique, aux types de fertilisants appliqués et aux pratiques culturales.

De méme, 1’étude de Kassin et al. (2014) a montré que les sols de la localité de Duékoué sont plus
pauvres en phosphate soluble que les sols des localités de Soubré, Divo, Aboisso et Abengourou

qui sont riches en phosphore.

Il n’y a eu aucune différence entre les indices de solubilisation des isolats bactériens issus des
différentes variétes et des différents organes des plants de cacaoyer. Cela pourrait s’expliquer par
le fait que le phosphore soluble est utilisé dans les processus biologiques une fois assimilé par la
plante.

Dans la littérature, aucune étude in vitro n’a été encore menée sur les bactéries endophytes du
cacaoyer solubilisant le phosphate tricalcique. Cependant, des bactéries endophytes isolées des
racines et tiges du caroubier (Ceratonia siliqua) ont montré une activité similaire de solubilisation

du phosphate tricalcique (Konaté et al., 2014 b).
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Plusieurs espéces de bactéries rhizosphériques, de champignons mycorhiziens, d’ Actinomycétes et
d’algues ont également été signalées pour exercer une activité de solubilisation in vitro de

phosphate tricalcique (Sharma et al., 2013).

Les bacteéries capables de solubiliser le phosphate insoluble pourraient étre des agents potentiels
intéressants pour la biofertilisation du cacaoyer. De plus, dans la littérature ces bactéries
solubilisant le phosphate encore appelées bactéries phosphatées sont citées comme une solution

écologique durable dans la fertilisation des plantes (Karpagam & Nagalakshmi, 2014).

La solubilisation du mica réalisée in vitro a revélé 189 isolats bactériens (soit 89 %) capables de
solubiliser le mica. Ces isolats ont présenté un halo blanc ou rose autour des colonies sur le milieu
Aleksandrov modifié solide (Aleksandrov et al., 1967). Cela montre que ces bactéries endophytes
du cacaoyer ont produit des enzymes pour minéraliser le mica en potassium soluble. De
nombreuses études de recherches ont montré que certaines bactéries rhizosphériques peuvent
dissoudre les roches potassiques telles que le mica, la biotite, la muscovite, le feldspath, la
microcline et I’orthoclase en potassium soluble grace a la production d’acides organique tels que
I’acide citrique, I’acide gluconique (Parmar & Sindhu, 2013 ; Meena et al., 2015 ; Mursyida et al.,
2015 ; Bakhshandeh et al., 2017 ; Rajawat et al., 2019).

Les isolats ont différemment solubilisé le mica selon la provenance des sols. Les isolats provenant
des sols collectés dans la localité de Daloa ont montré des indices les plus élevés. Cette difference
pourrait s’expliquée par une différence d’age entre les parcelles d’échantillonnage. Car dans les
localités de Daloa, les plantations sont généralement vielles d’au moins 20 ans. Dans ces
plantations non entretenues, il n’y a pas eu d’apport récent de fertilisant chimiques contrairement
aux sols collectés dans les régions de Duékoug, Soubré et Divo ou les plantations sont encore jeunes
et souvent bien suivies (Ruf et al., 2014). Kassin et al. (2014) ont montré que la plupart des sols
situés en zone forestiére en Cote d’Ivoire sont pauvres en potassium soluble assimilable par les

plantes. D’ou un apport exigé de fertilisants chimiques.

Des résultats similaires ont été obtenus par Dong et al. (2019). lls ont isolé des bactéries solubilisant
le potassium a partir de trois sols différents de la méme région dont un sol de zone forestiere, un
sol fertilisé sous plantation d’hévéa et un sol agricole nu fertilisé. Leur étude a montré que le taux
de bactérie solubilisant le potassium était plus élevé dans le sol prélevée en zone forestiére que les
deux autres sols agricoles.
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Ainsi, la nature du sol, ’apport de fertilisant chimique et les pratiques culturales ont un impact
négatif sur la communauté microbienne du sol. 1l a été aussi rapporté que les propriétés physiques
et chimiques du sol ont une influence significative sur la population bactérienne du sol (Zhang &
Kong, 2014).

Par ailleurs, la nature de I’organe végétatif et la variété de cacaoyer a partir desquelles les bactéries
ont été isolées, ont significativement influencé la capacité des isolats a solubiliser le mica. Le
potassium est en réalité impliqué dans de nombreux processus biochimiques et physiologiques chez
les plantes. Comme la régulation stomatique (I'ouverture et la fermeture des stomates) qui dépend
du potassium K* (Magsood et al. 2013 ; Rajawat et al., 2019). Le potassium joue également un
role majeur dans le transport de I'eau et des nutriments dans la plante par le xyléeme. Cela prouve
donc que la quantité de potassium présent dans les organes de la plante varie constamment.
Entrainant ainsi un besoin constant chez la plante a tout stade de son développement. Ainsi, une
fois entré dans la plante par la racine le potassium transite par la tige pour atteindre la feuille ou il
entre dans de nombreux processus biochimiques et physiques de la plante, donc rapidement
éliminé. Diverses études ont été réalisées sur les bactéries solubilisant le potassium et ces études
ont montré que celles-ci pourraient améliorer significativement le rendement des cultures, en
comparaison avec les engrais chimiques (Sangeeth et al., 2012 ; Tin et al., 2013 ; Prajapati & Modi,
2012).

L’évaluation de la capacité de I’ensemble des isolats a hydrolyser I’amidon a permis de mettre en
évidence 44 isolats capables de produire de I’amylase sur 45 isolats testés (soit 97,77 %). Des
résultats similaires ont été observés par Baghya et al. (2019) avec les bactéries endophytes isolées
des nodules de Vigna radiata L. L.’amylase est une enzyme de grande importance en biotechnologie
(Rajagopalan & Krishan, 2008). La synthése d’enzymes amylolytiques par les bactéries du sol
permet une dégradation de la matiere organique et fournit les éléments minéraux nécessaires pour
la croissance des plantes (Obi & Odibo, 1984). Au cours de ces dernieres décennies des recherches
consideérables ont été entreprises sur les amylases produites par diverses microorganismes (Gupta
et al., 2003). Particulierement, les genres Pseudomonas et Bacillus qui sont connus pour produire
les enzymes extracellulaires (lipase, estérase, xylanase, pectinase, amylase, protéase et cellulase)
dégradant la matiére organique (Allaire, 2005). Les amylases produites par le genre Bacillus sont
largement répandues dans les procédés industriels de biotransformation de I’amidon en raison de

leur thermo-stabilité (Maktouf, 2013).
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La majorité des isolats bactériens endophytes du cacaoyer a été inhibée a la concentration 10 % du
nitrate de potassium ajoutée au milieu de culture. Cela pourrait supposer que sur 1’ensemble des
souches testees, seulement 12 ont été capables de produire une enzyme hydrolysant le KNOs. Par
ailleurs, seulement 3 isolats bactériens ont pu tolérer le nitrite de sodium a la dose de 0,5 % (p/v).
En effet, le nitrate de potassium et le nitrite de sodium (NaNO>) sont toxiques pour la plupart des
bactéries (Sofos et al., 1995 ; Davidson, 2002 ; Banas & Latas, 2006). Missbah et al. (1996) testant
des bactéries endophytes du caroubier (Ceratonia siliqua L.) ont obtenu des résultats similaires a
une concentration de 8 % de KNOs. Les bactéries endophytes du cacaoyer pourraient donc réduire
partiellement ou totalement les ions nitrates (NO3z") et nitrites (NO2") en azote moléculaire (N2) par
la production d’enzymes nitrate réductases et nitrite réductases. Les isolats qui ont toléré
uniquement les plus faibles concentrations de nitrate de potassium (0 a 4 %) n’ont probablement
pas de systéeme enzymatique de dénitrification complet pour réduire le nitrate et le nitrite en azote
moléculaire. Cependant, ceux qui ont pu tolérer les doses respectives de 10 % et 0,5 % de nitrate
de potassium et de nitrite de sodium pourraient avoir la capacité de produire toutes les enzymes
intervenant dans la chaine de dénitrification du nitrate et du nitrite. Car la dénitrification
microbienne transforme les nitrates en azote gazeux et comporte plusieurs intermédiaires dont les
ions nitrites (NO2") et oxydes nitreux (NO). Seules les bactéries dénitrifiantes dotées d’un systéme
enzymatique complet peuvent synthétiser la chaine enzymatique compléte menant a 1’azote
(Philippot et al., 2007 ; Berton et al., 2013).

7-2-3- Caractérisation physiologique

Les isolats ont montré une tolérance a la salinité (NaCl). Quatre (4) isolats (46P, 47P, 61Pet 1N)
sur 45 (soit 8,89 %) ont montré une grande osmotolérance. Car ils ont toléré le NaCl jusqu’a la
concentration de 10 %(p/v). Des résultats similaires ont été obtenus par Konaté et al. (2015 b). Ils
ont montré que des bactéries endophytes isolées des racines et tiges du cacaoyer avaient toléré le
NaCl jusqu’a la concentration de 9 %. De méme Konaté et al. (2014 a) ont aussi observeé pareille

osmotolérance chez les bactéries endophytes du caroubier (Ceratonia siliquia L).

Par ailleurs, selon Reva et al. (2002), les endophytes bactériens du cotonnier ont eu une croissance
optimale en présence d’une dose de 10 % de NaCl. Les endophytes symbiotiques et associatives
peuvent tolérer la salinité élevée, que ce soit en culture (EI Sheikh & Wood, 1990) ou dans le sol
(Tilak et al., 2005).
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Cette remarquable osmotolérance constatée chez les isolats bactériens étudiés semble étre liée avec
leur capacité a accumuler des solutés compatibles osmoprotectants (Tilak et al., 2005).

Les resultats de cette é¢tude ont montré que 1’urée a été toxique pour tous les isolats a la dose de 4
% (p/v). Par contre le NPK a été supporté jusqu’a la concentration de 10 % (p/v). Seulement cinq
isolats sur 45 soit (11,11 %) ont pu tolérer 1'urée a la concentration de 2% (p/v). Des résultats
similaires ont été obtenus dans plusieurs études de fertilisation au champ. En effet, selon Geisseler
et Scow, (2014) et Luo et al., (2015), 1’urée et I’ammonium réduiraient le pH du sol et cette baisse
du pH entrainerait I’acidification du milieu qui devenait toxique pour les microorganismes du sol.
De méme Ai et al. (2012) ont également remarqué que les fertilisants azotés affectaient plus la
survie des bactéries Gram positif par rapport aux bactéries Gram négatif. Or, dans la présente étude
la majorité des isolats ont été de Gram positif. Par ailleurs, les études de Lupwayi et al. (2011 ;
2012) ont montré que I’application de 1’urée a la dose de 90 kg N.hal n’avait aucun effet nocif
significatif sur la biomasse et la diversité microbienne du sol. Cependant, I’application de I’urée a
une dose de 120 kg N.ha'! semble entrainer une baisse significative de la biomasse et de la diversité
bactérienne du sol. Ce méme constat a été fait par Luo et al. (2015) qui ont montré que 1’application
de 'urée affectait plus la biomasse et la diversité bactérienne du sol que lorsque I’engrais NPK

était appliqué.

Cette étude a montré que tous les isolats bactériens du cacaoyer ont été sensibles au pH tres acide.
Aucun isolat n’a toléré le pH égal a 3,00. Cependant, 86, 67 % des isolats ont montré un caractére
acido-tolérant au pH égal a 3,5. De plus, tous les isolats ont toléré les pH basiques allant de 7,5 a
10. Des résultats similaires ont été obtenus par Konaté et al. (2015 b) avec des endophytes
bactériens de cacaoyer. Selon leur étude, 89 % des isolats ont toléré les pH allant de 7 a 10. Par
ailleurs, Konaté et al. (2014 a) ont observé une tolérance similaire chez les bactéries endophytes
du caroubier (Ceratonia siliquia L). En effet, lls ont observé chez les endophytes bactériens du
caroubier une tolérance de 60 a 100 % sur une plage de pH allant de 4 a 10. Cependant, aucune de
ces souches n’avait supporté le pH égal a 3. Cette tolérance de la plupart des isolats du cacaoyer
vis-a-vis du pH est en parfait accord avec les travaux de Dobereiner et al. (1976), de Nautiyal et
al. (2000) et de Reva et al. (2002). IIs ont montré que les bactéries associatives sont généralement
des neutrophiles et des basophiles. Toutefois, certaines espéces endophytes telle que
Gluconoacetobacter diazotrophicus ont montré une croissance optimale a pH égal a 5,5 mais aussi

ont montré la faculté de croitre a pH égal a 3 et de fixer ’azote a pH égal a 2,5 (Gillis et al., 1989).
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Cette étude a montré que la présence de métaux lourds dans le milieu de culture a un effet inhibiteur
plus ou moins prononcé sur la capacité des bactéries endophytes a solubiliser le phosphate
tricalcique. Cette capacité varie d’un isolat a un autre, mais aussi en fonction des métaux lourds et

de leurs concentrations dans le milieu de culture.

Certains métaux lourds (Cu, Co, Zn, Cd) ont été beaucoup plus toxiques pour les bactéries que
d’autres (Al, Pb). Ils ont inhibé non seulement la croissance des bactéries mais aussi leur capacité
a solubiliser le phosphate tricalcique aux concentrations allant de 0,5 a 50 pg / ml. L’ordre de
toxicité decroissante des métaux lourds vis-a-vis des isolats a été : Zn > Cu > Co > Cd > Al > Pb.
Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Paul et Sinha (2015), et de Andriamafana et al.
(2018) qui ont montré que les métaux lourds (Cd, Cr, Pb, Zn) utilisés a différentes concentrations
agissaient la survie et la capacité des différentes bactéries a solubiliser le phosphate. Certains isolats
ont toléré les concentrations élevées de métaux lourds et ont pu solubiliser le phosphate tricalcique.
Cependant, la capacité des isolats a solubiliser le phosphate tricalcique a baissé au fur et a mesure
que la concentration en métaux lourds a augmenté. Ces résultats corroborent ceux de Paul et Sinha
(2015) qui ont montré que la plupart des bactéries solubilisant le phosphore se développe a de
faibles concentrations de métaux lourds. Aussi, leur nombre diminue progressivement a mesure
que la concentration augmente. Les microorganismes tolérants aux métaux lourds pourraient jouer
un réle important dans la biorestauration des environnements contaminés par ces métaux (Sun et
al., 2010 ; Sinha et al., 2011 ; Sinha & Paul, 2014). La variation de la toxicité des métaux lourds
vis-a-vis des isolats bactériens pourrait s'expliquer par les caractéristiques physiologiques des

isolats bactériens (Hassan et al., 2008).

Les travaux de Gusmao-Lima et al. (2005) ont rapporté que les métaux lourds présents dans le sol
pourraient entrainer un dysfonctionnement du métabolisme cellulaire des rhizobactéries. De
nombreux travaux montrent des mécanismes par lesquels les bactéries résistent aux métaux lourds
(Silver & Phung, 2005 ; Carip et al., 2008 ; Khan et al. 2010 ; Milosevi¢ et al., 2012 b). En effet,
les bacteries solubilisant le phosphore pourraient chélater plusieurs métaux lourds tels que l'arsenic,
le cadmium, le chrome, le cuivre, le plomb, le nickel et le zinc avec des affinites variables (Schalk
etal., 2011).

Cette étude a aussi montré qu’une augmentation de la salinité dans le milieu de culture entrainait

la baisse de la capacité des bactéries endophytes du cacaoyer a solubiliser le phosphate tricalcique.
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Les résultats obtenus ont confirmé ceux de Srividya et al. (2009) et de Marasco et al. (2013). En
effet, ils ont rapporté que I’aptitude des microorganismes a solubiliser le phosphate diminue a
mesure que la concentration en NaCl augmente. Cela induirait une réduction de la croissance et un
ralentissement de la prolifération cellulaire sous des contraintes salines. Un trop grand nombre

d'ions chlorure peuvent chélater et neutraliser les protons ou I'acide du milieu.

Entrainant ainsi une inefficacité de solubilisation (Srividya et al., 2009). Toutefois, certaines
bactéries ont été capables de solubiliser le phosphate tricalcique en présence de fortes teneurs en
NaCl (10%). Des resultats similaires rapportés par Konaté et al. (2015b), ont montré que les
bactéries endophytes du cacaoyer pourraient tolérer un taux élevé de NaCl a 9 %. Les travaux de
El-Hilali (2006) et Nautiyal et al. (2000), ont également montré une halotolérance chez quatre
bactéries symbiotiques du lupin (Lupinus luteus). Celles-ci ont été capables de solubiliser le
phosphate tricalcique a une concentration de 10 % de NaCl et a un pH égal a 12 et a une
température de 45°C. Les travaux de Yang et al. (2009) révélent que les rhizobactéries isolées des
sols salins ont été capables de croitre a différents niveaux de salinité. Ainsi, I'inoculation des des
souches de rhizobactéries promotrices a des plantes stressées atténuerait le stress salin (Ashraf et
al., 2008 ; Saharan & Nehra, 2011). Joe et al. (2016) ont identifié dans une étude des souches
d’endophytes bactériens osmotolérantes et capables de solubiliser le phosphate tricalcique
inorganique sous stress salin. Ces souches bactériennes partenaient aux genres Acinetobacter sp.,

et Bacillus sp., isolées de Phyllanthus amarus.

Les résultats de ces travaux ont par ailleurs rapporté que les bactéries endophytes du cacaoyer ont
une bonne tolérance aux pH de 4,5 a 10. Cependant, I’activité de solubilisation baisse fortement
avec I’augmentation ou la baisse du pH. Le maximum d’activité de solubilisation est réalisé¢ a pH
égal a 7,5. Ces résultats corroborent ceux d’Adejumo et Orole (2010) qui ont constaté également
que les bactéries endophytes du mais ont toléré parfaitement des pH de 4 a 11. D’autres études ont
révélé que certaines bactéries Actinomycetes des sols désertiques supportent des pH variant de 3,8
a 11 (Singh & Jha, 2015). Les travaux de Rai & Nabti (2017) ont montré que la croissance des
souches bactériennes est meilleure sur une gamme de pH allant de 6.5 a 8, avec un optimum aux
alentours de la neutralité (pH égal a 7). Cela justifierait aisément la forte activité de solubilisation
a pH égal a 5 au cours de ces travaux. Cette forte activité est due a une bonne prolifération des
bactéries a pH neutre. Toutefois, les travaux de Nautiyal et al. (2000) et de Abd-Alla (1994) ont
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montré que les stress abiotiques (salinité et pH) pouvaient induire la solubilisation du phosphate

tricalcique.
7-2-4- Caractéres biochimiques et culturaux des isolats bactériens d’intérét agronomique

La majorité des isolats ont réagi positivement au test de catalase. Cela indique donc qu’ils peuvent
produire la catalase. Des résultats similaires ont été obtenus par Baghya et al. (2019) et Son et al.
(2006) qui ont mené des études d’isolement, d’identification et de criblage de bactéries endophytes
de différentes plantes. La catalase est une enzyme qui aide les cellules bactériennes a éviter la
toxicité cellulaire du peroxyde d’hydrogéne (H202). Sur les 45 isolats testés, 28 bactéries a Gram
positif ont réagi positivement au test de la catalase. Il n’y a donc pas d’anaérobies stricts parmi ces
bactéries. Aucune des 28 souches n’a produit un mycélium sur un milieu spécifique aux bactéries
du genre Actinomyces. Ces bactéries ne seraient pas des Actinomyces sp., producteurs de mycélium.
En revanche, elles ont donné des colonies circulaires de couleur rose et entourées d’un halo blanc
sur la gélose de Mossel. Ces isolats ont donné 1’aspect de Bacillus sp. sur la Gélose de Mossel.
Ainsi, ces bactéries ont été identifices comme étant du genre Bacillus. Les Bacillus sp. sont
capables de produire des antibiotiques, donc sollicitées dans le biocontréle des maladies de
nombreuses plantes. Dix-sept (17) isolats a Gram négatif ont donné des colonies grisatres ayant
une pigmentation jaune & vert fluor sur le milieu Cétrimide agar. Ces isolats ont été identifiés
comme étant du genre Pseudomonas sp. Ainsi, les quarante-cing (45) isolats bactériens d’intérét
agricole isolés des organes du cacaoyer seraient composes de 28 Bacillus et 17 Pseudomonas. Ces
résultats sont en accord avec les travaux réalises sur des cultures. En effet, plusieurs auteurs ont
identifié Bacillus sp. et Pseudomonas sp., comme les espéces prédominantes de bactéries
endophytes associées a différentes plantes hétes cultivées (Melnick et al, 2011; Prasad & Dagar,
2014). Les bactéries appartenant aux genres Bacillus sp., Pseudomonas sp. peuvent cohabiter et
coloniser la rhizospheére et les divers organes du cacaoyer (Melnick et al., 2011; Falcdo et al., 2014;
Konaté et al., 2015 b ; Zubir et al., 2019).

164



TROISIEME PARTIE : RESULTATS ET DISCUSSION

7-3- Conclusion partielle

Cette étude a permis de mettre en exergue la présence de bactéries endophytes dans les organes
principaux (racines, tiges et feuilles) des trois variétés de cacaoyers utilisées. Au total deux cent
dix-huit (218) bactéries endophytes ont €té isolées avec une prédominance de bacilles Gram
positifs. L’étude phénotypique (morphologique et biochimique) a permis de sélectionner 45 isolats
d’intérét agronomique appartenant a deux genres (Bacillus sp. et Pseudomonas sp.) avec une
prédominance du genre Bacillus sp.

La caractérisation physiologique a permis d’évaluer la tolérance des isolats d’intérét agronomique
par rapport a de principaux stress abiotiques tels que la salinité, le pH, les métaux lourds, les engrais
azotés (NPK, KNOg, urée, NaNOy). Les stress salin, acido-basique ou les métaux lourds dans le
milieu de culture ont eu un effet inhibiteur plus ou moins prononcé sur la capacité des bactéries
endophytes a solubiliser le phosphate tricalcique. Cette capacité a varié d’un isolat a un autre mais
aussi en fonction des métaux lourds ainsi que de leurs concentrations dans le milieu de culture.
Certains métaux lourds comme le cuivre, le cobalt, le zinc et le cadmium ont été beaucoup plus
toxiques pour les bactéries par rapport a I’aluminium et le plomb. Ces endophytes ont pu croitre
dans des milieux ayant un pH allant de 3,5 a 10. L’osmotolérance s’est révélée importante pouvant
aller jusqu’a 10 % de NaCl. Ces isolats bactériens ont aussi montré une bonne tolérance aux engrais
azotés (NPK et KNOs). Cependant, une sensibilité bien marquée a été observée avec ’urée et le
nitrite de sodium. Ces isolats ont montré une bonne capacité a solubiliser le phosphate tricalcique
sous différents stress abiotiques tels que la salinité, les métaux lourds et le pH. Deux isolats 37N
et 21P, ont été révélés multi-résistants aux métaux lourds. Ces bactéries endophytes pourraient
jouer un role important dans la biofertilisation et la biorestauration des sols en Cote d’Ivoire et

contribuer aussi au développement durable de la cacaoculture ivoirienne.
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Chapitre 8 : Evaluation de ’efficacité des bactéries endophytes antagonistes des deux espéces
Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya dans la lutte contre la pourriture brune

des cabosses

8-1-Résultats

8-1-1- Tests d’antagonisme in vitro des bactéries endophytes contre les espéces Phytophthora

palmivora et Phytophthora megakarya

8-1-1-1- Tests d’antagonisme in vitro des bactéries endophytes contre I’espéce Phytophthora

palmivora

Les tests de confrontation in vitro ont été réalisés sur une période maximale de 30 jours pour chaque
isolat. Au bout de 30 jours de confrontation, le diamétre moyen des colonies de Phytophthora
palmivora en présence des bactéries endophytes a été réduit. Les taux d’inhibition de Phytophthora
palmivora par les bactéries endophytes testées, ont varié de 28,58 a 70,54 %. Les isolats 48P, 18N,
42P, 60P, 47P et 23P ont inhibé la croissance mycélienne de Phytophthora palmivora avec
respectivement des taux d’inhibition de 70,54 a 62,20 % soit des diamétres moyens respectifs de
24,75 a 31,75 mm du mycélium. Une analyse de la variance (ANOVA) portant sur les taux
d’inhibition de la croissance mycélienne du Phytophthora palmivora a révelé une différence
significative (p< 0,0001) entre les isolats bactériens. Par ailleurs, le test de comparaison multiple
de Student Newmann-Keuls au seuil 5 % a révélé plusieurs groupes homogeénes d’isolats bactériens

selon leurs effets d’inhibition sur Phytophthora palmivora (Tableau XXI1).

Dans I’ensemble, trois catégories de bactéries endophytes ont été¢ enregistrées selon leurs effets

inhibiteurs au bout de 30 jours de confrontation avec la souche de Phytophthora palmivora.

- La premiére catégorie de bactérie a été caractérisée par des isolats qui ont manifesté un effet
inhibiteur fort sur Phytophthora palmivora. Pour ces bactéries, les taux d’inhibition ont varié de
70,54 a 57,15 % au bout de 30 jours. Deux types de bactéries ont été observes au sein de cette
catégorie selon la rapidité d’apparition et la durée de maintien de leur effet d’inhibition sur la
croissance mycélienne du pathogene. Le premier type comprend des bactéries qui ont retardé la
croissance du pathogéne dés la premiére semaine de confrontation. Ce sont les isolats 48P, 60P,

32P, 1IN, 2N et TG27. Cependant, a partir de la deuxiéme semaine le pathogéne a repris sa
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croissance normale pour les isolats 32P, 1N, 2N et TG27. Le deuxiéme type a été représenté par
des isolats bactériens ayant manifesté une réduction du mycélium qui a commencé a partir du 6™
jour pour certains tels que les isolats 18N et 23P et & partir du 10°™ jour pour d’autres tels que les
isolats 14P, 42N, 47P et 11P.

La deuxieme catégorie a été caractérisée par les isolats bactériens ayant eu des taux d’inhibition
faibles compris entre 47 et 57 %, ces isolats ont manifesté un effet fongistatique simple. Car une

fois le mycélium a atteint la ligne de la bactérie il n’a plus évolué mais aussi n’a pas été réduit.

La troisieme catégorie a été caractérisée par les isolats qui ont manifesté un effet d’inhibition trés
faible ou pratiquement négligeable, car le mycélium a traversé la ligne de la bactérie et les taux
d’inhibition ont varié entre 28,58 et 46,43 %.
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Tableau XXII : Classement des isolats bactériens selon leurs pourcentages d’inhibition de

Phytophthora palmivora BL7.11.2 apres 30 jours de confrontation

Diamétres moyens

Taux moyens

balcsféllz’iit;ns du mycelium d’inhibition Taux d’inhibition en
N° +Ecart-type (mm) +Ecart-type (%) valeurs transformées *
1 48P 24,75+1,79 70,54+4.28 0,7875
2 18N 28,25+0,62 66,37+1.49 0,7275"
3 42pP 30,25+1.70 63,99+2.03 0,6975
4 60P 30,50+0.57 63,69+0.68 0,6950
S 47p 31,25+0.95 62,80+1.13 0,68250<
6 23P 31,75+1.25 62,20+1.49 0,6750°
7 11P 34,00+1,00 59,53+2.38 0,6450°1
8 40P 34,00+2.44 59,53+2.91 0,6425¢4fn
9 14pP 34,00+1,47 59,53+3.50 0,6425¢4efn
10 20N 34,50+4.50 58,93+5.35 0,6350¢defoni
11 42N 34,75+1.73 58,63+2.06 0,6350¢defoni
12 IN 35,00+2.82 58,34+3.36 0,6300°¢fahi
13 71pP 35,002.30 58,34+2.74 0,6300¢defani
14 17p 35,00+0,91 58,34+2.17 0,6275¢defanilk
15 50N 35,00+3.36 58,34+4.00 0,6275¢efghiik
16 22N 35,00+1.15 58,34+1.37 0,6250¢defaniik
17 35N 35,50+1.73 57,74+2.06 0,6200¢¢efahiik
18 41N 35,75+2.75 57,44+0,00 0,61 754efoniik
19 43N 35,75+2.75 57,44+3.27 0,61 75¢defaniik
20 14N 35,75+2,28 57,44+5.44 0,61 75cdefanilk
21 65P 36,00+2.58 57,15+3.07 0,6150%¢efgniik
22 TG27 36,00+2.94 57,15+3.50 0,6125¢defohiikl
23 52N 36,00+2.16 57,15+2.57 0,6125¢defohiikl
24 66P 36,25+1.70 56,85+2.03 0,6075¢%fanikim
25 46P 36,50+0.57 56,55+0.68 0,6050¢fohiikimn
26 17N 36,75+1,10 56,25+2.63 0,6000¢foniikimn
27 64P 36,75+0.95 56,25+1.13 0,6000¢fghiikimn
28 29N 37,00+1.41 55,96+1.68 0,5975¢faniikimn
29 21N 37,25+1.70 55,662.03 0,5950¢fanijkimn
30 35P 37,25+2.08 55,66+2.47 0,5925¢fghiikimno
31 26N 37,50£2.21 55,36+2.63 0,5925¢faniikimno
32 2N 37,75£1.70 55,06+2.03 0,5875hiikimno
33 44N 38,00+4.08 54,77+4.86 0,5850fhiikimno
34 49pP 38,00+2.30 54,77+2.74 0,5850hiikimno
35 31N 38,00+1.82 54,76+2.17 0,5850hiikimno
36 39P 38,25+2.06 54,47+2.45 0,5825hiikimno
37 67pP 38,25+0.95 54,47+1.13 0,5800ehiikimno
38 6P 38,25+1.25 54,47+1.49 0,5800ehiikimno

* les moyennes suivies des lettres différentes sont significativement différentes au seuil de 5 % selon test de
Student-Newman-Keuls
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Tableau XXI1 (Suite 2) : Classement des isolats bactériens selon leurs pourcentages d’inhibition

de Phytophthora palmivora BL7.11.2 aprés 30 jours de confrontation

Isolats

Diamétres moyens

Taux moyens

bactériens du mycélium d’inhibition Taux d’inhibition en

N° +Ecart-type (mm) +Ecart-type (%) valeurs transformees *
39 37N 38,25+4.42 54,47+5.26 0,5800fhiikimno
40 46N 38,50+2.64 54,17+3.14 0,5775@nikimno
41 32N 38,50+3.69 54,17+4.40 0,5750¢hiikimno
42 34N 38,75+3.55 53,87+4.24 0,5725¢hikimno
43 24N 39,00+2.44 53,57+2.91 0,57259hikimno
45 34P 39,50+2.51 52,98+2.99 0,5650¢"ikimno
46 25N 39,50+2.08 52,98+2.48 0,5650¢hiikimno
47 23N 39,50+2.38 52,98+2.83 0,5625¢hiikimno
48 54P 39,50+0,00 52,98+0,00 0,5600¢hikimno
49 45N 39,75+3.10 52,68+3.70 0,5600¢9"ikimno
50 10N 39,75+1.70 52,68+2.03 0,5600¢hikimo
51 12N 40,00+1.63 52,39+1.94 0,5575@nikimno
52 36N 40,00+3.82 52,39+4.56 0,5575@nikimno
53 51N 40,00+2.08 52,38+3.93 0,5575¢hikimno
54 13N 40,00+3.55 52,38+4.24 0,5575¢hikimno
55 1IN 40,00+1,41 52,38+1.68 0,55508nikimno
56 N111 40,00+2.94 52,38+3.50 0,5550¢hikimno
57 53N 40,00+2.06 52,38+2.45 0,5525¢hikimno
58 7N 40,25+2.75 52,08+3.28 0,5525¢hiikimno
59 39N 40,25+3.55 52,08+4.24 0,55258nikimno
60 8N 40,25+3.30 52,08+3.93 0,5525¢hikimno
61 20P 40,75+2.98 51,49+3.55 0,5475Mikimnop
62 3N 40,75+0.95 51,49+1.14 0,5475"ikimnop
63 49N 40,75+4.34 51,49+5.18 0,5475"ikimnop
64 6N 40,75+2.21 51,49+2.64 0,5450ikimnop
65 30N 40,75+1.41 51,49+1.79 0,5425ikimnop
66 19N 41,00+1.82 51,19+2.17 0,5425ikimnop
67 48N 41,00+2.62 51,19+3.13 0,5425ikimnop
68 5N 41,00+1.82 51,19+2.17 0,5425kimnop
69 38P 41,25+1.50 50,89+1.79 0,5400kimnop
70 30P 41,25+1.50 50,89+1.79 0,5400kImnop
71 26P 41,50+2.21 50,60+1.19 0,5375ikImnop
72 16P 41,50+2.36 50,59+2.81 0,5350ikimnop
73 69P 41,75+0.57 50,30+0.69 0,5350ikimnop
74 9N 41,75+1.50 50,30+1.79 0,5300kImnop
75 44pP 42,25+2.06 49,70+2.45 0,5275ikimnop
76 37P 42,50+2.88 49,41+3.44 0,5250Kmnop
77 31P 42,50+2.88 49,41+3.44 0,5250Kimnop
78 36P 42,50+2.88 49,41+3.44 0,5250Kmnop
79 19P 42,50+2.88 49,41+3.44 0,5250Kimnop
80 51P 42,50+2.08 49,40+2.48 0,5225!mnop

Student-Newman-Keuls

* les moyennes suivies des lettres différentes sont significativement différentes au seuil de 5 % selon test de
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Tableau XXII (Suite 3, fin) : Classement des isolats bactériens selon leurs pourcentages
d’inhibition de Phytophthora palmivora BL7.11.2 aprés 30 jours de confrontation

Diamétres moyens

Taux moyens

ba' sfgfit;ns du mycélium d’inhibition Taux d’inhibition en
N° +Ecart-type (mm) +Ecart-type (%) valeurs transformees *
81 43P 43,50+1.73 48,21+2.06 0,5100'mnop
82 29P 43,75+2.50 47,92+2.98 0,5075m"p
83 45p 43,75+2.50 47,92+2.98 0,5075m"p
84 63P 43,75+0.95 47,91+1.13 0,5025"°
85 32pP 45,00+0,00 46,43+0,00 0,4900°°
86 41P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490°
87 10P 47,50+2.88 43,45+3.43 0,4550r4
88 53P 51,25+2.50 38,99+2.97 0,4050%
89 9P 51,25+2.50 38,99+2.97 0,40507
90 55P 51,25+2.50 38,99+2.97 0,4050%
91 38N 51,25+2.50 38,99+2.97 0,4050%
92 56P 52,50+2.88 37,50+3.43 0,39004
93 27P 52,50+2.88 37,50+3.43 0,39004
94 33P 53,75+2.50 36,01+2.97 0,37500t
95 21P 53,75+2.50 36,01+2.97 0,37500t
96 24P 53,75+2.50 36,01+2.97 0,37500t
97 52pP 53,75+2.50 36,01+2.97 0,37500t
98 68P 53,75+£3.30 36,01+3.93 0,37254
99 58P 53,75+4.78 36,01+5.69 0,37259"
100 4P 54,50+1.73 35,12+2.06 0,3650"t
101 1P 55,00+0,00 34,53+0,00 0,3600"t
102 28P 55,00+4.08 34,53+4.85 0,3575
103 61P 55,75+6.23 33,63+7.42 0,3500"
104 25P 56,25+2.50 33,04+2.97 0,3425
105 13P 57,50+2.88 31,55+3.43 0,3250"
106 22P 57,50+2.88 31,55+3.43 0,3250"t
107 8P 58,00+3.55 30,96+4.23 0,3200"t
108 5P 58,50+4.04 30,36+4.80 0,3150"
109 50P 58,75+2.50 30,06+2.97 0,3075*
110 3P 60,00+6.27 28,58+7.46 0,2975"
111 59P 60,00+0,00 28,57+0,00 0,2900!
112 2P 60,00+0,00 28,58+0,00 0,2900!
113 12P 60,00+0,00 28,58+0,00 0,2900!
114 18P 60,00+0,00 28,58+0,00 0,2900"
115 7P 60,00+0,00 28,58+0,00 0,2900!
116 15P 60,00+0,00 28,58+0,00 0,2900!
117  P. palmivora 84,00+0,00 0 0
ANOVA p< 0,0001 F=47,12 CV=6,92

* les moyennes suivies des lettres différentes sont significativement différentes au seuil de 5 % selon test de Student-

Newman-Keuls
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8-1-1-2- Tests d’antagonisme in vitro des bactéries endophytes contre I’espéce Phytophthora

megakarya

Les tests de confrontation in vitro ont été réalisés sur une période maximale de 30 jours pour chaque
isolat. Au bout de 30 jours de confrontation, le diamétre moyen des colonies de Phytophthora
megakarya en présence des bactéries endophytes a été réduit. Les taux d’inhibition de I’espéce
Phytophthora megakarya par les bactéries endophytes testés ont varié de 25,3 a 64,29 %. Les
isolats 42P, 47P, 60P, 18N, 22N, 66P et 63P ont inhibé la croissance du mycélium de I’espéce
Phytophthora megakarya. Des taux d’inhibition de 64,29 a 60,13 % soit des diamétres moyens
respectifs de 30 a 33,5 mm du mycélium ont été observés. Une analyse de variance portant sur les
taux d’inhibition de la croissance mycélienne de ’espéce Phytophthora megakarya a révélé une
différence significative (p< 0,0001). Par ailleurs, le test de comparaison multiple de Student
Newmann-Keuls au seuil de 5 % a révélé plusieurs groupes homogenes d’isolats bactériens selon

leurs effets d’inhibition sur I’espéce Phytophthora megakarya (Tableau XXIII).

En général, trois catégories d’effets inhibiteurs ont été observées avec la souche de Phytophthora
megakarya. La réaction des bactéries vis-a-vis du Phytophthora megakarya a varié d’une bactérie
a I’autre. Cependant, au bout de trente jours de confrontation les taux d’inhibition ont été inférieurs

par rapport a ceux observés avec la souche Phytophthora palmivora.

Le premier type a été caractérise par les isolats qui ont révélé un effet inhibiteur plus ou moins fort
sur la croissance mycélienne de 1’agent pathogéne Phytophthora megakarya. Les taux d’inhibition
les plus élevés étaient compris entre 59 % et 64,24 %. Ces isolats ont retardé la croissance du
pathogene pendant 30 jours de confrontation. Par contre, les isolats 42P, 47P, 60P, 18N, 22N, 66P
et 63P ont exercé respectivement des taux d’inhibition de 64,29 a 60,72 % soit des croissances

moyennes du mycélium de 30 a 33 mm.

Le deuxiéme type a été caractérise par les isolats ayant simplement bloqué I’évolution du pathogéne
sans toutefois réduire le mycélium. C’est donc une réaction fongistatique simple, pour ces isolats

les taux d’inhibition ont varié de 50 % a 57 %.

Le troisieme type est caractérisé par les isolats bactériens qui ont retardé la croissance du pathogene

sans le bloquer. Les taux d’inhibitions de ces isolats ont varié de 25,3 % a 49 %.
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Tableau XXIII : Classement des isolats bactériens selon leurs pourcentages d’inhibition de
Phytophthora megakarya 13P30.1 aprés 30 jours de confrontation

Diameétres moyens

Taux moyens

o Isolats A ye paree Taux d’inhibition en
A bactériens iE(i:rrtrj{;S:euznTm) J_rE(::;rltl: 1%20@ %) valeur transformées *
1 42P 30,00£1.82 64,29+2.17 0,703?
2 47P 31,25+0.95 62,8+1.13 0,683
3 60P 32,75+2.98 61,02+3.55 0,6602°
4 18N 33,00+1.70 60,72+2.03 0,658
5 22N 33,00+3.30 60,72+3.93 0,658
6 66P 33,50+2.38 60,13+2.83 0,65020cde
7 63P 33,50+2.38 60,13+2.83 0,6503bcde
8 40P 33,75+2.62 59,83+3.12 0,64530cdef
9 52N 34,00+3.65 59,53+4.34 0,6433cdefg
10 65P 34,00+2.44 59,53+2.91 0,64032bcdefg
11 35N 34,25+2.38 59,23+2.83 0,6382bcdefgh
12 43N 34,50£2.06 58,94+2.45 0,6382bcdefgh
13 50N 34,50+3.00 58,94+3.57 0,6352bcdefghi
14 17P 34,50+1.70 58,94+0.59 0,635:2bcdefghi
15 48P 34,50£4.27 58,94+5.08 0,63320cdefghi
16 41N 34,75+4.42 58,64+5.26 0,6332bcdefghi
17 46P 34,75+2.62 58,64+3.12 0,63020cdefghi
18 41P 35,00£2.44 58,34+2.91 0,63020cdefghi
19 53P 35,00+0,00 58,34+0,00 0,6282bcdefghi
20 26P 35,25+1.82 58,04+2.17 0,6252bcdefghii
21 IN 35,25+2.06 58,04+2.45 0,6252bcdefghi
22 44N 35,50+1.91 57,75+2.27 0,6232bcdefghii
23 29N 35,50£1.00 57,75+£1.19 0,6202bcdefghii
24 64P 35,50+2.64 57,75%3.14 0,61 82bedefghi
25 11P 35,5043.30 57,75+3.93 0,61 82bedefghii
26 23P 35,75+2.94 57,45+3.50 0,61 82bcdefghii
27 67P 35,75£0.50 57,45+0.59 0,61 82bcdefghi
28 29P 35,75+2.21 57,45+2.63 0,671 gabedefghii
29 6P 35,75+3.40 57,45+4.05 0,61 82bedefghiik
30 14P 35,75£1.25 57,45+1.49 0,61 5ebedefghiik
31 44p 35,75+1.25 57,45+1.49 0,61 5ebedefghijk
32 46N 35,75%3.50 57,45+4.16 0,61 52bedefghiik
33 17N 36,00£1.70 57,15+2.03 0,61 3bedefghilkl
34 20N 36,25+2.88 56,85+3.43 0,671 Qbedefghijkl
35 31N 36,50+1.00 56,56+1.19 0,605bcdefghiikl
36 38P 36,75+£2.21 56,26+2.63 0,603bedefghilkl
37 34N 36,75+3.77 56,26+4.49 0,603Pcdefghiiki
38 5P 37,25+2.21 55,66+2.63 0,595¢defghiikim

* les moyennes suivies des lettres différentes sont significativement différentes au seuil de 5 % selon test de Student-

Newman-Keuls
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Tableau XXIII (suite 1) : Classement des isolats bactériens selon leurs pourcentages
d’inhibition de Phytophthora megakarya 13P30.1 apres 30 jours de confrontation

Diameétres moyens

Taux moyens

N° Iso,la_ts du mycélium d’inhibition Taux d’inhibiﬁm} en*
bactériens +Ecart-type (mm) +Ecart-type (%) valeur transformées
39 54p 37,50+1.91 55,37+2.27 0,593¢defghikim
40 25P 37,50+1.91 55,37+2.27 0,593¢defghijkim
41 14N 37,50+1.82 55,37+2.17 0,59Pedefghijkim
42 42N 37,50+2.88 55,37+3.43 0,590¢defghijkim
43 24N 37,50+4.12 55,36+4.91 0,590¢defghijkim
44 1P 38,00+1.41 54,77+1.68 0,588cdefghijkim
45 25N 38,00+2.82 54,77+3.36 0,585¢defghijkim
46 31P 38,00£2.30 54,77£2.74 0,585¢defghiikim
47 35P 38,00+2.62 54,77+3.12 0,585¢defghiikim
48 36P 38,00£2.30 54,77+2.74 0,585¢defghijkim
49 30P 38,00+1.41 54,77£1.68 0,585¢defghiikim
50 33N 38,00+4.89 54,77+5.83 0,585¢defghiikim
51 45N 38,00+3.16 54,77+3.76 0,585¢defghiikim
52 58P 38,25+2.06 54,47+2.45 0,583cdefghijkim
53 23N 38,25+0.95 54,47+1.13 0,583¢defghijkim
54 11N 38,25+2.62 54,47+3.12 0,58Qcdefghijkim
55 27P 38,25+2.06 54,47+2.45 0,58Qcdefghijkim
56 TG-27 38,50+2.75 54,18+3.28 0,578defghiikimn
57 37N 38,50+2.64 54,18+3.14 0,578defghiikimn
58 34P 38,50+2.38 54,18+2.83 0,578¢efhijkimn
59 32N 38,50+2.08 54,18+2.47 0,578defghijkimn
60 51N 38,50+3.51 54,17+4.18 0,575¢efohiikimn
61 13N 38,75+1.70 53,88+2.03 0,575dfhijkimn
62 38N 38,75+2.75 53,88+3.28 0,57:3¢efghijkimn
63 2N 39,00+1.41 53,58+1.68 0,573defohijkimn
64 12N 39,00+2.94 53,58+3.50 0,570¢efhijkimn
65 10N 39,25+1.50 53,28+1.78 0,568¢efghiikimn
66 5N 39,25+2.06 53,28+2.45 0,565¢efohiikimn
67 21N 39,25+0.95 53,28+1.13 0,5654fhikimn
68 16P 39,50+2.51 52,98+2.99 0,565¢efohiikimn
69 10P 39,50+£1.91 52,98+2.28 0,565dfghijkimn
70 3N 39,50+2.08 52,98+2.48 0,5654fhikimn
71 69P 39,50+2.88 52,98+3.44 0,563¢efohiikimn
72 8P 39,75+2.06 52,69+2.45 0,563¢fohiikimn
73 26N 39,75+1.70 52,69+2.03 0,56Q¢foniikimn
74 36N 39,75+2.06 52,69+2.45 0,560¢fahiikimn
75 53N 39,75+2.62 52,68+3.13 0,560¢fhiikimn
76 28P 40,00+0,00 52,39+0,00 0,558¢faniikimn

* les moyennes suivies des lettres différentes sont significativement différentes au seuil de 5 % selon test de

Student-Newman-Keuls
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Tableau XXIII (suite 2) : Classement des isolats bactériens selon leurs pourcentages
d’inhibition de Phytophthora megakarya 13P30.1 apres 30 jours de confrontation

Diameétres moyens

Taux moyens

N° Isolats du mycélium d’inhibition Taux d’inhibition en
L o x
bactériens +Ecart-type (mm) +Ecart-type (%) valeur transformeées
7 39N 40,00+2.94 52,39+3.50 0,555¢fghikimn
78 N1-11 40,00+2.94 52,39+3.50 0,555¢fghikimn
79 8N 40,00+2.94 52,39+3.50 0,555¢fghijkimn
80 19N 40,25+2.62 52,09+3.13 0,550fgnikimn
81 9N 40,25+2.62 52,09+3.13 0,550fghiikimn
82 48N 40,50+2.08 51,79+2.48 0,550fghiikimn
83 7N 40,50+2.38 51,79+2.83 0,548ghiikimn
84 49N 40,50+3.10 51,79+3.70 0,548ghiikimn
85 6N 40,75+0.95 51,50+1.14 0,548Miikimn
86 49pP 41,00+1.15 51,20+1.37 0,5451KImn
87 71P 41,0040,00 51,20+0,00 0,5451KImn
88 39P 41,75+2.36 50,30+2.81 0,535Kmn
89 30N 42,25+0.95 49,71+1.14 0,525'™
90 24P 42,50+2.88 49,41+3.44 0,525'mn
91 32P 42,50+2.88 49,41+3.44 0,525'mn
92 19P 42,50+2.88 49,41+3.44 0,525'™
93 43P 42,50+2.88 49,41+3.44 0,523!mn
94 21P 43,75+2.50 47,92+2.98 0,508™
95 50P 43,75+£2.50 47,92+2.98 0,508Mn
96 52P 43,75+2.50 47,92+2.98 0,508™Mn
97 45p 43,75+2.50 47,92+2.98 0,508™"
98 3P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490
99 2P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490
100 20P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490m™
101 13P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490m™
102 59P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490
103 37P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490
104 9P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490m™
105 18P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490
106 12P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490
107 33P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490m™
108 22P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490m™
109 56P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490
110 7P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490m™
111 55P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490m™
112 4p 45,00+0,00 46,43+0,00 0,49Qm°
113 15P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,49Qm°
114 51P 45,00+0,00 46,43+0,00 0,490
115 61P 50,50+1.00 39,89+1.19 0,415°
116 68P 62,75+3.20 25,3+3.81 0,258°
117 P. megakarya 84,00+0,00 0 0
ANOVA p< 0,0001 F=25,19 CV=5,67

* les moyennes suivies des lettres différentes sont significativement différentes au seuil de 5 % selon test de Student-

Newman-Keuls
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Les isolats 42P, 60P et 18N ont inhibé les deux souches de Phytophthora pendant trente jours de
confrontation, avec des taux d’inhibition de 66,37 a 63,69 % pour la souche de Phytophthora
palmivora et de 62,80 a 60,72 % pour la souche de Phytophthora megakarya. Cependant, d’autres
isolats tels que 48P, 23P, 47P ont uniquement inhibé une seule souche de Phytophthora. C’est le
cas de I’isolat 48P qui a exercé un taux d’inhibition de 70,54 % sur la souche P. palmivora tandis
qu’avec la souche de Phytophthora megakarya, elle a révélé un taux d’inhibition moyen de 58,94%.
Ces isolats ont inhibé efficacement la croissance mycélienne des Phytophthora pendant trente jours

d’incubation (Figure 49).
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Isolat
bactérien 48P

P. palmivora

P. palmivora

Isolat
bactérien 18N

A- Inhibition de I’espéce Phytophthora B- Inhibition de I’espéce Phytophthora
palmivora par I’isolat bactérien 48P palmivora par I’isolat bactétien 48P

Isolat bactérien
60P

P. megakarya

P. palmivora

Isolat
bactétien 60P

C- Inhibition de I’espece Phytophthora D- Inhibition de I’espéce Phytophthora
megakarya par I’isolat bactétien 60P palmivora par I’isolat bactétien 60P

Figure 49 : Effet d’antagonisme in vitro de quelques bactéries endophytes du cacaoyer contre les
espéces Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya
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8-1-1-3- Test de survie des especes Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya sur
cabosses

Les tests de survie et d’agressivité des deux espéces de Phytophthora aprés un mois de
confrontation in vitro avec les isolats bactériens efficients ont été diversement concluants. En effet,
les explants de mycélium prélevés dans les boites contenants les isolats 18N, 23P, 48P et 60P n’ont
induit aucun symptdme de pourriture sur les cabosses inoculées pendant 5 jours d’incubation
(Figure 50). Par contre, les 3 autres isolats (11P, 42P et 47P) n’ont pas atténué cette agressivité.
Dans le premier cas, on peut supposer que les bactéries ont inhibé 1’agressivité de I’agent pathogene
sans toutefois le détruire completement. Par contre, dans le second cas ou les symptdmes de
pourriture brune sont apparus, les bactéries n’ont exercé aucun effet, inhibiteur sur les deux especes
de Phytophthora. Les isolats bactériens 18N, 23P, 48P et 60P ont donc été sélectionnés pour les

tests d’inoculation sur feuilles.
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Isolats 23P Isolat 18N

Cabosse atteinte de
pourriture brune

Cabosse saine

Cabosse saine

Cabosse atteinte de
pourriture brune

Echelle : 1/8

Figure 50 : Lecture des tests de survie et d’agressivité des espéces Phytophthora palmivora et
Phytophthora megakarya aprés 5 jours d’incubation

Pp= Phytophthora palmivora ; Pm= Phytophthora megakarya ; 23P = Isolat 23P; 18N= Isolat 18N

(Photo : Ouattara Adama, 2019)

178



TROISIEME PARTIE : RESULTATS ET DISCUSSION

8-1-2- Tests d’antagonisme ex- vivo sur disques foliaires

8-1-2-1- Effet des traitements bactériens sur la sensibilité des clones SCA6, PA150 et NA32
aux espéces Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya

Le traitement des disques foliaires des trois clones NA32, PA150 et SCA6 avec les isolats
bactériens 23P, 48P, 60P et 18N a entrainé une réduction des indices de symptémes de pourriture
brune sur celles-ci. En effet, les disques foliaires traités avec ces isolats bactériens ont montré des
indices de sensibilité allant de 0,97 a 1,52. C’est-a-dire des disques foliaires ne présentant aucun
symptémes (0) ou présentent des points de pénétration du pathogéne mais sans nécrose (1) (Figure
51). Par contre, les témoins du clone NA32 ont présenté des valeurs des indices moyens de
symptdmes de 2,8 et 3,0 (présence de taches réticulées sur les disques foliaires) respectivement
pour les espéces Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya. Au niveau des témoins du
clone PA150 les valeurs observées étaient de 1,71 et 1,91 (présence de points en réseau sur les
disques) respectivement pour les espéces Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya. Au
niveau du clone SCAG ces valeurs ont été de 1,61 et 1,72 (présence de points en réseau sur les
disques) respectivement pour les deux especes du genre Phytophthora.

Les traitements bactériens (C2AVS1, C3APS1, C3PS1, C3AVS1) de I’isolat 48P, (C2APS2,
C3PS2, C3APS2, C3AVS2) de I’isolat 18N et ceux (C3PS4, C3APS4, C3AVS4) de I’isolat 23P
ont montré les indices de symptomes les plus bas allant de 0,97 a 1,52. Et les traitements C3AVS1
et C3AVS2 des isolats bactériens 48P et 18N ont montré les plus bas indices respectivement de
0,97 et 1,00. Les disques foliaires ayant récu ces traitements n’ont présenté aucun symptome de
pourriture brune malgré leur infection avec les zoospores des souches de Phytophthora palmivora

et de Phytophthora megakarya.

L’application des 4 isolats bactériens (18N, 23P, 48P, et 60P) sur des disques foliaires a réduit de
fagon significative (p < 0,05) les indices de sensibilité & la pourriture brune des trois clones de
cacaoyers. Il n’y a pas eu d’effet souches de Phytophthora (p= 0,5160). Par contre, des effets
significatifs (p < 0,05) des facteurs clones et période d’application de I’inoculum bactérien ont été
observés. En effet, trois endophytes bactériens S1 (48P), S2 (18P) et S4 (23P) se sont révelés actifs
vis-a-vis des deux souches de Phytophthora. 1ls ont reduit les nécroses de pourriture brune induites
par Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya au niveau des trois clones NA32, PA150

et SCA6. Les isolats bactériens 48P et 18N ont inhibé efficacement les deux souches de
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Phytophthora, tandis que 1’isolat 23P a inhibé modérément les deux souches. Contrairement aux
autres isolats cités précédemment 1’isolat 60P n’a montré aucun effet inhibiteur ex-vivo sur les deux
souches de Phytophthora. Car les traitements a base de 1’isolat 60P ont été proches des témoins du
clone sensible NA32 comme le montre la Figure 52. Les traitements a la concentration 10° UFC/ml,
des isolats S1 (48P) et S2 (18N) ont été les plus efficaces. Ces isolats ont réduit efficacement les
nécroses symptomatiques de la pourriture brune induites par le Phytophthora megakarya ou le
Phytophthora palmivora sur les disques foliaires des trois clones particulierement le clone NA32
sensible a la pourriture brune des cabosses avec des indices de sensibilité variant de 0,97 a 1,00
(Figure 52).

180



TROISIEME PARTIE : RESULTATS ET DISCUSSION

15 F= 2967
3,000 a_ D<0,05
2,500 b bbb

= Eccdcddd
S F9Eededed g cd g d
@ 2,000 |~ cdcded ¢qg 4
] de
» Eeded_e dedede
o I € ef
— fafg
§1,snn— = gh
i gh
k=] = ghgh
c —
- hi hi hi
nihi
1,000 e
N e N N N R N N N R N A A N T T
D L W OR W N = R R W O e ek o=k e DR B = ORI D D RN W W WL

R E R R R R R R R R R R R R R R R A A R A R R R A R R A

g-g-ummﬁﬁmwmﬁﬁmamwﬁﬁg-mmahmaﬁg-ﬁg-l\ag-mmﬁbmﬁmtnaﬁﬁ

= = [ELINL FURSY ¥ [ FUI L] EE I R - wN_u-t M Nm-ﬁ_u m-ﬁ-N-ﬁ - st A=

o : 2§

e g g 3 B

s 5 £ s 2 5

FZ2 3 2 § %

g S g 8§ 3 ¢

gh‘n ; g g -]

Traitements bactériens

Figure 51 : Effet des traitements bactériens sur la sensibilité des clones NA32, PA150 et SCA6
aux espéces Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya

Ci= Concentration 10® UFC/mL ; C,= Concentration 108 UFC/mL ; C3= Concentration 10° UFC/mL ; S1= Isolat 48P
; S2=Isolat 18N ; S3= Isolat 60P ; S4=Isolat 23P ; Les moyennes avec la méme lettre ne présentent pas de
différences significatives selon le Test de Test de Student-Newman-Keuls (au seuil o= 0,05).

Traitement; CLAVS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C1 lheure avant le Phytophthora ;
Traitement, C1PS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C1 simultanément avec le Phytophthora ;
Traitement; CLAPS1=inoculer la bactérie S1 (48) a la concentration C1 1heure aprés inoculation du Phytophthora ;
Traitements C2AVS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C2 1heure avant le Phytophthora ;
Traitements C2PS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C2 simultanément avec le Phytophthora ;
Traitements C2APS1=inoculer la bactérie S1 (48 a la concentration C2 1heure aprés inoculation du Phytophthora ;
Traitement; C3AVS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C3 1heure avant le Phytophthora ;
Traitements C3PS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C3 simultanément avec le Phytophthora ;
Traitements C3APS1=inoculer la bactérie S1 (48 a la concentration C3 1heure apreés inoculation du Phytophthora ;
Traitementio CLAVS2 = inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C1 lheure avant le Phytophthora ;
Traitement;; C1PS2 = inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C1 simultanément avec le Phytophthora ;
Traitement;, CLAPS2=inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C1 1heure aprés inoculation du Phytophthora ;
Traitement;s C2AVS2= inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C2 lheure avant le Phytophthora ;
Traitementis C2PS2= inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C2 simultanément avec le Phytophthora ;
Traitementi;s C2APS2=inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C2 1heure apres inoculation du Phytophthora ;
Traitement;s C3AVS2= inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C3 1lheure avant le Phytophthora ;
Traitement;; C3PS2= inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C3 simultanément avec le Phytophthora ;
Traitement;g C3APS2=inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C3 1heure aprés inoculation du Phytophthora ;
Traitement;g CLAVS3 = inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C1 1heure avant le Phytophthora ;
Traitementy,o C1PS3 = inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C1 simultanément avec le Phytophthora ;
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Traitementy,; CLAPS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C1 1heure apres inoculation du Phytophthora ;
Traitementy,; C2AVS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C2 1heure avant le Phytophthora ;
Traitementys C2PS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C2 simultanément avec le Phytophthora ;
Traitementys C2APS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C2 1heure aprés inoculation du Phytophthora ;
Traitementys C3AVS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C3 1heure avant le Phytophthora ;
Traitementys C3PS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C3 simultanément avec le Phytophthora ;
Traitement,; C3APS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C3 1heure apreés inoculation du Phytophthora.
Traitementys CLAVS4 = inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C1 1heure avant le Phytophthora ;
Traitementyg C1PS4 = inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C1 simultanément avec le Phytophthora ;
Traitementsp C1LAPS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C1 1heure apres inoculation du Phytophthora ;
Traitements; C2AVS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C2 1heure avant le Phytophthora ;
Traitements, C2PS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C2 simultanément avec le Phytophthora ;
Traitementss C2APS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C2 1heure apres inoculation du Phytophthora ;
Traitementss C3AVS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C3 lheure avant le Phytophthora ;
Traitementss C3PS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C3 simultanément avec le Phytophthora ;
Traitementss C3APS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C3 1heure aprés inoculation du Phytophthora ;
Traitement Témoin NA32-P. palmivora= inoculer les disques foliaire du clone NA32 avec I’inoculum de zoospores
de P.palmivora seul ;

TraitementTémoin NA32-P. megakarya= inoculer les disques foliaire du clone NA32 avec I’inoculum de zoospore
de P. megakarya seul ;

Traitement Témoin PA150-P. palmivora= inoculer les disques foliaire du clone PA150 avec I’inoculum de zoospores
de P.palmivora seul ;

Traitement Témoin PA150-P. megakarya= inoculer les disques foliaire du clone PA150 avec I’inoculum de
zoospore de P. megakarya seul ;

Traitement Témoin SCA6-P. palmivora= inoculer les disques foliaire du clone SCA6 avec I’inoculum de zoospores
de P.palmivora seul ;

Traitement Témoin NA32-P. megakarya= inoculer les disques foliaire du clone SCA6 avec I’inoculum de zoospore
de P. megakarya seul ;
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Figure 52 : Effet fongicide des endophytes bactériens (18N et 48P) sur les especes Phytophthora
palmivora et Phytophthora megakarya au niveau des disques foliaires du clone NA32

AV = traitements ou I’inoculum bactérien a été appliqué une heure de temps avant d’apporter les zoospores de
Phytophthora palmivora et de Phytophthora megakarya; P= traitements ot I’inoculum bactérien et les zoospores de
Phytophthora ont été appliqués simultannémement ; AP= traitements ou les zoospores de Phytophthora ont été
appliqués une heure avant d’apporter I’inoculum bactérien.

(Photo : Ouattara Adama, 2019)
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8-1-2-2- Effet des traitements bactériens sur la sensibilité du clone NA32 a I’espéce
Phytophthora megakarya

Lorsque le clone NA32 a eté infecté avec la souche Phytophthora megakarya, les traitements
bactériens ont réduit les indices de sensibilité a la pourriture brune. En effet, les traitements
(C3APSI1, C3AVSI1) de I’isolat 48P, (C3AVS2, C3APS2, C3PS2) de I’isolat 18N et (C3PS4,
C3AVS4) de I’isolat 23P ont montré des valeurs de 1,11 a 1,13 (aucun symptéme) de 1’indice de
sensibilité contre une valeur de 3,0 (tache réticulée) pour le témoin. Contrairement, les traitements
(C3APS3, C3PS3 et C2APS3) de I’isolat 60P (S3) ont montré des valeurs de 2,89 a 2,90 (taches
réticlées).

Les traitements bactériens appliqués ont eu un effet significatif (p<0,0001) sur I’apparition des
symptdmes de pourriture brune. Les isolats 48P, 18N et 23P ont été les plus efficaces contrairement
a I’isolat S3 qui n’a pas réagi. Les concentrations 10° UFC / ml de ces isolats ont été plus efficaces.
Les traitements a base des isolats 48P, 23P et 18N appliqués une (01) heure de temps avant I’apport
de I’inoculum du Phytophthora megakarya ont été respectivement les plus efficaces contre la
souche de Phytophthora megakarya avec des indices moyens des symptdémes de pourriture brune
de 1,117, 1,136 et de 1,19 soit des disques foliaires présentant des points de pénétration simples.
Par ailleurs, un effet efficace des traitements a base de ces isolats a été observe lorsqu’ils ont été

appliqués simultanément avec 1’inoculum du Phytophthora megakarya (Figure 53).
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Traitements bactériens

Figure 53 : Effet des traitements bactériens sur la sensibilité du clone NA32 a I’espéce Phytophthora
megakarya

C,= Concentration 10® UFC/ml ; C,= Concentration 108 UFC/ml ; Cs= Concentration 10° UFC/ml ; S1= Isolat 48P ;
S2=Isolat 18N ; S3= Isolat 60P ; S4= Isolat 23P 3. Les moyennes avec la méme lettre ne présentent pas de différences
significatives selon le Test de Test de Student-Newman-Keuls (au seuil o= 0,05).

Traitement; CLAVS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C1 lheure avant le P. megakarya ;
Traitement, C1PS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C1 simultanément avec le P. megakarya ;
Traitement; CLAPS1= inoculer la bactérie S1 (48) a la concentration C1 lheure aprés inoculation du P. megakarya ;
Traitement, C2AVS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C2 lheure avant le P. megakarya ;
Traitements C2PS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C2 simultanément avec le P. megakarya ;
Traitements C2APS1= inoculer la bactérie S1 (48 a la concentration C2 1heure apres inoculation du P. megakarya ;
Traitement; C3AVS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C3 lheure avant le P. megakarya ;
Traitements C3PS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C3 simultanément avec le P. megakarya ;
Traitementy C3APS1=inoculer la bactérie S1 (48 a la concentration C3 1heure aprés inoculation du P. megakarya ;
Traitement;o CLAVS2 = inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C1 lheure avant le P. megakarya ;
Traitement;; C1PS2 = inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C1 simultanément avec le P. megakarya ;
Traitement;; CLAPS2=inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C1 1heure apres inoculation du P. megakarya ;
Traitement;s C2AVS2= inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C2 lheure avant le P. megakarya ;
Traitementi4 C2PS2= inoculé la bactérie S2 (18N) a la concentration C2 simultanément avec le P. megakarya ;
Traitement;s C2APS2=inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C2 1heure aprés inoculation du P. megakarya ;
Traitement;s C3AVS2= inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C3 1lheure avant le Phytophthora ;
Traitement;; C3PS2= inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C3 simultanément avec le P. megakarya ;
Traitement;g C3APS2=inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C3 1heure aprés inoculation du P. megakarya ;
Traitement;g CLAVS3 = inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C1 1heure avant le P. megakarya ;
Traitementyy C1PS3 = inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C1 simultanément avec le P. megakarya ;
Traitementy,; CLAPS3=inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C1 1heure aprés inoculation du P. megakarya ;
Traitementy; C2AVS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C2 1lheure avant le P. megakarya ;
Traitement,s C2PS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C2 simultanément avec le P. megakarya ;
Traitement,s C2APS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C2 1heure apres inoculation du P. megakarya ;
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Traitementy,s C3AVS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C3 1heure avant le P. megakarya ;
Traitement,s C3PS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C3 simultanément avec le P. megakarya ;
Traitement,y C3APS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C3 1heure aprés inoculation du P. megakarya ;
Traitement,s CLAVS4 = inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C1 1heure avant le P. megakarya ;
Traitementyy C1PS4 = inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C1 simultanément avec le P. megakarya ;
Traitementsp CLAPS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C1 1heure aprés inoculation du P. megakarya ;
Traitements; C2AVS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C2 1heure avant le P. megakarya ;
Traitements; C2PS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C2 simultanément avec le P. megakarya ;
Traitementss C2APS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C2 1heure apres inoculation du P. megakarya ;
Traitementss C3AVS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C3 lheure avant le P. megakarya ;
Traitementss C3PS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C3 simultanément avec le P. megakarya ;
Traitementss C3APS4=inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C3 1heure aprés inoculation du P. megakarya ;
Traitement Témoin = inoculer les disques foliaire du clone NA32 avec I’inoculum de zoospores de P. megakarya seul
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8-1-2-3- Effet des traitements bactériens sur la sensibilit¢ du clone NA32 a I’espéce
Phytophthora palmivora

Dans le cas ou le clone NA32 a été inoculé avec la souche de Phytophthora palmivora, les
traitements bactériens appliqués ont réduit les indices des symptomes d’apparition de la pourriture
brune sur les disques foliaires. Certains traiments bactériens ont induit des valeurs plus faibles
d’indices de sensibilité. En effet, des valeurs de 0,76 a 1,14 ont été observées contre des valeurs
d’indices de 3,15 pour le t¢émoin. Donc, les disques foliaires ayant récu ces traitements bactériens
n’ont pas présenté de symptomes, tandis que les témoins ont présenté des taches réticulées. Les
traitements (C3APS1, C3PS1, C3AVS1) et (C2APS2 C3PS2, C3APS2, C3AVS2) des isolats 48P
(S1) et 18N (S2) ont montré les indices de sensibilité les plus bas allant 0,76 a 1,33.

Ces isolats (18N et 48P) ont été les plus efficaces. L’isolat 23P a réagi trés faiblement, tandis que
I’isolat 60P n’a pas du tout réagi. Les concentrations 10° UFC / ml d’inoculum des isolats 48P et
18N ont été les plus efficaces. L’isolat 23P semble stimuler le pathogéne a la concentration 10°
UFC / ml. Les traitements bactériens appliqués ont eu un effet significatif (p<0,0001) sur
I’apparition des symptomes de pourriture brune. Car, les traitements a base des isolats 48P et 18N
ont été plus efficaces. Les indices moyens de symptdémes de pourriture brune respectifs observes
avec ces traitements ont été de 0,76 0,94. Pour ces traitements et les disques foliaires n’ont pas

présenté de symptdmes d’apparition de (Figure 54).
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Figure 54 : Effet des traitements bactériens sur la sensibilité du clone NA32 a I’espéce Phytophthora
palmivora

C;= Concentration 10® UFC/ml ; C,= Concentration 108 UFC/ml ; Cs= Concentration 10° UFC/ml ; S1= Isolat 48P ;
S2=Isolat 18N ; S3=Isolat 60P ; S4= Isolat 23P. Les moyennes avec la méme lettre ne présentent pas de différences
significatives selon le Test de Test de Student-Newman-Keuls (au seuil o= 0,05).

Traitement; CLAVS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C1 lheure avant le P. palmivora ;
Traitement, C1PS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C1 simultanément avec le P. palmivora ;
Traitement; CLAPS1=inoculer la bactérie S1 (48) a la concentration C1 1lheure aprés inoculation du P. palmivora ;
Traitement, C2AVS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C2 1lheure avant le P. palmivora ;
Traitements C2PS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C2 simultanément avec le P. palmivora ;
Traitements C2APS1=inoculer la bactérie S1 (48 a la concentration C2 1heure aprés inoculation du P. palmivora ;
Traitement; C3AVS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C3 lheure avant le P. palmivora ;
Traitements C3PS1= inoculer la bactérie S1 (48P) a la concentration C3 simultanément avec le P. palmivora ;
Traitements C3APS1=inoculer la bactérie S1 (48 a la concentration C3 1heure apreés inoculation du Phytophthora ;
Traitement;o CLAVS2 = inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C1 1heure avant le Phytophthora ;
Traitement;; C1PS2 = inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C1 simultanément avec le P. palmivora ;
Traitement;; CLAPS2= inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C1 1heure aprés inoculation du P. palmivora ;
Traitement;s C2AVS2= inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C2 lheure avant le P. palmivora ;
Traitementis C2PS2= inoculé la bactérie S2 (18N) & la concentration C2 simultanément avec le P. palmivora ;
Traitement;s C2APS2= inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C2 1heure aprés inoculation du P. palmivora ;
Traitement;s C3AVS2= inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C3 1lheure avant le P. palmivora ;
Traitement;; C3PS2= inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C3 simultanément avec le P. palmivora ;
Traitementi;g C3APS2= inoculer la bactérie S2 (18N) a la concentration C3 1lheure aprés inoculation du P. palmivora ;
Traitement;g CLAVS3 = inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C1 1lheure avant le P. palmivora ;
Traitementy,o C1PS3 = inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C1 simultanément avec le P. palmivora ;
Traitement,; CLAPS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C1 1heure aprés inoculation du P. palmivora ;
Traitementy,, C2AVS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C2 1heure avant le P. palmivora ;
Traitement,s C2PS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C2 simultanément avec le P. palmivora ;
Traitement,s C2APS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C2 1heure aprés inoculation du P. palmivora ;
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Traitementy,s C3AVS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C3 1heure avant le P. palmivora ;
Traitement,s C3PS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C3 simultanément avec le P. palmivora ;
Traitement,; C3APS3= inoculer la bactérie S3 (60P) a la concentration C3 1heure apreés inoculation du P. palmivora ;
Traitementy,s CLAVS4 = inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C1 1lheure avant le P. palmivora ;
Traitementyy C1PS4 = inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C1 simultanément avec le P. palmivora ;
Traitementsp CLAPS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C1 1heure aprés inoculation du Phytophthora ;
Traitements; C2AVS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C2 1heure avant le Phytophthora ;
Traitements; C2PS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C2 simultanément avec le P. palmivora ;
Traitementss C2APS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C2 1heure apres inoculation du P. palmivora ;
Traitementss C3AVS4= inoculer la bactérie S4 (23P) & la concentration C3 1heure avant le P. palmivora ;
Traitementss C3PS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C3 simultanément avec le P. palmivora ;
Traitementss C3APS4= inoculer la bactérie S4 (23P) a la concentration C3 1heure aprés inoculation du P. palmivora ;
Traitement Témoin= inoculer les disques foliaire du clone NA32 avec I’inoculum de zoospores de P. palmivora seul
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8-2- Discussion

8-2-1- Test d’antagonisme in vitro

Les tests de confrontation in vitro ont permis de mettre en évidence 1’existence des endophytes
bactériens antagonistes capables d’inhiber la croissance mycélienne des souches Phytophthora
palmivora et Phytophthora megakarya. Ces bactéries endophytes ont exercé une forte activité
inhibitrice sur la croissance mycélienne des deux souches de Phytophthora. La réduction effective
du diametre des colonies mycéliennes durant trente jours de confrontation et 1’observation d’une
zone d’inhibition de part et d’autre de la strie bactérienne ont révélé que ces isolats produisaient
des substances inhibitrices (Acebo-Guerrero et al., 2015). Les tests de survie conduits sur des
cabosses fraiches ont confirmé 1’effet antagoniste des isolats 18N, 23P, 60P et 48P. Par contre, les
isolats 42P, 47P et 11P ont été jugés inefficaces a I’issue de ces tests. Ceux-ci ont simplement
inhibé la croissance des Phytophthora par la diminution des nutriments dans le milieu de culture.
Ces isolats ont des effets d’antagonismes dits fongistatiques simples. Par contre, les isolats (18N,
23P, 60P et 48P) ont eu des effets d’antibiose sur le genre Phytophthora et ces effets ont été plus
ou moins prononceés, selon 1’isolat bactérien et selon la souche de Phytophthora. Des études ont
montré I’existence de microorganismes antagonistes du genre Phytophthora dans 1’écosystéme du
cacaoyer (Kébé et al., 2009 ; Acebo-Guerrero et al., 2015).

Ces isolats ont restreint sur le milieu de culture la croissance radiale du mycélium des espéces
Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya avec des pourcentages d’inhibition (P.I)
respectifs de 28,58 a 70,54 % et de 25,3 a 64,29 %. Des résultats similaires ont été obtenus par
Akrofi et al. (2017). lls ont montré que des bactéries épiphytes isolées a la surface des cabosses de
trois clones de cacaoyer (SCAB6, T85/799 et de IFC5 tous résistants a la pourriture brune) ont inhibé
fortement la croissance de 1’espéce Phytophthora palmivora avec des pourcentages d’inhibition
plus élevés de 69,7 et 65,8 %. Masanto et al. (2020) ont aussi révélé la présence des bactéries
endophytes dans les organes et de la rhizosphére du cacaoyer. Ces bactéries endophytes ont exercé
des effets inhibiteurs sur 1’espece Phytophthora palmivora avec des pourcentages d’inhibition
variables de 0,01 a 100 (Annexe 7).

Les bactéries endophytes identifiées dans cette étude comme antagonistes des espéces Phtophthora
palmivora et Phytophthora megakarya appartiennent au genre Bacillus sp. Par ailleurs, le test de

survie fongique a confirmé I’effet antagoniste de ces bactéries contre les champignons du genre
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Phytophthora spp. Des bactéries endophytes isolées du concombre ont aussi révélé une activité
antagoniste in vitro contre 1’agent phytopathogeéne Fusarium oxysporum (Ozaktan et al., 2015).

8-2-2- Test d’antagonisme ex- vivo par tests feuilles

Les tests feuilles ont révélé 1’effet fongicide des bactéries endophytes contre Phytophthora
palmivora et Phytophthora megakarya. Ces tests feuilles ont été réalisés dans des conditions
proches des conditions naturelles de développement du genre Phytophthora. C’est-a-dire en
présence d’une forte humidité et une température optimale de 26°C a I’obscurité. L’effet fongicide
des isolats S1 (48P) et S2 (18P) a été mis en évidence par la réduction effective des nécroses
symptomatiques de pourriture brune au niveau des trois clones et particulierement au niveau du
clone sensible NA32. Cela montre que ces isolats ont induit une résistance au clone NA32 d’une
part, et d’autre part ont augment¢ la résistance intrinséque des clones PA150 et SCA6 (Tahi et al.,
2007 ; Kébé et al., 2009).

Les traitements a base de 1’isolat S3 (60P) n’ont montré aucun effet inhibiteur sur les nécroses de
pourriture brune au niveau des trois clones. En effet, dans les cultures in vitro, I’isolat 60P se
développe lentement (temps de génération TG > 48 heures) par rapport aux autres isolats (temps
de génération TG < 24 heures). L’effet inhibiteur montré par cet isolat dans les cultures de
confrontation in vitro serait di a une substance antifongique volatile qu’il produit. Dans la boite de
Pétri, la bactérie a eu le temps et les nutriments nécessaires pour se développer. Ce qui n’est pas le
cas dans les tests feuilles. Dans ce cas, les souches de Phytophthora sont dans un milieu favorable
a leur croissance, donc les zoospores se développent trés rapidement (Surujdeo-Maharaj et al.
2016). D’ou, I’inefficacité de 1’isolat 60P qui se dévélope trés lentement. Selon Méija et al. (2008),
les résultats des tests d’antagonismes in vitro ne reflétent pas forcément ceux obtenus ex-vivo ou
in vivo. Certains microorganismes révelés trés antagonistes in vitro peuvent s’avérer inefficaces
dans les tests ex-vivo ou en condition de champs car de nombreux parameétres écologiques sont pris
en compte.

Les traitements bactériens appliqués sur les disques foliaires une heure de temps avant I’apport de
I’inoculum fongique ont été les plus efficaces. Cela montre que ces bactéries endophytes créent
une barriére contre la pénétration des agents pathogénes au niveau des stomates. Les bactéries
endophytes ont 1’avantage de s’adapter et de coloniser facilement les tissus du cacaoyer (Paul et

al., 2013). Ce qui pourrait traduire cette induction de résistance au clone sensible NA32.
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Par ailleurs, ces isolats produisent certainement des substances antifongiques qui neutralisent le
développement des zoospores au niveau des disques foliaires méme si I’inoculum de zoospores des
Phytophthora a été appliqué une heure de temps avant 1’application de 1’inoculum des isolats
bactériens (Zubir et al., 2019).

Kébé et al. (2009) ont mis en évidence I’existence de bactéries indigenes des sols sous cacaoyeres
capables de réduire la sensibilité de deux clones de cacaoyer (P7 et SCAB6) a la pourriture brune.
Ils ont obtenu ces resultats par des tests feuilles avec I’espéce Phytophthora palmivora. Melnick et
al. (2008) ont isolé des bactéries endophytes du genre Bacillus des planets de tomate. Ces isolats
ont pu réduire les nécroses de la pourriture brune induites par P. palmivora sur le cacaoyer. Plus
tard, Melnick et al. (2011) ont isolé des bactéries endophytes sporulant a partir des organes (racines,
tiges, cabosses, feuilles et fleurs) du cacaoye. lls ont identifié des isolats bactériens qui avaient des
activités antagonistes in vitro et in vivo contre les champignons pathogénes P. palmivora,
Monilliophthora roreri et M. perniciosa responsables respectivement de la pourriture brune de
cabosses, du balai de sorciere et de la pourriture noire des cabosses en Amérique du sud. Zubir et
al. (2019) ont aussi obtenu des résultats similaires. En effet, ils ont isolé ec des bactéries endophytes
du cacaoyer qui avaient des activités antagonistes contre I’agent pathogéne fongique Oncobasidium
theobromae, responsable de la maladie du syndrome de dépérissement vasculaire du cacaoyer.
Cette maladie serait la cause de grandes pertes de production en Malaisie. Les travaux de Giyanto
et al. (2020), ont aussi identifié des bactéries endophytes du cacaoyer capables de lutter

biologiquement contre 1’agent pathogene fongique Ceratobasidium theobromae en Indonésie.

Selon les travaux de Tahi et al. (2000 ; 2006 a ; 2007) et de Nyassé et al. (2002), les résultats des
tests de résistance sur les feuilles ont été corrélés avec ceux obtenus au champ sur les feuilles et
sur les cabosses. Ainsi, les isolats bactériens ayant induit une résistance sur feuilles des clones
testés aux especes Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya peuvent étre des candidats
potentiels de lutte biologique contre la pourriture brune des cabosses du cacaoyer en Cote d’Ivoire.
Par ailleurs, la caractérisation biochimique a révélé que les quatre isolats bactériens testés
appartiennent au genre Bacillus sp.

Des travaux antérieurs ont révélé que les endophytes bactériens du cacaoyer sont généralement du
genre Bacillus sp (Melnick et al., 2011 ; Zubir et al., 2019 ; Giyanto et al., 2020). Wang et al.
(2012) ont rapporté que B. cereus pouvait inhiber la croissance d’Aspergillus flavus en produisant

I’enzyme chitinase. De nombreuses études ont aussi révélé les bactéries des genres Bacillus sp. et
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Pseudomonas sp. potentiels agents de lutte biologique contre diverses maladies des plantes
(Hanada et al., 2009 ; Khan et al., 2018).

8-3- Conclusion partielle

Cette étude a permis de mettre en évidence 1’existence de bactéries endophytes antagonistes de
Phytophthora palmivora et de Phytophthora megakarya. Les résultats des tests in vitro ont montré
que les bactéries endophytes ont inhibé la croissance du mycélium des deux souches de
Phytophthora testées. Des pourcentages d’inhibition de 70,54 et 64,29 % de croissance de
mycélium ont été exerces par ces isolats bactériens respectivement contre Phytophthora palmivora
et de Phytophthora megakarya. Quatre (4) isolats dont trois (3) 48P, 60P et 23P isolées de la
variété P7 et un isolat (1) 18N isolé de la variété NA32 ont été les plus efficaces a ’issue des tests
in vitro. Les tests feuilles ont révélé les concentrations 10° UFC / ml des isolats 48P et 18N plus
efficaces. En effet, ces isolats ont été appliqués une heure de temps avant ou simultanément avec
I’inoculum des especes de Phytophthora. Et ils ont réduit la sensibilité des trois clones NA32,
PA150 et SCA6 a la pourriture brune. Cette induction de résistance a été plus remarquable au
niveau du clone NA32 sensible a la pourriture brune. Cette étude prouve le potentiel antagoniste
des bactéries endophytes du cacaoyer et leur utilisation possible dans la lutte biologique contre la
pourriture brune. Ces isolats pourront faire 1’objet des tests sur cabosses et des essais au champ

afin de confirmer la stabilité de leurs effets antagonistes contre Phytophthora spp.
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Cette étude avait pour objectif général de rechercher des bactéries endophytes du cacaoyer
(Theobroma cacao L.) ayant des propriétés d’intérét agronomique (fixation de I’azote,
solubilisation du phosphate tricalcique et du potassium) et capables de lutter contre la pourriture
brune des cabosses. Au total deux cent dix-huit (218) isolats ont été obtenus des principaux organes
(racines, tiges et feuilles) de jeunes plants de cacaoyers. Ces bactéries endophytes isolées sur un
milieu pauvre en azote ont été soumises a une série de criblages dont le premier a consisté a
sélectionner les isolats bactériens capables de solubiliser le phosphate tricalcique et le mica et
tolérer les stress abiotiques (pH, métaux lourds et les intrants azotés NPK, KNOs, urée et NaNO»).
Au total quarante-cing (45) bactéries endophytes issues des clones P7 et NA32 ont solubilisé le
phosphate tricalcique avec des indices de solubilisation supérieurs ou égaux a 70 %. Les indices de
solubilisation du phosphate tricalcique ont varié de 20 a 200 %, tandis que les indices de
solubilisation du mica ont varié de 70 a 300 %. Sept endophytes bactériens 4P, 5P, 38P, 39P, 40P,
41P et 53N, provenant des plants de cacaoyers cultivés sur les sols prélevés dans les localités de
Duékoué et de Soubré, ont montré des indices de solubilisation plus élevés de 150 a 200 %.

La caractérisation physiologique a permis d’identifier quarante-cing (45) isolats d’intérét
agronomique par rapport a différents stress abiotiques tels que la salinité, les intrants azotés (NPK,
KNOs, urée et NaNO-). Ces endophytes bactériens ont pu croitre sur des milieux ayant des pH
allant de 3,5 a 10. L’osmotolérance s’est révélée importante pouvant aller jusqu’a 10 % de NaCl.
Ces endophytes bactériens ont aussi montré une bonne tolérance aux engrais azotés (NPK-0-23-19
et KNOs). Cependant, une sensibilité bien marquée a été observée avec I'urée et le nitrite de
sodium. Ces isolats ont aussi montré une bonne capacité a solubiliser le phosphate tricalcique sous
stress salin, acido-basique et des métaux lourds. Deux isolats 37N et 21P ont révélé une multi-
résistance aux métaux lourds et des indices de solubilisation du phosphate tricalcique compris entre
50 et 100 %. La caractérisation biochimique a révélé que ces quarante-cing (45) endophytes
bactériens d’intérét agronomique appartiennent a deux genres (Bacillus sp. et Pseudomonas sp.)

avec une prédominance du genre Bacillus sp.

Dans la deuxieme partie de cette étude cent seize (116) bactéries endophytes issues des clones P7
et NA32 ont été évalués dans des tests in vitro et dans des biotests (sur disques foliaires et sur des
cabosses immatures) contre les especes fongiques Phytophthora palmivora et Phytophthora

megakarya. Dans les tests in vitro, les endophytes bactériens ont inhibé la croissance du mycélium
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des deux espéces Phytophthora palmivora et Phytophthora megakarya pendant 30 jours de
confrontation. Les pourcentages d’inhibition ont varié respectivement de 28,58 a 70,54 % et de
25,3 a 64,29 % pour Phytophthora palmivora (BL7.11.2) et Phytophthora megakarya (13P30.1).
A T’issue des tests in vitro quatre isolats (48P, 60P, 23P et 18N) tous du genre Bacillus sp. se sont
révélés plus efficaces. Les tests feuilles ont révélé deux isolats 48P et 18N plus efficaces contre la
pourriture brune. En effet, lorsque ces isolats ont été appliqués a une concentration de 10° UFC /
mL d’inoculum sur les disques foliaires une heure de temps avant ou simultanément avec apport
d’inoculum de zoospores des des deux espéces Phytophthora palmivora et Phytophthora
megakarya, une réduction significative de I’apparition des nécroses symptomatiques sur les
disques foliaires a été observée. Ce qui traduisait une induction de résistance aux trois clones et
cette induction de résistance a été plus remarquable au niveau du clone sensible NA32. Ces résultats
prometteurs prouvent qu’il est possible de trouver des endophytes bactériens antagonistes des
agents phytopathogénes du genre Phytophthora spp. et de les utiliser comme agents de biocontréle

contre la pourriture brune des cabosses.

Les cacaoyers locaux hébergent donc effectivement des bactéries endophytes qui ont des propriétés
d’intérét agronomique et antagonistes des especes Phytophthora palmivora et Phytophthora
megakarya. L’utilisation des endophytes bactériens non pathogénes en tant que biofertilisant et /
ou biopesticides est une technologie émergente et écologiquement compatible considérée comme
alternative prometteuse aux engrais et pesticides de synthése. Ces résultats encourageants, obtenus
au cours de cette étude constitueraient une contribution a la lutte biologique contre la pourriture
brune des cabosses dans la mesure ou I’application des endophytes bactériens renforce la résistance
intrinséque du mateériel végétal a Phytophthora palmivora et a Phytophthora megakarya. Cette
efficacité laisse entrevoir la possibilité d’utiliser ces endophytes bactériens dans la lutte contre les
maladies due au genre Phytophthora spp. sur le cacaoyer en Cote d’Ivoire. Toutefois, cette
éventualité ne pourra étre envisagee que si I’efficacité des traitements bactériens observée in vitro

et ex-vivo sur disques foliaires, se confirme en milieu réel sur le cacaoyer.

En perspective, il serait donc nécessaire :

- d’évaluer I’effet biofongicide des bactéries (18N et 48P) antagonistes des especes de

Phytophthora palmivora et de Phytophthora megakarya en condition de champ ;
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- de réaliser la caractérisation moléculaire et I’identification compléte des endophytes bactériens

d’intérét agronomique et de biocontrdle identifiés dans cette étude ;

- d’élaborer un inoculum bactérien performant capable de lutter contre la pourriture brune.
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture pour la caractérisation phénotypique des
bactéries endophytes (g / L)

1. Milieu YEM
Le milieu YEM (Yeast Extract Mannitol) est un milieu d’extrait de levure et de mannitol dont la

composition est la suivante :

Mannitol...............ooiiii 5¢
Extraitde levure.........................e. 19
K2HPO4, 3H20.....ccoiiiiiii 0,46 g
KH2PO4 o 0,12 ¢
MQgSO4.7H20. ... 0,29
NaCl.oooii 0,1g
Eau distillée..............cooiiiiiiiiii oo 1 Litre

Le pH du milieu est ajusté a 7,2. Dans le cas de la gélose YEM solide (YEMA), le rouge Congo
est additionné a une concentration finale de 0,0025 % et 15 g d’agar sont ajoutés par litre de milieu.

La stérilisation est faite a 121 °C pendant 20 min

2. Milieux d’identification des Actinomycétes

ISP1

TIYPIONE .o 59
Extrait de levure ..., 30
AGAN i 20¢

pH: 7,0-7,1

ISP2

Extrait de levure ..., 49
Extraitde malt ..., 10¢g
GIUCOSE ..o, 4q
AGAN .o 209
pH: 7,3
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ISP4

Amidon soluble ... 10g
NACl...ooviiiee e 19
CaCO3. i 24
T 110 YT 1g
MGSO4.7H20 ..o, 1g
(NH4)2SO4u v 1lg
Solution salinel .......ccccoevverivniniiciennn, 1mL
AGAr o 209

pH: 7,0-7,4

ISP9

(NH2)2SO04.....ocviiiiceccceeee e, 2,649
KH2PO4 ..o 2,389

K2HPO4 .o, 5,65 g

MQgSO4.7H20 ..o 19

Solution saline2 ........c.cccevverivnieiininene Iml

AGAr .o 209
YMA (Yeast Malt Extract Agar)

Extrait de levure ........cccccevvivveiiccicieen, 49
Extraitde malt ..., 109
GIUCOSE ... 49
AGAC .o 209
pH: 7,3

Gausse modifier

AMIAON......ooiiiiiceccce e, 20 g
KoHPO4 ..o 0,59
M@SO4.7H20 ..o 0549
KINO3 oo 1lg
AGAN i 209
pH: 7,5
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Solution salinel

FeS04.7TH20 ..o 1g/L
ZnS0O4.TH20 ..o 1g/L
MNCI2.4H20 ..o, lg/L
Solution d’avoine

Grains d’avoine pilés .........ccecevriivennnne 209
Eau distillée ..., 1000 mL
Solution saline2
FeSO4TH2O.....oveeeieeeeeerienienn, 1,1g/L
CuSO4.5H20.....ciiiiiicececiins 6,4g/L
ZnSO4.TH20 ...oviiiiieei e 159/L
MNCI2.4H20.......ccoooiiiiii 79g/L
SM (Milieu synthétique)

AMIAON ..o 109
Extrait de levure ........cccooevviveivevciiens 49
PePLONe ... 29
AGAr e 209

KoHPO4 e 0,39
MGSO4...eiiiiiiieieee e 0,039
NACH c.eveieece e, 0,02 ¢
KNOZ . 0,1g
FESO 4. it 0,0001 g
CACO3 .o 0,05¢
GIUCOSE.....cviiiieeee 290
AGAN i 159

3. Milieu d’identification des Pseudomonas

Le milieu gelose au cétrimide pour un litre de produit final est composé de :
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PEPLONE. ... 2049
Chlorure de magnésium ............................ 1449
Sulfate dipotassique ............ccooeviiiiininn... (10g
Cetrimide (cetyltrimethylammonium
bromide)......ccccoeiiiii 0,309
Glycérol ......ooviiiiiii e, 10 mL
N 13,609

Le pH est ajustée a 7,2 ensuite la préparation est autoclavée a 121 °C pendant 20 minutes puis est
refroidie & 45-50 °C. .

4. Milieu d’identification des Bacillus

La gélose Mossel est composée pour un litre de produit final de :

TrYPtONe ..o 10,0¢g
Extraitde viande ..o 1049
D-mannitol ... 10,0 ¢
Chlorure de sodium .............cooiiiiiiinn.. 10,0 ¢
Rougedephénol .................oooiiiiii, 25,0 mg
Agar agar bactériologique........................... 1359
Emulsion de jaune d’ceuf stérile................. .. 25 mg

Le milieu est ajusté a pH = 7,2 et utilisé a une température de 25 °C. Ce milieu est autoclavé a

121°C pendant 15 minutes, ensuit est refroidi et est maintenu au bain marie a 44-47 °C.

Annexe 2 : Milieu PVK Solide

GIUCOSE. .., 10g/L
Extraitde levure. ..o 05g/L
Phosphate tricalCique..............oooiiiiii e 5g/L
Sulfate d’ammoONIUML. ..........ooeiitiitii i i 0,5¢g/L
Chlorure de sOiUM. ... ..o, 0,2g/L)
Sulfate de magnesium...... ..ot 0,1g/L
Chlorure de potassium.........c.oveiiiii e, 0,2g/L
Sulfate de MaNQanBse. ........ooviniieii e 0,002g/L
Sulfatede fer......oooii 0,002g/L
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Le pH est ajusteé a 07

Annexe 3 : Composition du milieu Aleksandrov modifié

GIUCOSE. ...t 10g/L
Phosphate tricalCique ............cooviiiiiii e 5g/L
Sulfate de magnésium............ooivriiiii e 0,1g/L
Carbonate de calCium.............ooooiiiiii e lg/L
Chloruredefer... ..o 0,006g/L
Poudre naturellede mica...............cooiiiiiiiiii 5g/L
AN . 159g/L

Le pH est ajusté est 7,0

Annexe 4 : Préparation et composition des milieux de culture utilisés pour Phytophthora spp.

1. Milieu petits pois gélosé (pp)

Petits pois Daucy.............cceevienennn.. 2009
Ringage a I’eau distillée

Broyage dans un mixeur dans 500 ml d’eau distillée
Compléter avec de I’eau distillée a 1000 mL
Ebullition pendant 5 min

Cuisson au feu doux pendant 45 min

Filtration sur toile de coton hydrophile deux fois
Filtration sur filtre & café deux fois

Compléter avec de I’eau distillée a

Autoclavage a 121 °C pendant 20 min
2. Milieu carotte agar (CA)
Rondelles de carotte .......................... 2009

Baudistillée....oooveeeeeiiii i, 1Litre
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Porter a ébullition pendant 30 min

Filtrer sur toile de coton

Essorer les rondelles de carotte

Ajouter ’agar-agar.......................... 159
Ajuster le volume a 1 litre avec de 1’eau distillée

Autoclavage a 121 °C pendant 20 min
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Annexe 5: Caractérisation microscopiques des bactéries endophytes isolées de cacaoyer (Theobroma cacao L)

Isolats bactériens Provenances Caracteres morphologiques microscopiques
N° Code | Code 11 Régions Localités  Variété Organes Gram Forme Regpt Spore Position
1 BEC1 1P Nawa Soubré P7 Racine Gram- Bacille droit isolé
2 BEC2 2P Nawa Soubré P7 Racine Gram+  Bacille droit
3 BEC3 3P Nawa Soubré P7 Feuille Gram+  Bacille droit amas
4 BEC4 4P Nawa Soubré P7 Feuille Gram+  Bacille droit chafnette  Qui
5 BEC5 5P Nawa Soubré P7 Tige Gram+  Bacille droit isolé Non
6 BEC6 6P Nawa Soubré pP7 Tige Gram- Bacille droit isolé Non
7 BEC7 7P Loh-dji Divo P7 Racine Gram+  Bacille droit isolé Non
8 BECS8 8P Lo6h-dji Divo P7 Tige Gram+  Bacille droit diplo Oui déformante
9 BEC9 9P L6h-dji Divo P7 Racine Gram+  Bacille droit isolé Non
10 BEC10 11P Loh-dji Divo P7 Racine Gram+  Bacille droit isolé Oui centrale
11 BEC11 12P Lo6h-dji Divo P7 Racine Gram- Bacille droit chainette  Non
12 BEC12 13P Loh-dji Divo P7 Racine Gram+  Bacille droit diplo Oui centrale
13 BEC13 14p Loh-dji Divo pP7 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Non
14 BEC14 16P Loh-dji Divo P7 Feuille Gram+  Bacille droit Amas Oui centrale
15 BEC15 17P Lo6h-dji Divo P7 Tige Gram- Bacille droit Amas Oui terminale
16 BEC16 18P Bas-San Aboisso P7 Racine Gram+ Bacille droit Amas Oui centrale
17 BEC17 19P Bas-San Aboisso P7 Racine Gram- Bacille droit diplo Non
18 BEC18 20P Bas-San Aboisso P7 Racine Gram+  Bacille droit diplo Oui
19 BEC19 21P Bas-San Aboisso P7 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Non
20 BEC20 22P Bas-San Aboisso P7 Racine Gram+  Bacille droit isolé Oui centrale
21 BEC21 23P Bas-San Aboisso P7 Tige Gram+  Bacille droit isolé Non
22 BEC22 24p Bas-San Aboisso P7 Tige Gram- Bacille droit amas Non
23 BEC23 25P Bas-San Aboisso P7 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Qui centrale
24 BEC24 26P Bas-San Abo0isso P7 Racine Gram+ Bacille droit Amas Oui centrale
25 BEC25 27P Guémon Duékoué P7 Feuille Gram+  Bacille droit chainette  Non
26 BEC26 28P Guémon Duékoué P7 Racine Gram+  Bacille droit Amas Non
27 BEC27 29P Guémon Duékoué P7 Racine Gram- Bacille droit chafnette  Non
28 BEC28 30P Guémon Duékoué P7 Racine Gram+  Bacille droit isolé Oui
29 BEC29 31P Guémon Duékoué P7 Racine Gram- Bacille droit isolé Non
30 BEC30 32P Guémon Duékoué P7 Tige Gram-  Bacille droit isolé Non
31 BEC31 33P Guémon Duékoué P7 Racine Gram+  Bacille droit amas Non
32 BEC32 34P Guémon Duékoué P7 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Qui
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33 BEC33 35P Guémon Duékoué P7 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Qui terminale
34 BEC34 37P Guémon Duékoué P7 Tige Gram-  Bacille droit diplo Oui
35 BEC35 38P Guémon Duékoué P7 Racine Gram- Bacille droit amas Oui
36 BEC36 39P Guémon Duékoué P7 Racine Gram- Bacille droit amas Oui
37 BEC37 40P Guémon Duékoué P7 Feuille Gram+  Bacille droit diplo Non
38 BEC38 41P Guémon Duékoué P7 Tige Gram+  Bacille droit isolé Non
39 BEC39 42P Nawa Soubré P7 Feuille Gram- Bacille droit amas Oui
40 BEC40 43P Nawa Soubré P7 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Qui
41 BEC41 44P Nawa Soubré P7 Racine Gram- Bacille droit isolé Oui
42 BEC42 45P Nawa Soubré P7 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Qui
43 BEC43 46P Nawa Soubré P7 Tige Gram- Bacille droit amas Non
44 BEC44 47P Nawa Soubré P7 Tige Gram-  Bacille droit amas Oui
45 BEC45 48P Nawa Soubré P7 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Qui
46 BEC46 49pP Nawa Soubré P7 Racine Gram+  Bacille droit

47 BEC47 50P Nawa Soubré P7 Feuille Gram+  Bacille droit amas Oui
48 BEC48 52P Nawa Soubré P7 Tige Gram+  Bacille droit

49 BEC49 53P Nawa Soubré P7 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Qui
50 BEC50 54P Nawa Soubré P7 Racine Gram+  Bacille droit amas Oui
51 BEC51 55P Nawa Soubré P7 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Qui
52 BEC52 56P Nawa Soubré P7 Feuille Gram+  Bacille droit amas Oui
53 BEC53 57P Guémon Duékoué P7 Tige Gram+  Bacille droit amas Non
54 BEC54 58P Indenié-  Abengouro P7 Tige Gram- _ Bacille droit isolé oui
55 BEC55 59p Indenié- Abengouro  P7 Racine Gram+  Cocobacille diplo oui
56 BEC56 60P Indenié- Abengouro  P7 Racine Gram+  Bacille court amas Oui
57 BEC57 61P Indenié- Abengouro  P7 Feuille Gram+  Bacille droit amas Oui
58 BEC58 63P Indenié- Abengouro  P7 Racine Gram- Bacille droit amas Oui
59 BEC59 64P Indenié- Abengouro  P7 Racine Gram- Bacille droit chainette  Qui
60 BEC60 65P Indenié- Abengouro  P7 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Qui
61 BEC61 66P Indenié- Abengouro  P7 Tige Gram- Bacille droit chainette  Oui
62 BEC62 67P Ht-sandra  Daloa P7 Feuille Gram+  Bacille droit chainette  Oui
63 BEC63 68P Ht-sandra  Daloa P7 Racine Gram+  Bacille droit diplo Oui
64 BEC64 69P Ht-sandra  Daloa P7 Racine Gram+  Bacille droit amas Oui
65 BEC65 71P Ht-sandra  Daloa P7 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Qui
66 BEC66 IN Nawa Soubré NA32 Racine Gram- Bacille droit isolé Non
67 BEC67 2N Nawa Soubré NA32 Racine Gram+  Bacille droit amas oui centrale
68 BEC68 3N Nawa Soubré NA32 Racine Gram+  Bacille droit amas oui Terminale
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69 BEC69 4N Nawa Soubré NA32 Racine Gram+  Bacille droit isolé oui centrale
70 BEC70 5N Nawa Soubré NA32 Racine Gram+  Cocobacille isolé oui centrale
71 BEC71 6N Nawa Soubré NA32 Racine Gram+  Bacille droit diplo oui centrale
72 BEC72 7N Nawa Soubré NA32 Racine Gram+  Bacille droit amas oui centrale
73 BEC73 8N Nawa Soubré NA32 Racine Gram+  Bacille droit amas oui centrale
74 BEC74 9N Nawa Soubré NA32 Racine Gram+  Bacille droit isolé oui centrale
75 BEC75 10N Nawa Soubré NA32 Racine Gram+  Bacille droit isolé oui centrale
76 BEC76 1IN Indenié Abengouro  NA32 Racine Gram- Bacille droit isolé Non

77 BEC77 12N Indenié Abengouro  NA32 Racine Gram+  Bacille droit diplo oui centrale
78 BEC78 13N Indenié Abengouro  NA32 Racine Gram- Bacille droit chainette  Non

79 BEC79 14N Indenié Abengouro  NA32 Racine Gram+  Bacille droit chainette  oui centrale
80 BEC80 15N Indenié Abengouro  NA32 Racine Gram+  Bacille droit isolé Non

81 BEC81 16N Indenié Abengouro  NA32  Tige Gram+  Bacille droit isolé oui centrale
82 BECS82 17N Indenié Abengouro  NA32  Tige Gram- Bacille droit chainette  Non

83 BEC83 18N Indenié Abengouro  NA32  Tige Gram+  Bacille droit diplo oui centrale
84 BEC84 19N Loh-dji Divo NA32  Racine Gram+  Bacille droit chainette  oui centrale
85 BECS85 20N Lo6h-dji Divo NA32  Racine Gram+  Bacille droit isolé

86 BEC86 21N Loh-dji Divo NA32 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Qui centrale
87 BECS87 22N Lo6h-dji Divo NA32  Racine Gram+  Bacille droit isolé Oui centrale
88 BECS88 23N Léh-dji Divo NA32 Racine Gram+  Bacille droit amas oui Terminale
89 BEC89 24N L6h-dji Divo NA32 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Oui centrale
90 BEC90 25N Lo6h-dji Divo NA32  Racine Gram+  Bacille droit chainette  Oui centrale
91 BEC91 26N Loh-dji Divo NA32  Racine Gram+  Bacille droit isolé Oui centrale
92 BEC92 27N Loh-dji Divo NA32  Tige Gram+  Bacille droit isolé

93 BEC93 28N Lo6h-dji Divo NA32  Tige Gram+  Bacille droit chainette  Oui centrale
94 BEC94 29N Indenié Abengouro  NA32 Racine Gram+  Bacille droit chainette  Qui centrale
95 BEC95 30N Bas-San Aboisso NA32 Racine Gram+  Bacille droit diplo Oui centrale
926 BEC96 31N Bas-San Aboisso NA32 Racine Gram+ Bacille droit amas Oui centrale
97 BEC97 32N Bas-San Aboisso NA32 Racine Gram- Bacille droit isolé

98 BEC98 33N Bas-San Aboisso NA32 Racine Gram+  Bacille droit amas Oui centrale
99 BEC99 34N Bas-San Aboisso NA32 Racine Gram+  Bacille droit isolé Oui centrale
100 BEC100 35N Bas-San Aboisso NA32 Racine Gram+  Bacille droit isolé Oui centrale
101 BEC101 36N Bas-San Aboisso NA32 Racine Gram+  Bacille droit diplo Oui Terminale
102 BEC102 37N Bas-San Aboisso NA32 Racine Gram- Bacille droit isolé Oui centrale
103  BEC103 39N Bas-San Aboisso NA32  Tige Gram-  Bacille droit chainette

104 BEC104 41N Bas-San Aboisso NA32 Racine Gram- Bacille droit diplo
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105 BEC105 42N Bas-San Aboisso NA32 Racine Gram- Bacille droit chainette  Qui centrale
106 BEC106 43N Bas-San Aboisso NA32 Racine Gram+  Bacille droit diplo Oui centrale
107 BEC107 44N Bas-San Aboisso NA32 Racine Gram+  Bacille droit amas

108 BEC108 45N Guémon Duékoué NA32 Racine Gram+  Bacille droit amas

109 BEC109 46N Guémon Duékoué NA32 Racine Gram- Bacille droit diplo

110 BEC110 48N Guémon Duékoué NA32 Racine Gram+  Bacille droit amas Oui Terminale
111 BEC111 49N Guémon Duékoué NA32 Racine Gram+  Bacille droit amas Oui Terminale
112 BEC112 50N Guémon Duékoué NA32 Racine Gram+  Bacille droit isolé

113 BEC113 51N Guémon Duékoué NA32 Racine Gram+  Bacille droit isolé Oui centrale
114 BEC114 52N Guémon Duékoué NA32 Racine Gram+  Bacille droit amas

115 BEC115 53N Guémon Duékoué NA32 Racine Gram+  Bacille droit diplo

116 BEC116 54N Guémon Duékoué NA32 Racine Gram+  Bacille droit amas Oui centrale
117 BEC117 55N Guémon Duékoué NA32 Racine Gram+  Bacille droit isolé Oui centrale
118 BEC118 56N Guémon Duékoué NA32  Racine Gram- Bacille droit isolé

119 BEC119 Ht-sandra  Daloa Tt-venant Racine Gram+  Bacille droit Non

120 BEC120 Ht-sandra  Daloa Ttvenant  Feyille Gram- Bacille droit Non

121 BEC121 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit Non

122 BEC122 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit Oui

123 BEC123 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui

124 BEC124 Ht-sandra  Daloa T-venant  Feyille Gram+  Bacille droit Non

125 BEC125 Ht-sandra  Daloa T-venant  Feyille Gram+  Bacille droit Non

126  BEC126 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Tige Gram- _ Bacille droit Non

127 BEC127 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Tige Gram+  Bacille droit Non

128 BEC128 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram- Bacille droit Non

129 BEC129 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non

130 BEC130 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyjijlle Gram+  Bacille droit Non

131 BEC131 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyjijlle Gram+  Bacille droit Non

132 BEC132 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyille Gram+  Bacille droit Non

133 BEC133 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyille Gram+  Bacille droit Non

134 BEC134 Ht-sandra  Daloa Ttvenant  Feyille Gram+  Bacille droit Non

135 BEC135 Ht-sandra  Daloa T-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit Non

136 BEC136 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit Non

137 BEC137 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit Non

138 BEC138 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non

139  BEC139 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Tige Gram+  Bacille droit Oui

140 BEC140 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyille Gram+  Bacille droit Non
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141 BEC141 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyille Gram+  Bacille droit Oui
142 BEC142 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
143 BEC143 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui centrale
144 BEC144 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
145 BEC145 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit Non
146 BEC146 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit non
147 BEC147 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram- Bacille droit Non
148 BEC148 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram- Bacille droit Non
149 BEC149 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
150 BEC150 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
151 BEC151 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
152 BEC152 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram- Bacille droit Non
153 BEC153 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
154 BEC154 Ht-sandra  Daloa Ttvenant  Racine Gram- Bacille droit Non
155 BEC155 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
156 BEC156 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
157 BEC157 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
158 BEC158 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
159 BEC159 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
160 BEC160 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit oul
161 BEC161 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit oul
162 BEC162 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
163 BEC163 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
164 BEC164 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
165 BEC165 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
166 BEC166 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
167 BEC167 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit oui
168 BEC168 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
169 BEC169 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
170 BEC170 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
171 BEC171 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
172 BEC172 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
173 BEC173 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit Oui
174 BEC174 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
175 BEC175 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyjjlle Gram+  Bacille droit Oui
176 BEC176 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
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177 BEC177 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
178 BEC178 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
179 BEC179 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram- Bacille droit oui
180 BEC180 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
181 BEC181 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit Oui
182 BEC182 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
183 BEC183 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
184 BEC184 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
185 BEC185 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
186 BEC186 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
187 BEC187 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Tige Gram+  Bacille droit Oui
188 BEC188 Ht-sandra  Daloa Ttvenant  Tige Gram+  Bacille droit Non
189 BEC189 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
190 BEC190 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
191 BEC191 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Tige Gram+  Bacille droit Oui
192 BEC192 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
193 BEC193 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit Oui
194 BEC194 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Tige Gram+  Bacille droit oui
195 BEC195 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
196 BEC196 Ht-sandra  Daloa Ttvenant  Tige Gram+  Bacille droit Non
197 BEC197 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
198 BEC198 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram- Bacille droit Non
199 BEC199 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit oui
200 BEC200 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit

201 BEC201 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit Non
202 BEC202 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
203 BEC203 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
204 BEC204 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyille Gram+  Bacille droit Non
205 BEC205 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
206 BEC206 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
207 BEC207 Ht-sandra  Daloa T-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit Oui
208 BEC208 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit Non
209 BEC209 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
210 BEC210 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
211 BEC211 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
212 BEC212 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Non
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213 BEC213 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
214 BEC214 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
215 BEC215 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit Oui
216 BEC216 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Feyijlle Gram+  Bacille droit Oui
217 BEC217 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram+  Bacille droit

218 BEC218 Ht-sandra  Daloa Tt-venant  Racine Gram®™  Bacille droit Non

Bas-San (Bas-Sassandra) ; Indenié- (Indenié-Djuablin) ; L6h-dji (L&h-Djiboua) ; Ht-sandra (Haut-Sassandra) ; Regpt (Mode de Regroupement) ; Diplo
(Diplobacilles)
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Annexe 6 : Identification des isolats solubilisant le phosphate tricalcique

Mode de | Colora Amyl KNO Genres
Souches | Forme | regroup | tionde Catalase ase 3 Gélose au cétrimide Gélose de Mossel présomptifs des
ement Gram 10% bactéries
1P bacille | Isolé BG- Test non réalisé + fClolonie gristre + Jaune-vert | Test non réalisé Pseudomonas
- uor
2P bacille | Isolé BG+ |+ * Test non réalisé Colonie rose + halo | Bacillus
- blanc
3P bacille | Isolé BG+ |+ * Test non realise Colonie rose + halo | Bacillus
t+ blanc
4P bacille | Isolé BG+ |+ * Test non réalisé Colonie rose + halo | Bacillus
+ blanc
5P bacille | Isolé BG+ |+ * Test non réalisé Colonie rose + halo | Bacillus
+ blanc
6P bacille | Isolé BG- Test non réalisé | + . ]EIIoIonie grisatre + Jaune-vert | Test non réalisé Pseudomonas
uor
7P bacille | Isolé BG+ |+ * Test non réalis¢ Colonie rose + halo | Bacillus
- blanc
8P bacille | Isolé BG+ |+ * Test non réalisé Colonie rose + halo | Bacillus
t+ blanc
11P bacille | Isolé BG- Test non réalisé + Colonie grisatre + Jaune-vert | Test non réalisé Pseudomonas
++ fluor
16P bacille | Isolé BG+ |+ * Test non réalisé Colonie rose + halo | Bacillus
t+ blanc
18P bacille | Amas BG+ |+ * Test non réalisé Colonie rose + halo | Bacillus
t+ blanc
20P bacille | Isolé BG+ |+ * Test non réalisé Colonie rose + halo | Bacillus sp
+ blanc
21P bacille | Amas BG+ |+ * Test non réalisé Colonie rose + halo | Bacillus sp
t+ blanc
22P bacille | Isolé BG+ |+ * Test non réalisé Colonie rose + halo | Bacillus sp
tt blanc
24P bacille | 1solé BG- Test non réalisé + . fClolonie grisatre + Jaune-vert | Test non réalisé Pseudomonas sp
uor
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. , BG+ + Test non réalisé Colonie rose + halo Bacillus sp
25P bacille | Isolé
++ blanc
. BG+ + Test non réalisé Colonie rose + halo Bacillus sp
29P bacille | Amas
- blanc
) BG+ + Test non réalisé Colonie rose + halo | Bacillus sp
30P bacille | Amas
. blanc
) ] i Aalisé Colonie grisatre + Jaune-vert | Test non réalisé Pseudomonas s
31P bacille | Isolé BG Test non réalisé . colo g p
. . - dalisé Colonie grisatre + Jaune-vert dalisé Pseudomonas s
32P bacille | Isolé BG Test non réalisé . colo g Test non réalisé D
: - dalisé Colonie grisatre + Jaune-vert Salisé Pseudomonas s
33P bacille | Amas BG Test non réalisé _ colo g Test non réalisé D
. . BG+ + Test non réalisé Colonie rose + halo Bacillus sp
34P bacille | Isolé
+ blanc
. , BG+ + Test non réalisé Colonie rose + halo Bacillus sp
35P bacille | Isolé
- blanc
. . - dalisé Colonie grisatre + Jaune-vert Salisé Pseudomonas s
36P bacille | Isolé BG Test non réalisé _ colo g Test non réalisé D
. . - dalisé lonie grisatre + Jaune-ver Salisé Pseudomonas s
37P bacille | Isolé BG Test non réalisé _ 3802 e grisatre + Jaune-vert | Test non réalisé p
. - dalisé lonie grisatre + Jaune-ver Salisé Pseudomonas s
38P bacille | Amas BG Test non réalisé _ ]SSO? e grisatre + Jaune-vert | Test non réalisé p
. , BG+ + Test non réalisé Colonie rose + halo Bacillus sp
39P bacille | Isolé
- blanc
. . BG+ + Test non réalisé Colonie rose + halo Bacillus sp
40P bacille | Isolé
- blanc
. BG+ + Test non réalisé Colonie rose + halo Bacillus sp
41P bacille | Amas
- blanc
. ) - Aalisé i isatre + - dalisé Pseudomonas s
42P bacille | Isolé BG Test non réalisé . ﬁg(l)?me grisatre + Jaune-vert Test non réalisé p
. - Aalisé i isatre + - dalisé Pseudomonas s
46P bacille | Amas BG Test non réalisé ] ﬁg(l)?me grisatre + Jaune-vert Test non réalisé p
. ) - Aalisé i isatre + - dalisé Pseudomonas s
47P bacille | Isolé BG Test non réalisé _ ﬁg(l)?me grisatre + Jaune-vert Test non réalisé p
. BG+ + Test non réalisé Colonie rose + halo Bacillus sp
55P bacille | Amas

blanc
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. , BG+ + Test non réalisé lonie rose + hal Bacillus sp
56P bacille | Isolé Colonie rose + halo
++ blanc
. . - dalisé ie grisatre + - Aalisé Pseudomonas s
58P bacille | Isolé BG Test non réalisé ] fChcjcl)c;me grisatre + Jaune-vert Test non réalisé p
. BG+ + Test non réalisé i + Bacillus s
61P bacille | Amas Colonie rose + halo p
+ blanc
: - dalisé ie grisatre + - Aalisé Pseudomonas s
1N bacille | Amas BG Test non réalisé . ﬁﬁ(l)c;nle grisatre + Jaune-vert | Test non réalisé p
. , BG+ + Test non réalisé lonie rose + h Bacillus s
3N bacille | Isolé Colonie rose + halo P
+ blanc
. _ i + .
31N bacille | Amas BG+ + + Test non réalisé Colonie rose + halo Bacillus sp
blanc
33N bacille Isolé BG+ + ++ Test non réalisé Colonie rose + halo Bacillus sp
blanc
. _ i + .
35N bacille | Amas BG+ + ++ Test non réalisé COIOm%{;ﬁE halo Bacillus sp
. .  rs s lonie grisatre + - L s
37N bacille Isolé BG- Test non réalisé - Colonie g S?Itugr Jaune-vert Test non réalisé Pseudomonas sp
. s i + .
41N bacille | Amas BG+ + ++ Test non réalisé Colonie rose + halo Bacillus sp
blanc
. - lonie rose + hal .
53N bacille | Amas BG+ + - Test non réalisé Colo %I:r?s alo Bacillus sp
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Annexe 7 : Pourcentage d’inhibition des bactéries endophytes du cacaoyer contre Phytopthora
palmivora de d’autres études similaires

Organes R Espéces des bactéries . .
$isolement Plante hote endophytes P.l. (%) Références
Alkaligenes sp.

Achromobacter
Cabosses saines  T. cacao L. xylosoxidans, 37,73-100 Masarto et al.,
Bacillus sp. 2020
Burkholderia spp.
Sphingobium yanoikuyae
Cabosses et T. cacao L. ND 33,92-60,59 Khaeruni et
rameaux sains al,, 2019
Cabosses saines T.cacao L. ND 12,51-74,76 Setyowati et
al., 2019
Cabosses Bacillus altitudin_is,
feilles et tiges T.cacao L. Pseudomonas aeruginosa, 60.91-82.4 Alsultan et al.,
. Chryseobacterium 2019
saines :
proteolyticum
Neisseria sp. :
Cabosses saines T.cacao L. Enterobacter sp. 0,01-69,7 Akrofi etal,
; 2017
Pseudomonas putida
Cabosses et T.cacao L. Bacillus amyloliquefaciens 35,77 Hamzah etal,,
rameaux sains 2017
Rhizospheére T.cacao L. Streptomyces spp, 27,37-68,17 Purnomo et
al,, 2017
= L Acebo-
Rhizospheére -€aca0 L. peaydomonas chlororaphis  36,7-51,7 Guerero et al,,
2015
. \ T. cacao L. Bacillus subtilis, Pratama et al,,
Rhizosphere Pseudomonas fluorescence 69,5-72.5 2013
Rhizosphéreet  T.cacao L. Bacillus sp. Thomas et al.,
' 48-78
racines Pseudomonas sp. 2011
T.cacao L. Macagnan et
Cabosses Streptomyces sp, 0-25 al.. 2020
Cabosses |- cacaol. Burkholderia sp. 66-82,1  Jaaffar, 2004

Pseudomonas sp.

Source : Masanto et al., 2020
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Abstract We are investigating in this study the screening and selection of cocoa tree (Theobroma cacao L.)
endophytic bacteria having antagonistic effects against the fungi Phytophthora spp. and to assess their inhibitory
potential as biological control agents against black pod disease in Céte d'lvoire. A total of One hundred and sixteen
bacteria were isolated from symptomless root, leaf and stem tissues of two cocoa clones NA32 (susceptible) and P7
(resistant) young seedlings. These isolates restricted the radial growth of the mycelium of P. palmivora (strain
BL7.11.2) and P. megakarya (strain 13P30.1) with percentages inhibition of 28.58 to 70.54% and 25.3 to 64.29%
respectively. Four isolates, 48P, 60P, 23P and 18N were more effective in in vitro test and selected for in vivo
confrontation test on leaf discs. Treatments based on two isolates S1 (48P) and S2 (18N) applied at the concentration
10° CFU/mL significantly (p < 0.05) reduced the black pod necrosis induced by the two Phytophthora strains on the
leaf discs of three cocoa clones (NA32, PA150 and SCAG6). In addition, simultaneous (C3PS1 and C3PS2) or
separate (C3AVS1 and C3AVS2) inoculations of these two bacteria and Phytophthora, induced resistance to the
clone NA32 and increased the intrinsic resistance of the clones PA150 and SCA6. This study showed that
endophytic bacteria antagonistic to Phytophthora spp. can be an alternative solution in the biocontrol of black pod
disease. In situ pod tests should be performed to confirm these preliminary results and propose effective bacterial
inoculum.
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1. Introduction

The high incidence of black pod is a major constraint to
cocoa production in West Africa, particularly in Cote
d'lvoire [1,2]. The control of this disease is therefore both
a necessity and a priority [3,4]. Several integrated control
approaches have been suggested to eradicate this disease.
Copper and metalaxyl-based fungicides have been widely
used [5]. Other agronomic methods such as harvesting
diseased pods and using partially resistant and/or tolerant

varieties have been also applied [6,7]. However, none of
them have given conclusive results. Biological control
agents have been considered as an alternative approach to
control various plant diseases [8]. The use of endophytic
bacteria as biological control agents against plant diseases
has attracted considerable interest in scientific research [9].
Their ability to colonize the host plant tissues has made
them valuable and effective for sustainable agriculture and
has provided a tool to improve crop yield compared to
other biological agents [10,11]. As internal colonizers of
the root system, endophytes can compete within the
vascular system, inhibiting pathogens to obtain both
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nutrients and space for their proliferation. Many bacteria
belonging to the genera Bacillus sp, Pseudomonas sp,
Burkholderia sp and fungi such as Trichoderma spp and
Aspergillus spp have effective antifungal activity to
control Phytophthora diseases [12,13,14]. The aim of this
study was to screen and to select cocoa tree (Theobroma
cacao L.) endophytic bacteria with antagonistic effects
against Phytophthora spp. and to assess their potential as
biological control agents against black pod disease in Cote
d'lvoire.

2. Material and Methods

2.1. Material

2.1.1. Fungal Strains

Two strains BL7.11.2 and 13P30.1 of Phytophthora
palmivora and Phytophthora megakarya respectively
isolated in the year 2000 and 2013 from naturally infected
cocoa pods were used. These strains were stored in a
mycobank at National Agronomic Research Center
(CNRA)'s Phytopathology Laboratory in Bingerville (Cote
d’lvoire) and were periodically isolated once more from
infected cocoa pods to maintain their virulence.

2.1.2. Bacterial Isolates

One hundred and sixteen (116) endophytic bacteria
were isolated from young seedlings organs (roots, stems
and leaves) of two clones (NA32 and P7 respectively
susceptible and resistant to black pod) as described by
Konaté et al. [15] and Rayda et al. [16].

2.1.3. Plant Material

Young symptomless leaves of three cocoa clones NA32,
PA150 and SCAG6 respectively susceptible, moderately
resistant and resistant to black pod, were collected. The
sampling was done from non-lignified twigs of ten trees
per clone at the Divo research station (CNRA). A total of

seven hundred and twenty (720) leaves were taken, at the
rate of two hundred and forty (240) leaves per clone and
twenty four (24) leaves per tree. The collected leaves were
stored in moistened plastic bags and transported in a
cooler.

2.2. Methods

2.2.1. In vitro Antagonism Assay

In vitro pairing assays were conducted on carrot extract
agar against pathogens Phytophthora palmivora and
P. megakarya. Bacteria were streaked in line dividing the
agar plates into two equal parts [17]. Two discs of mycelium
calibrated to 5 mm in diameter from a five-day-old culture
of each strain of Phytophthora grown on pea extract agar
were placed apart on each side of the bacterial streaks (01
cm from the edge of the Petri dish). Control plates
consisted of the mycelial discs without bacterial streaks.
Plates were then incubated in darkness at 26 + 2°C and
were observed after twenty four hours. Three replicate
plates were prepared for all bacteria and for each pathogen
strain.

2.2.2. Calculation of Percentage Inhibition (P.1.)

Growth of Phytophthora strains was recorded by
measuring the diameter of the colonies each day using a
ruler, as shown in Figure 1 and ended when one of the
mycelium colonies covered the entire plate. The
percentages inhibition (P.l.) exerted by endophytic
bacteria on the radial growth of Phytophthora mycelium
were estimated according to the following formula [18].

Percentage inhibition (P.I) = [1—%)*100.

Where P.1. (%) is the average percentage inhibition; Dn is
the average diameter of mycelial colonies in the presence
of bacteria and Dt is the average diameter of control plates

mycelial colonies.

Figure 1. Measurement of Phytophthora spp. mycelium radial growth (A) in the presence of endophytic bacteria; (B) in the absence of endophytic
bacteria. Where: Dn = (D;+D,)/2; Co= (Dt; +Dt,)/2; Dn = average diameter of mycelium in the presence of bacteria; Dt= average diameter of control

mycelial colonies
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2.2.3. Survival Test of Phytophthora spp. on Wounded
Pods

After thirty days of in vitro confrontation, seven
bacteria (11P; 18N; 23P; 42P; 47P; 48P; 48P and 60P)
having a percentage inhibition greater than or equal to
59 % with the two strains of Phytophthora were tested on
wounded pods to see the survival and aggressiveness of
the pathogen. Mycelium explants (05 mm in diameter) of
each Phytophthora strain were collected along a line on
the contact fronts of mycelium and bacterial colonies. The
explants were inoculated in wounded pods at a rate of four
pods per bacterial isolate. The pods were then placed in
bins on foams soaked in distilled water and closed with
black tarpaulins and were incubated at 26 + 2°C for five
days.

2.2.4. Bacteria Inoculum Preparation

Fresh cultures of each bacterial isolate were performed
in a pea extract broth. After forty eight (48) hours of
incubation, the suspensions (10° CFU/mL) were diluted to
a final concentration of 10° and 10° CFU/mL.

2.2.5. Phytophthora Inoculum Preparation

A suspension of zoospores of each strain was obtained
from a sixteen-day-old culture on pea extract agar in
Roux’s vials. After six days of incubation in darkness, the
cultures were exposed to a twelve-hour photoperiod (an
alternation of 12 h/12 h darkness and fluorescent light) for
ten days. In order to obtain zoospores release, cultures of
P. palmivora and P.megakarya were flooded with sterile
distilled water at 4°C and exposed to incandescent light
for forty five minutes. The zoospores suspension was then
adjusted with a Malassez hemacytometer (SOVIREL,
France) to 3 x 10° zoospores/mL [19].

2.2.6. In vivo Antagonistic Effect of Endophytic
Bacteria against Phytophthora palmivora and
P. megakarya

The in vivo antagonist effect of endophytic bacteria
against Phytophthora palmivora and P. megakarya was
evaluated on leaf discs (15 mm in diameter). This test was
conducted for each Phytophthora strain by a randomized
four-factor split-plot experimental design. The first factor
was the cocoa clone and three clones (NA32, PA150 and
SCAG6) which susceptibility to Phytophthora is known
(susceptible, moderately resistant and resistant) were used.
The second factor was the four bacterial isolates (60P; 48P;
18N and 23P) selected for good percentage inhibition. The
third factor was the test of three concentrations (C;=10°,
C,=10° C;=10° UFC/mL) of each bacterial inoculum.
Finally, the fourth factor was the variation of three
application periods of the bacterial inoculum. First period
named (AV) consisted in applying the bacterial inoculum
one hour before the inoculum of Phytophthora spp. The
second period (P) consisted in simultaneously applying
the bacterial inoculum and that of Phytophthora sp.
Finally, the third period (AP) consisted in applying the
bacterial inoculum one hour after the Phytophthora spp.
The leaf discs placed in bins on foam of (01cm) thickness
soaked in distilled water were inoculated with aliquots of
10 pL of suspension of each bacterial fresh culture at
different concentrations 10°, 10° and 10° CFU/mL. Each

leaf disc then received, according to the type of treatment,
10 pL of a suspension of a strain of Phytophthora
calibrated at 3x10° zoospores/mL. Controls were inoculated
only with zoospore suspensions of the Phytophthora
strains used. A total of thirty six treatments at the rate of
nine treatments per bacterial isolates were applied to the
leaf discs of the three cocoa clones used. Ninety leaf discs
per clone arranged in three lines of ten discs per type of
treatment were inoculated with each bacterial suspension
and distributed in four bins each constituting a repeat.
After inoculation of the leaf discs, each bin was covered
with a black tarpaulin and incubated at 26 + 2°C for seven
days. The results were read according to the Blaha scale
[19,20], whose black pod symptom score ranged from 0 to
5 (0: no symptoms; 1: point of penetration; 2: network
points; 3: cross-linked task; 4: marbled task; 5: real task).

2.2.7. Statistical Analyses

All data were analyzed using SAS® software 9.4 [21].
The P.1. were transformed at arcsinus to adjust them to
the normal distribution [22] and then submitted with the
data obtained in leaf discs tests to ANOVA according the
PROC GLM program (Process of General Linear Model)
followed by Student-Newman-Keuls test at the threshold
oa=5%.

3. Results and Discussion

3.1. Results

3.1.1. In vitro Antagonism Assay

Bacterial isolates of cocoa tree significantly inhibited
mycelial growth of both Phytophthora strains in
confrontation tests, as shown in Figure 2. The value of the
P.1. of mycelium radial growth recorded after thirty days,
varied significantly (p < 0.05) from 25.3 to 70.54 %
depending on the bacterial isolates and the two fungal
strains tested, as shown in Table 1. In fact, the isolates
48P; 18N; 42P; 60P; 47P; 47P and 23P were highly
effective against P. palmivora with P.l. of 70.54 to
62.20% or diameters between 24.75 and 31.75 mm of
mycelial growth. The isolates 42P; 47P; 60P; 18N; 22N;
66P and 63P were highly effective against P. megakarya
with P.I. varying from 64.29 to 60.13% or diameters
between 30 to 33.5 mm of mycelial growth. A total of four
bacterial isolates 18N; 42P; 47P and 60P showed effective
antagonistic activity against these two Phytophthora
strains with P.1. above 60%.

3.1.2. Inhibitory Effect of Endophytic Bacteria
on the Survival of Phytophthora spp

The results of survival and virulence tests of
Phytophthora after thirty days of in vitro confrontation
test with the seven effective bacterial isolates (11P; 23P;
42P; 47P; 48P; 60P and 18N) were variously conclusive.
Indeed, mycelial plugs collected from the plates
containing isolates 18N; 23P; 48P and 60P did not induce
any symptoms of black pod disease in the wounded pods
during five days of incubation. However, the other three
isolates (11P; 42P and 47P) did not reduce this
aggressiveness.
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Figure 2. In vitro confrontation test of some cocoa endophytic bacteria against Phytophthora spp. (A) Isolate 48P; (B) Isolate 60P; (D) Isolate 23P; (E):
Isolate 18N against P. palmivora; (C): isolat 60P against P. megakarya; (F): Control P. palmivora BL7.11.2

Table 1. In vitro inhibitory effects of some endophytic bacteria on mycelial growth of Phytophthora spp at thirty days of incubation

P. palmivora P. megakarya

Isolates
N° M.D#sd P.1 (%)+sd (%)+sdd(%)+sd P.1 trsf Isolates M.D#sd P.1 (%)tsd P.1 trsf
1 48P 24.75%3.59 70.54%4.28 0.787° 42P 30.00x1.41 64.29+1.68 0.703"
2 18N 28.25+1.25 66.37+1.49 0.727° 47P 31.2520.95 62.80£1.13 0.683*
3 42p 30.251.70 63.99+2.03 0.697" 60P 32.75x4.11 61.02+4.89 0.660*°
4 60P 30.50+0.57 63.69+0.68 0.695" 18N 33.00+2.94 60.72+3.50 0.658%™
5 47P 31.25+0.95 62.80+1.14 0.682°* 22N 33.00+3.36 60.72+4.00 0.658%
6 23P 31.75+1.25 62.20+1.49 0.675%f 66P 33.50+2.38 60.13+2.83 0.650°
7 11P 34.00+2.00 59.53+2.38 0.645% 63P 33.50+2.38 60.13+2.83 0.650
8 40P 34.00+2.44 59.53+2.91 0.642°0" 40P 33.75+2.06 50.83+2.45 0.645%f
9 14p 34.00+2.94 59.53+3.50 0.642°0" 52N 34.00+3.65 50.53+4.34 0.643%
10 20N 34.50+4.50 58.93+5.35 0.635°" 65P 34.00+2.44 59.53+2.91 0.640%
11 50N 35.00+3.36 58.34+3.36 0.627"" 48P 34.50+4.43 58.9415.27 0.633°%
12 17N 36.751.82 56.25+2.63 0.600%" 23p 35.75x1.50 57.45+1.78 0.618"

Control 84.00 0.00 0.00 Control 84.00 0.00 0.00

ANOVA F=47.12 p<0.05 CV=6.92  ANOVA F=25.19 p<0.05 CV=5.67

M.D (mm) = mycelium mean diameter; P.l (%) = percentage inhibition of mycelial growth; P.I trsf = percentage inhibition in transformed values (y =
arcsinvx); sd= standard deviation; CV (%) =coefficient of variation; the means with the same letter are not very different according to the Student
Newman-Keuls test at the threshold o = 0.05.
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Figure 3. Effect of bacterial treatments on the susceptibility of three cocoa clones (NA32, PA150 and SCAG6) to Phytophthora spp. C;= Concentration
10° CFU/ml; C,= Concentration 10° CFU/mI; C;= Concentration 10° CFU/ml; S1= Isolate 48P; S2= Isolate 18N; S3= Isolate 60P; S4= Isolate 23P;
Averages with the same letter are not very different according to the Student Newman-Keuls test at threshold 5 %

3.1.3. In vivo Antagonist Effect of Endophytic Bacteria
against Phytophthora palmivora and
P. megakarya

The application of bacterial treatments significantly
reduced (p < 0.05) the susceptibility to black pod disease
of the three clones. Significant effects (p < 0.05) of factors
clone and timing of bacterial inoculum application were
noted. Similarly a significant interaction effect (p < 0.05)
of clone and bacterial factors on the black pod disease
symptoms was observed. Treatments based on bacteria S1
(48P), S2 (18P) and S4 (23P) applied to foliar discs
significantly reduced black pod disease necrosis induced
by both Phytophthora strains to the three clones (NA32;
PA150 and SCAG). Leaf discs treated with these bacteria
showed mostly no symptoms or simple penetration point
(indices values 0 or 1), unlike the clone NA32 controls
where necrosis network (indices values 2.8 and 3.0) were
observed for Phytophthora palmivora and P. megakarya,
as shown in Figure 3. Bacterial isolates S1 (48P) and
S2 (18N) highly inhibited both Phytophthora strains.
Furthermore, bacterial isolate S4 (23P) moderately
inhibited both Phytophthora strains. Unlike the three
bacterial isolates cited above, the isolate S3 (60P) showed
no inhibitory effect towards the two Phytophthora strains.
Because, treatments based on this bacteria were
statistically close to the two controls of the clone NA32.
Treatments at the concentration 10° CFU/mI of the two
bacterial isolates S1 (48P) and S2 (18N) were highly
effective. These bacterial isolates effectively reduced
black pod necrosis on the foliar discs of the three clones,
particularly the susceptible clone NA32, as shown in
Figure 3.

3.2. Discussion

Endophytic bacteria isolated from the vegetative organs
of cocoa tree exerted in vitro a high inhibitory activity on
the mycelial growth of the both strains of Phytophthora.
After thirty days of confrontation in vitro, an effective
reduction of the mycelium diameter and an inhibition zone
on both sides of bacterial streaks were observed. That
demonstrate isolates which hindered the growth of
Phytophthora produced inhibitory substances [23].
Survival tests conducted on wounded pod confirmed the
antagonistic effect of isolates 18N; 23P; 60P and 48P.
However, isolates 42P; 47P and 11P were found to be
ineffective. These isolates simply inhibited the growth of
Phytophthora by competing for nutrients in the culture
medium. Their antagonistic effects were simple fungistatic
effects [3]. In contrast, isolates 18N; 23P; 60P and 48P
could have fungicide effects against Phytophthora
palmivora and P. megakarya. Those effects would be
more or less effective depending on the bacterial isolate
and the strain of Phytophthora. Studies have shown the
existence of Phytophthora antagonistic microorganisms in
the cacao tree ecosystem [20,23].

These isolates inhibited the radial growth of P. palmivora
(BL7.11.2) and P. megakarya (13P30.1) mycelium on
carrot extract agar plates with P.I. of 28.58 % to 70.54 %
and 25.3 to 64.29 % respectively. Similar results were
obtained by Akrofi et al. [18] who showed that epiphytic
bacteria isolated from pods surface of three resistant cocoa
clones (SCA6, T85/799 and IFC5), highly inhibited the
growth of Phytophthora palmivora with P.I. of 69.7 and
65.8 %. Isolates S1 (48P) and S2 (18N) effectively
reduced black pod symptomatic necrosis onto all three
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clones, particularly onto the susceptible clone NA32. This
showed that these isolates induced resistance to the clone
NA32 on the one hand, and increased the intrinsic
resistance of the two clones (PA150 and SCA6) on the
other hand. Kébé et al. [20] also isolated indigenous
rhizobacteria from cocoa tree soils. These bacteria
inhibited Phytophthora palmivora on leaf discs of two
resistant cocoa clones (P7 and SCA®6). According to
Mejia et al. [24] the results of in vitro tests do not
necessarily reflect those obtained in vivo or in field tests.
Some microorganisms found to be highly antagonistic in
vitro may be ineffective in in vivo or in field tests due to
many ecological parameters.

The effectiveness of bacterial treatments applied for
one hour on leaf discs before the introduction of the fungal
inoculum proves that these endophytic bacteria, once
installed, create a barrier against the penetration of pathogens
in the stomata. This could explain the induction of resistance
to the susceptible clone NA32. In addition, these isolates
certainly produce antifungal substances that neutralize the
development of zoospores on the foliar discs even when
the inoculum of Phytophthora spp was applied one hour
before the inoculum of the bacterial isolates was applied.

4. Conclusion

The cocoa tree naturally hosts endophytic bacteria
that may have antagonistic effects against certain fungal
pathogens such as Phytophthora palmivora and Phytophthora
megakarya. In fact, these bacterial isolates significantly
inhibited, in vitro, the mycelial growth of these two strains
of Phytophthora and induced resistance against Phytophthora
spp. to different cocoa clones. This resistance induction
was more remarkable to the clone NA32, susceptible to
black pod disease. This study therefore proves the
antagonistic potential of cocoa endophytic bacteria and
their possible use in biological management of black pod
disease. These bacterial isolates may be tested in pod tests
and field trials to confirm the stability of their antagonistic
effects against Phytophthora spp.
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Abstract

Phosphorus (P) is an essential macronutrient for the growth and develop-
ment of cocoa tree (Theobroma cacao Linn). Most of the soils used for cocoa
farming in Cote d’Ivoire are low in phosphorus. But cocoa farmers generally
have a widespread reluctance to invest in chemicals fertilizers due to high
costs and environmental associated risk. Phosphate Solubilizing Bacteria
(PSB) are kwon to play an important role in supply of phosphorous to plants
in a sustainable manner in P deficient soils. The aim of this research was to
screen the endophytic bacteria of cocoa nurseries able to solubilize tri-calcium
phosphate. Seedlings of two varieties of cocoa (P7 and NA32) and seedlings
of an all-comer, were grown on eighteen (18) samples soils collected in six
producing regions of Cote d’Ivoire. A total of 218 endophytic bacteria were
isolated and tested on the Pikovskaya’s agar medium, containing Ca,;(PO,),.
The colonies with clear zone around the microbial growth were suspected as
phosphate solubilizing bacteria. Out of 218 bacteria, 90 (41.28%) showed a
clear zone around colonies after 7 days of incubation. The Phosphate Solubi-
lization Index (PSI) ranged from 20% to 200%. Bacterial isolated from the soils
of Duékoué locality showed the highest mean index of 137.67%. Five PSB
(CEBSP5, CEBSP6, CEBSP7, CEBSP8, and CEBSP9) from Duékoué soils and
two PSB (CEBSP12 and CEBSP13) from Soubré soils have a PSI ranged from
150% to 200%. Further study in greenhouse and in field condition will con-
firm the use of these PSB as biofertilizer to increase the available P content in
soils, reduce environmental pollution and promote sustainable agriculture.
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1. Introduction

Phosphorus is one of the major nutrients for plant growth, and involved in the
early stages of plant development [1]. It plays a key role in roots growth, tissue
rigidity, formation of inflorescences and fruits [2]. It is also essential in the syn-
thesis of living plant matter, in resistance to cold and diseases [3]. Despite its
content is relatively high in soil, not all phosphorus is present in an available
form for the roots [4]. Otherwise, plants are only able to assimilate phosphorus
in its soluble forms primary and secondary orthophosphate ions H,PO, and
HPO;  [5]. Then, to avoid deficiencies, phosphate fertilizer inputs may be
recommended. But added 75% to 95% of phosphate fertilizer is precipitated by
metals complexes existing in the soils [6]. In addition, these chemical fertilizers
have a negative impact on the environment.

Phosphate Solubilizing Microorganisms (PSM) play an important role in plant
nutrition and growth, especially when phosphate fertilizers are used extensively
for long periods of time. It has been proven that agricultural application of PSM
boosts crop yields [7] [8]. The use of efficient phosphate-solubilizing microor-
ganisms, opens a new horizon for better crop productivity and for greater yield
performance without affecting the soil health. Phosphate solubilizing microor-
ganism plays an important role in the plant nutrition through increase in P up-
take by the plants and their use as PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacte-
ria) is an important contribution to biofertilization of agricultural crops [9] [10].
This could reduce production costs, minimize the misuse of chemical fertilizers,
and increase soil fertility and crop yields over the long term [11]. In view of this
property, these microorganisms are an ecological and economic interest for a
sustainable agriculture. Recently, phosphate solubilizing bacteria (PSB) have at-
tracted the attention of agriculturists for their use as biofertilizers to improve
plant growth and yield [12].

In Cote d’Ivoire, 81% of the soils in the forest zone where cocoa ( Theobroma
cacao Linn) cultivation is practiced are low in phosphorus [13]. In addition, the
cost of chemical fertilizers remains high for most farmers who are forced to
resort to organic fertilizers such as poultry manure and sometimes cocoa pod
compost. But this can pose a risk of plant infections with fungal agents such as
Phytophthora, which causes brown pod rot [14]. Thus, it is necessary to investi-
gate other sustainable and less expensive ecological alternatives to the chemical
fertilization of cocoa. There is no data on the cocoa tree endophytic bacteria so-
lubilizing the insoluble forms of soil phosphates into available forms for plants.

The aim of this research was to screen the endophytic bacteria of cocoa nurse-
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ries able to solubilize tri-calcium phosphate. Specifically, this study investigated
the ability of these cocoa isolates to form a transparent halo on solid Pikovkaya
(PVK) medium and compare the efficiency of these isolates according to the
provenances of soils collected in six producing regions of Cote d’Ivoire, on which

the nurseries were carried out.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

2.1.1. Soils Samples

Eighteen (18) soils samples under cocoa (Theobroma cacao Linn) farms were
collected in six producing regions of Ivory Coast whose central’s localities are
Aboisso, Abengourou, Daloa, Divo, Duékoué and Soubré. In each region, three
soil samples were taken from three different plantations located at least within
15 kilometers of the central locality (Figure 1).

2.1.2. Plants Samples

The plant material was consisted of young cocoa seedlings (7Theobroma cacao
Linn) from a 45 day after sowing cocoa nursery, of two varieties (P7 and NA32)
and an all-comer (Tv) grown on the collected soils. The seeds of the two varieties
P7 and NA32 were collected at the National Research Center for Agronomic
(CNRA) station of Divo (Cote d’Ivoire), the all-comer cocoa seeds were come
from pods taken in orchards in the locality of Daloa. The nursery was made in
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order to trap rhizobacteria from collected soils. The varieties NA32 and P7 are

respectively known to be susceptible and resistant to cocoa black pod in the field.

2.1.3. Bacteria Strains

A total of two hundred and eighteen (218) endophytic bacteria were isolated
from the organs (roots, stems, leaves) of cocoa seedlings were tested in vitro to
solubilize tri-calcium phosphate. The isolates considered as efficient were coded
“CEBSP” (Cocoa Endophytic Bacteria Solubilizing Phosphate Tri-Calcium).

2.2. Methods

2.2.1. Soils Sampling

Soil samples were removed aseptically in the upper layers about 0 - 20 cm deep
under cocoa trees. Before any sampling, the dead leaves of cocoa are released.
Each sample (10 kg) of soil is obtained by mixing five samples of 2 kg of soil,
taken at the four ends and at the center of a plot of at least one hectare of cocoa

in production, after each sampling of materials are disinfected with alcohol.

2.2.2. Phosphate Solubilizing Test

The test was carried out on the solid PVK medium [15]. Before the test all bacte-
ria were grown in a Yeast Extract Mannitol (YEM) broth during 48 hours to ob-
tain bacterial suspensions of 10° cells/ml. A volume of 5 pl of bacterial suspen-
sion of each isolate, was deposited in duplicate on the surface of the solid PVK
medium. This medium is composing by of g/l: Glucose (10), Yeast extract (0.5),
tri-calcium phosphate (5); ammonium sulfate (0.5); sodium chloride (0.2); mag-
nesium sulfate (0.1); potassium chloride (0.2); manganese sulfate (0.002); iron
sulfate (0.002) and agar (15), pH is adjusted to 7.0 [15]. After incubation at 28°C
+ 2°C for 7 days, the isolates capable of solubilizing the tri-calcium phosphate
are surrounded by a transparent halo colony. The solubilization index of each
efficient isolate was obtained by measuring the diameter of the colony and the
diameter of the surrounding halo (Figure 2). The phosphate solubilization in-
dices (PSI) were calculated according to the following formula [16]:

| 3.5cm |

Figure 2. Phosphate solubilization on solid PVK medium. C = Bacteria colony diameter
(mm) and Z = Phosphate solubilization zone or halo diameter (mm).
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PSI=((Z-C)/C)x100

PSI = Phosphate solubilization index.
Z = Diameter of the clear zone or halo (mm).

C= Diameter of the colony (mm).

3. Statistical Analysis

All data obtained were analyzed using R version 3.5.1 software [17]. All data re-
ported were means of at least three replicates. One-way analysis of variance and
Student-Newman-Keuls test were used to compare phosphate solubilization in-
dex of bacteria isolated from cocoa plants grown on different soils. Differences
with P < 0.05 were considered significant. For organs and varieties types, data do
not follow the normal distribution, the non-parametric test of Mood was used to

compare the medians of the tri-calcium phosphate solubilization indices.

4. Results and Discussion
4.1. Results

4.1.1. Endophytic Bacteria of Cocoa Solubilizing Phosphate

Bacteria solubilizing tri-calcium phosphate Ca,(PO,), were characterized by the
appearance of a clear zone around colonies on solid PVK medium after 7 days of
incubation at 28°C + 2°C (Figure 2). A total of 90 bacteria among 218% or
41.28% of the collection were able to solubilize the tri-calcium phosphate on
solid PVK medium. The solubilization indices were ranged from 20% to 200%.
Twenty-two isolates have a solubilization index greater than or equal to 100%.
Five isolates (CEBSP5, CEBSP6, CEBSP7, CEBSP8, and CEBSP9) from cocoa
plants grown on Duékoué soils and two isolates (CEBSP12 and CEBSP13) from
Soubré soils have a solubilization index ranged from 150% to 200% (Table 1).

Table 1. List of cocoa endophytic bacteria having phosphate solubilizing index > 100%.

Strains Soils origins Varieties Organs PSI (%)
CEBSP1 Aboisso pP7 Root 100
CEBSP2 Aboisso pP7 Root 100
CEBSP3 Duékoué pP7 Root 114
CEBSP4 Duékoué pP7 Root 129
CEBSP5 Duékoué pP7 Root 150
CEBSPs Duékoué pP7 Root 150
CEBSP7 Duékoué pP7 Root 186
CEBSP8 Duékoué pP7 Root 200
CEBSP9 Duékoué NA32 Stem 191
CEBSP10 Soubré pP7 Leave 114
CEBSP11 Soubré pP7 Leave 143
CEBSP12 Soubré pP7 Stem 160
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Continued
CEBSP13 Soubré pP7 Leave 150
CEBSP14 Daloa Tv Leave 122
CEBSP15 Daloa Tv Leave 111
CEBSP16 Daloa Tv Root 125
CEBSP17 Daloa Tv Root 100
CEBSP18 Daloa Tv Root 143
CEBSP19 Daloa Tv Root 133
CEBSP20 Daloa Tv Root 125
CEBSP21 Daloa Tv Stem 133
CEBSP22 Daloa Tv Root 100

4.1.2. Comparison of the Means Indices of Tri-Calcium Phosphate
Solubilization

In general, the means solubilization indices of tri-calcium phosphate of cocoa
(Theobroma cacao Linn) endophytic bacteria were significantly different (p <
0.001) depending on the localities from which the soil originate. Those prove
that soil composition significantly influences the ability of bacteria to solubilize
phosphate.

A difference was observed between the means of the phosphate solubilization
indices of cocoa endophytic bacteria from different soils of the six regions
(Figure 3). Bacteria isolated from cocoa plants grown on Duékoué soils were the
most efficient and have the highest phosphate solubilization index ranged from
100% to 200% with an average index of 137.67% followed by those from Soubré
and Aboisso soils. The lows solubilization indices were observed with the bacte-
ria from Divo and Abengourou soils.

Student-Newman-Keuls test showed a significant difference (p < 0.001) be-
tween the means indices of bacteria isolated from Duékoué soils and those of
Soubré, Aboisso, Daloa Abengourou, and Divo. According to this test the means
with the same letter are not significantly different (Figure 3).

There was no significant difference (p = 0.0985) between the medians of
phosphate solubilization indices of bacteria populations from different varieties
P7, NA32 and all-comers (Figure 4(a)) on the one hand and those from differ-
ent organs of cocoa plants (p = 0.4685) leaves, stems, and roots on the other
hand (Figure 4(b)).

4.2. Discussion

The results obtained in vitro showed that 90 isolates in our collection showed a
clear zone around the colonies on the solid PVK medium and the diameter of
this zone varied from one isolate to another. This proved that these cocoa
(Theobroma cacao Linn) endophytic bacteria are capable of producing enzymes
to mineralize the soluble insoluble tri-calcium phosphate in primary and sec-
ondary ions orthophosphates H,PO, and HPO; available to the plant [18].
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Figure 3. Bar plot of tri-calcium phosphate solubilization indices of cacao endophytic
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Sbr = Soubré; SE = Standard error. The means with the same letter are not significantly
different according to Student-Newman-Keuls test at level of alpha = 0.05.
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Figure 4. Box plots of tri-calcium phosphate solubilization indices of cacao endophytic
bacteria. *Medians with the same letter are not significantly different. (a) Cocoa varieties;
(b) Cocoa organs.

According to many researches, the solubilization of inorganic phosphate by
microorganisms occurs mainly by producing organic acids such as gluconic acid,
oxalic acid, citric acid, lactic acid and aspartic acid [19]. Thus, any isolate of this
study surrounded by a clear zone on the PVK medium is capable to produce or-
ganic acids to mineralize the tri-calcium phosphate. However, this selection cri-
terion is not infallible because some bacteria do not form a transparent halo in
PVK solid medium, but they can solubilize tri-calcium phosphate in a liquid
broth [20]. This aspect of the result can be explained by the weak diffusion in the
solid medium of the acids produced by these bacteria during their growth [21].

In addition, the solubilization index of tri-calcium phosphates of cocoa endo-

phytic bacteria vary from one soil to another. Bacteria isolated from plants
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grown on soils sampled in the localities of Duékoué and Soubré have the highest
average index. Unlike bacteria isolated from soils collected in four regions of
(Daloa, Aboisso, Abengourou and Divo).

These results are similar to those obtained by Amadou [21], who isolated nat-
ural phosphate solubilizing bacteria from three soils in Mali. In this case, Solubi-
lization index for phosphate rock varied from one soil to another. This differ-
ence can be explained by the fact that the microorganisms present in a soil low
in soluble phosphate will provide more energy to mineralize insoluble phosphate
reserves. Therefore, these microorganisms will be equipped with an enzymatic
system more efficient than other microorganisms present in a soil rich in soluble
phosphorus. The study of Balliah ef al [19] revealed that the population level of
PSB was varied in different rhizospheres soils. This is mainly due to the abiotic
factors of the soils. This was supported by Kucey [22], who demonstrated that
PSB have been found in almost all soils tested, although the number varies with
soil, climatic and cropping history. This large variation in the distribution of PSB
in different soils may be due to the differences in organic carbon content of the
soil [23]. It has been also reported that the percentage of phosphobacteria or
Rhizobacteria may be accepted by soil physical properties, organic matter con-
tent, types and fertility and the way of farming [24]. Moreover, a study by Kassin
et al. [13] who made the soil diagnosis in Cote d’Ivoire, showed that Duékoué
soils are poorer in soluble form of phosphorus than the soils of Soubré, Divo,
Aboisso and Abengourou localities which are more or less rich in phosphorus.

No difference was found between the solubilization indices of bacterial iso-
lates from different varieties and organs of cocoa plants. This is explained by the
fact that phosphorus is assimilated in soluble form and entered in the biological
processes once inside the plant. There is no data about the endophytic bacteria
of cocoa solubilizing phosphate. However, endophytic bacteria isolated from the
roots and stems of the carob tree (Ceratonia siligua L.) in Morocco showed a
similar activity of solubilization of tri-calcium phosphate [25]. Various species of
rhizospheres’ bacteria, mycorrhizal fungi, actinomycetes and algae such as cya-
nobacteria have also been reported to show similar activity [26]. Moreover, in
Cote d’Ivoire, preliminary studies conducted by Konate et al [27] showed that
endophytic bacteria isolated from cacao plants mainly belong to the genera of
Bacillus, Pseudomonas and group of Actinomytes. These bacteria solubilizing
insoluble phosphate are interesting potential agents for the biofertilization of
cocoa. Thus, in the literature, these bacteria solubilizing phosphate, also called
phosphate bacteria, are cited as a sustainable ecological solution in plant fertili-

zation [11].

5. Conclusion and Perspectives

This study showed that cocoa trees (Theobroma cacao Linn) harbor endophytes
bacteria capable of solubilizing tri-calcium phosphate. A total of 90 bacteria
among 218% or 41.28% of the collection were able to solubilize the tri-calcium

phosphate on solid PVK medium. Solubilization index varied between 20% and
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200%. In addition, bacteria isolated from soils collected in Duékoué region re-
vealed the highest solubilization indices with a mean index of 137.67%. The con-
firmation of these results in greenhouse and field conditions will allow the final
selection of efficient isolates in order to develop a bacterial inoculum for the

Bioremediation and Biofertilization of cocoa trees in Cote d’Ivoire.
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RESUME

En Cote d’Ivoire, la cacaoculture est fortement menacée par la pourriture brune des cabosses du cacaoyer (Theobroma

cacao L.) due aux agents pathogénes Phytophthora spp. ainsi que la baisse de la fertilité des sols. Pour remédier a ces
contraintes, les paysans utilisent généralement les fongicides et les engrais de synthese. Or ces produits sont parfois
coliteux et méme dangereux pour la santé humaine et environnementale. L utilisation de microorganismes endophytes
associés aux cacaoyers est considérée comme une alternative écologique durable. Cette étude avait pour objectif
général de rechercher des bactéries endophytes du cacaoyer (Theobroma cacao L.) capables d’améliorer la croissance
de la plante et de lutter contre la pourriture brune des cabosses. Des bactéries endophytes ont été isolées de jeunes
plants issus de deux clones de cacaoyers Pound 7 et Nanay 32 et d’un hybride guyanais. Ces plants ont été cultivés
sur différents sols collectés dans des cacaoyéres de six régions productrices afin de piéger les bactéries indigénes. La
sélection des bactéries endophytes d’intérét a été faite selon différents niveaux de criblage. Le premier criblage a
concerné les bactéries endophytes promotrices de la croissance de la plante. Ce criblage a été réalisé par ’utilisation
de milieux sélectifs pauvres en azote (N), en phosphore (P) et en potassium (K). Le phosphate tricalcique (Cas(POa)2)
et le mica ont été utilisés respectivement comme sources insolubles de phosphore et de de potassium. Le second
criblage a consisté a rechercher des bactéries endophytes antagonistes de Phytophthora palmivora et de Phytophthora
megakarya in vitro et ex-vivo sur disques foliaires. Sur deux cent dix-huit (218) bactéries endophytes isolées, sept
isolats d’intérét agronomique 4P, SP, 38P, 39P, 40P, 41P et 53N et deux d’intérét environnemental 21P et 37N ont été
révélés efficaces a I’issue de la caractérisation phénotypique. Ces endophytes bactériens appartiennent a deux genres
présomptifs principaux identifiés Bacillus sp. et Pseudomonas sp. Le second criblage a révélé quatre endophytes
bactériens 23P, 48P, 60P et 18N antagonistes in vitro de Phytophthtora palmivora (BL7.11.2) et de Phytophthora
megakarya (13P30.1) avec des pourcentages respectifs d’inhibition de la croissance mycélienne de 70,5 et 64,2 %.
Dans les biotests, deux isolats 48P et 18N ont réduit efficacement les symptdmes nécrotiques de la pourriture brune
sur les disques foliaires de trois clones Nanay 32, Parinari 150 et Scavina 6 respectivement sensible, moyennement
résistant et résistant a la pourriture brune. Ces isolats ont induit une résistance systémique au clone sensible et ont
augmenté la résistance intrinseque des clones résistants. Cette étude prouve donc qu’il est possible d’utiliser des
endophytes bactériens dans le biocontréle de la pourriture brune des cabosses, la biofertilisation du cacaoyer et la
biorestauration des sols.

Mots clés: Cacaoyer, Bactéries endophytes natives, Efficientes, Biocontréle, Phytophthora spp., Pourriture brune

ABSTRACT

In Cdte d'lvoire, cocoa farming is seriously threatened by the black pod disease of cocoa tree (Theobroma cacao L.)
due to the pathogens Phytophthora spp. as well as the decline of soil fertility. To overcome these constraints, farmers
generally use fungicides and synthetic fertilizers. However, these products are sometimes expensive and even
dangerous for human and environmental health. The use of endophytic or rhizospheric microorganisms associated
with cocoa trees is considered as a sustainable ecological alternative. This study aimed to research efficient native
endophytic bacteria of cocoa tree capable of promoting plant growth and combating black pod disease. Endophytic
bacteria were isolated from young plants of two cocoa clones Pound 7 and Nanay 32 and a Guyanese hybrid. These
plants were grown on different soils collected in cocoa plantations in six producing regions in order to trap native
bacteria. The selection of endophytic bacteria of interest was made according to different levels of screening. The first
screening concerned endophytic bacteria that promote plant growth. This screening was carried out using selective
media poor in nitrogen (N), phosphorus (P) and potassium (K). Tricalcium phosphate (Cas(PO.).) and mica have been
used as insoluble sources of phosphorus and potassium, respectively. The second screening consisted in searching for
endophytic bacteria antagonizing Phytophthora palmivora and Phytophthora megakarya in vitro and ex-vivo on leaf
discs. As results, seven bacterial endophytes of agronomic interest (4P, 5P, 38P, 39P, 40P, 41P and 53N) and two of
environmental interest (21P and 37N) were revealed to be effective following phenotypic characterization. These
bacteria belong to two main genera (Bacillus sp. and Pseudomonas sp. The second screening revealed four bacterial
endophytes (23P, 48P, 60P and 18N) antagonists of P. palmivora (strain BL7.11.2) and P. megakarya (strain 13P30.1)
with respective percentages inhibition of mycelial growth of 70.5 and 62.4 %. In the biotests, two isolates 48P and
18N effectively reduced necrotic symptoms of black pod disease on the leaf discs of three clones NA32, PA150 and
SCAG. These isolates induced systemic resistance to the sensitive clone and increased the intrinsic resistance of clones.
This study therefore proves that it is possible to use endophytic bacteria in biocontrol of black pod disease and
biofertilization of cocoa tree in Céte d’ Ivoire.

Keys words: Cocoa tree, Natives endophyte bacteria, Efficient, Biocontrol, Phytophthora spp., Black pod disease
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