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L’induction de la résistance par Pseudomonas brassicacearum souche PS1

chez le pathosystéemes : Tomate/Agrobacterium tumefaciens

Résumé

Ce travail a pour objectif d’étudier le pouvoir antagoniste in vivo de la bactérie endophyte
Pseudomonas brassicacearum souche PS1 envers trois souches tumorigénes C58, E2X et E6de

la bactérie phytopathogénes Agrobacterium tumefaciens.

Le test d’antagonisme in planta a été effectué¢ sur des plantules de tomate (Lycopersicum

esculutum) variété hybride 67703 F1 au stade deux a trois vraies feuilles.

Les résultats obtenus ont montré une diminution du développement des symptomes de la
maladie du crown gall sur les plantules de tomate trempées préalablement dans une suspension
bactérienne de I’endophyte et inoculées par les souches d’Agrobacterium tumefaciens comparés
aux témoins positifs qui correspondent aux plantules de tomate inoculées directement avec les

souches Agrobacterium tumefaciens et aux témoins négatifs trempés dans 1’eau distillée stérile.

Le délai attribué aux souches endophytes (24h) a donné un meilleur controle de la galle
du collet. La souche PS1 a montré un effet protecteur remarquable dont la taille des tumeurs des
plantules de tomate trempées dans les suspensions des bactéries antagonistes ne dépasse pas en
moyenne les 3.5 mm de diamétre par contre les plantules inoculées directement par les souches

d’Agrobacterium tumefaciens présentent des tumeurs qui dépassent les 7 mm de diameétre .

La production d’antibiotiques et la capacité¢ des Pseudomonas spp. a induire une
résistance systémique chez la plante pourraient jouer un réle important dans la suppression de la

maladie du crown gall.

Ces résultats sont trés intéressants et suggerent 1’utilisation de cette souche endophyte
Pseudomonas brassicacearum souche PS1 comme agent de lutte biologique contre les maladies

phytopathogenes et dans le biocontrole de la santé des plantes.

Mots clés : antagoniste, endophyte, Pseudomonas brassicacearum, Agrobacterium tumefaciens,

galle du collet, biocontrdle.
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Introduction

Introduction

Les maladies des plantes peuvent étre causées par des conditions environnementales
défavorables liées au climat, a la nutrition et a la pollution ou par des agents parasitaires .Ces
derniers peuvent étre des virus, des bactéries, des oomycetes, des champignons ou des

nématodes (Vierling et Kimpel, 1992; Shao, Guo et al., 2007).

L'ensemble de ces stress est responsable de lourdes pertes agronomiques. Il est estimé
que les maladies des plantes sont & l'origine de la perte de 14% des cultures mondiales. De
nombreux travaux de recherche sont donc menés dans ce domaine afin d'approfondir les
connaissances sur les maladies des plantes et de pouvoir de développer de nouvelles stratégies

de lutte (Agrios, 2005).

Les agents pathogenes peuvent altérer plusieurs fonctions physiologiques des plantes
en s'attaquant a leurs différents organes ce qui réduit le rendement et la qualité des cultures.
L'infection des racines les rend incapables de prélever de I'eau et des nutriments dans le sol.
La prolifération microbienne dans les vaisseaux conducteurs perturbe les flux hydriques et
conduit au flétrissement. L'infection des feuilles, observée dans le cas des tavelures, le feu
bactérien et le mildiou, interfére avec la photosynthése. Enfin l'atteinte des fleurs et des fruits

limite les capacités de reproduction et de stockage des réserves (Poueymiro, 2009).

Parmi les agents pathogenes responsables des pertes économiques importantes; les
bactéries phytopathogeénes, qui sont considérées comme des agents bioterroristes ou
bioagresseurs classés dans la liste des organismes de quarantaine (Beale et al., 2002; Young et

al., 2008).

Ces bactéries phytopathogeénes sont capables d’infecter les plantes et entrainer des
maladies responsables de perte importante pour les récoltes .C’est pour cela la protection
contre les agents pathogénes est une importance majeure.Si les cultures ne sont pas protégés

contre ces bactérie phytopathogenes, elles peuvent étre endommagées.

Parmis les maladies les plus connues pour étre causées par les bactéries
phytopathogenes est la galle du collet, elle engender une importante perte économique au
niveau des pépiniére du fait que la commercialization des plants maladies n’est pas autorisée

et les plants attaints doivent étre impérativement incinérés (Zonia et Raio, 1999).



Introduction

Le contrdle de ces maladies des plantes doit étre efficace en utilisant des méthodes de
lutte conventionnelles représentées par les méthodes physiques, chimiques, génétiques,
biologiques (Vincent et Panneton, 2001). La plupart des substances chimiques utilisées pour
lutter contre les maladies phytopathogeénes sont dangereuses pour ’homme, les animaux et les
organismes bénéfiques en persistant dans les écosystemes naturels (Kouassi 2001; Thakore
2006). Les mesures de contrdle alternative telles que 1’utilisation d’antagonistes sont
nécessaires et ont besoin d’étre explorés. Cette stratégie est basée sur 1’utilisation des micro-
organismes (bactéries, levures ou champignons) qui ont un potentiel protecteur sur la plante
(De Doer et al., 1999; Silva et al., 2004). Le contrdle des micro-organismes phytopathogénes
de maniere biologique est plus respectueux pour 1’environnement en comparaison avec le

controle chimique (Nautiyal , 2001).

L’utilisation des bactéries pour l'amélioration du rendement et la protection des
cultures est initiée depuis le début de ce siécle. Dés le milieu des années 60, plusieurs
applications expérimentales ont été rapportées (Weller, 1988), elles tirent profit des propriétés
bénéfiques des bactéries envers les plantes et/ou des capacités antagonistes des micro-

organismes contre les pathogenes.

Drailleurs, le pourcentage d’utilisation de biopesticides a progressivement augmenté

depuis 1997 avec un accroissement de 10 % par an (Bailey et Mupondwa, 2006).

Le marché des pesticides synthétiques avait diminué au cours des 5 dernic¢res années
grace au développement des biopesticides et des récoltes génétiquement modifiées. Les
biopesticides représentent 2.5% (672 millions $ en 2005) des ventes de produits
phytosanitaires (26 milliards $) alors qu'il était seulement de 0.2% en 2000. En dépit de sa
petite taille comparée aux pesticides synthétiques, le marché des biopesticides se développe

donc et on prédit qu'il atteignait plus d'un milliard de dollars en 2010 (Thakore, 2006).

Parmi les agents potentiels de lutte biologique qui ont pour effet d’améliorer la santé
des plantes et sont notamment connues pour leur effet antagoniste vis-a-vis des agents
phytopathogeénes, on rencontre presque toujours une espéce du genre Pseudomonas et

Bacillus (Weller et al., 2002, Van loon, 2007).

Les bactéries endophytes peuvent constituer une approche écologique durable. Elles
sont capables de réduire ou d’empecher les infections causées par les microorganismes

phytopathogeénes. Certaines bactéries endophytes peuvent protéger la plante en déclenchant
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ses mécanismes de defense et en lui permettant de mieux se defendre envers une large gamme
de pathogénes (Rayan et al., 2008). Les deux genres bactériennes telluriques et endophytiques
Pseudomonas et Bacillus comprennent la majorité des bactéries utilisées comme antagonistes.
IIs sont connus par leur diversit¢é de mécanismes d’action et métabolites impliqués dans la

protéction des végétaux face aux différentes maladies (Lodewyckx et al., 2002).

Dans ce contexte, ce travail consiste a évaluer ’effet antagoniste in planta de la
bactérie endophyte Pseudomonas brassicacearum souche PS1 vis-a-vis des souches
pathogeénes d'Agrobacterium tumefaciens (E6, E2X et une souche de référence C58) sur des

plantules de tomate.
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1- Synthese bibliographique sur les maladies bactériennes et les

méthodes de lutte

1. 1Généralités sur les maladies des plantes

La maladie est une anomalie dans la structure ou la fonction d'une plante causée par un
facteur pathogeéne éventuellement virulent c’est-a-dire qui peut provoquer une maladie chez la

plante. Les maladies peuvent étre divisées en deux principaux groupes:
Infectieuses (ou biotiques) et non infectieuses (ou abiotiques) (Schiffers, 2011).

Les maladies infectieuses sont causées par des micro-organismes (champignons,
bactéries, virus, mollicutes) qui peuvent étre transmises par divers vecteurs (vent, eau,
contacts entre végétaux, nématodes, insectes, etc.) a d'autres plantes saines, ou étre présents
dans le sol, provoquant ainsi la maladie chez les nouveaux hotes sensibles. Les maladies

infectieuses ne se développent que si les 3 conditions suivantes sont remplies:

» La plante hote doit étre sensible.
» L’agent pathogene doit €tre virulent et capable d'attaquer la plante.

» L’environnement doit favoriser le développement de la maladie (Moreira, 2011).

Les maladies bactériennes sont moins nombreuses que les infections fongiques et
moins pernicieuses et généralisées que les viroses, certaines bactérioses des plantes ont

cependant un caractere de gravité et un impact socio-¢conomique (Paulin, Ride et al, 2001).
1.2 Les maladies bactériennes

Les bactéries sont des organismes unicellulaires qui ne mesurent guére plus que

quelques milliers de millimétres. Elles sont observables au microscope mais pas a 1’ceil nu.

Les bactéries ne provoquent pas aussi souvent des maladies que les champignons,
mais elles peuvent attaquer gravement certaines cultures.Cesdernieres peuvent s’accroitre sur
la surface de la plante, entre les cellules des tissus (apoplaste) ou dans le systeme vasculaire
(Aflano et Collmer, 1996 ; Agrios. 1997).Tout comme les maladies fongiques, les bactérioses
se manifestent sur les feuilles, les tiges, les branches, les troncs et les parties souterraines de la

plante ainsi que sur et a I’intérieur des fruits.
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Les maladies bactériennes sont responsables de pertes économiques considérables
dans plusieurs pays, dépassent 120 billions de dollars chaque année (Elmhirst, 2007). Les
semences ou les plants infectés jouent un role important dans la dissémination des maladies

aussi bien a I’échelle régionale qu’al’échelle mondiale.

Il existe différentes sortes de bactéries, mais quelques-unes d’entre elles seulement
sont responsables des maladies bactériennes les plus courantes chez les plantes (Poueymiro,

2009).

Les échanges de semences et de matériel végétal peuvent introduire des maladies dans
les pays jusqu’alors indemnes. En plus des pertes directes de production, 1’introduction de
maladies de quarantaine peut constituer un facteur limitant des échanges commerciaux entre

les pays (Sallouk, 2008).

La bactérie Ralstonia solanacearum est un exempled’organisme de quarantaine
(OEPP/EPPO, 1978). L'existence de plusieurs races et souches de ce pathogeéne de virulence
diverse suivant les conditions environnementales est un grave danger pour les productions

européennes et méditerranéennes de pomme de terre et de tomate.
1.3 Les bactéries phytopathogénes

Actuellement, 350 espéces, sous-espéces ou pathovars ont ét¢ dénombrés appartenant
a 21 genres, se répartissant dans diverses familles (Paulin et a/, 2001). Elles sont non
sporulées, aérobie strictes ou anaérobie facultatives et appartiennent aussi bien a la sous-
division des Fimicutes(Gram positif) qu’a elle desGracillicutes (Gram négatif). La sous-
division des Ténéricutes contient aussi des bactéries phytopathogénes (les spiroplasmes et les
phytoplasmes) dont 1’absence de paroi, les caractéres de parasites généralement biotrophes
intracellulaire en font des micro-organismes au comportement pathogéne particulier (Paulin et

al., 2001).

Les bactéries sont disséminées par le vent, la pluie, les insectes ou les pratiques
culturales. Elles pénétrent dans les plantes au niveau de blessures ou des ouvertures naturelles
telles que les stomates, les hydathodes, les néctarthodes, les cicatrices foliaires et les
lenticelles (Agrios, 2005). Elles occupent le xyléme ou les espaces intercellulaires de
différents tissus végétaux regroupés sous le terme d'apoplasme (Poueymiro, 2009). Les

bactéries phytopathogeénes causant les principales maladies sont réparties chez les principaux
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genres suivants: Pseudomonas spp. Agrobacterium spp., Xantomonas spp., Erwinia spp.,

Clavibacter spp., Ralstonia spp.et Ponthoea spp.
1.4 Mécanismes de virulence des bactéries phytopathogénes

Les bactéries phytopathogeénes sont des microorganismes extracellulaires. En se basant

sur la spécificité parasitaire (Alfano et Collmer, 1996 ; Agrios, 1997).

La plante constitue pour 1’agent pathogéne une source importance de substrat a
exploiter pour assure sa propre croissance. Les bactéries phytopathogénes pour se nourrir et se
multiplier aux dépens de la plante, utilisent plusieurs mécanisme de pathogénie(Boucher et

al., 2001).

Pour proliférer dans leur hote et établir la maladie, les bactéries utilisent plusieurs
stratégies de virulence comme la dégradation de la paroi végétale par des enzymes
hydrolytiques et la production de phytotoxines et d'exopolysaccharides (EPS) (Boucher et al.,
2001).

Cependant, une des armes les plus efficaces et partagée avec les bactéries pathogenes
d'animaux est le systeme de sécrétion de type III (Preston et al., 2005). Il permet aux bactéries
des genres Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia et Ralstonia d'injecter un ensemble de
protéines, dites effecteurs de type III, directement dans le cytoplasme des cellules hotes

(Cornelis et Van, 2000).
1.5 Les symptomes des maladies bactériennes

Les bactéries sont la cause de nombreuses maladies chez les végétaux. Au nombre de
symptomes des maladies causées par des bactéries (Figure 1), on recense des nécroses, des
jaunissements, des dépérissements, des pourritures molles, des flétrissements, I€sions
chancreuses, taches sur les feuilles et des tumeurs, des galles ou des déformations diverses
(Lepoivre, 2003).Elles peuvent provoquer la mort cellulaire dans différentes parties de la

plante: racines, tubercules, tiges, feuilles, fruits et fleurs (Poueymiro, 2009).
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2. Description des principales maladies causées par les bactéries

phytopathogénes
2.1. Le flétrissement bactérien

Le flétrissement bactérien est une phytobactériose d’origine tellurique provoquée par

Ralstonia solanacearum.

La bactérie pénétre dans les racines des plantes par les blessures artificiellesou naturelles
telles que la zone d’émergence des racines secondaires latérales ou 1’apex. Elle peut aussi
pénétrer par des lésions de la tige (plaies de taille, ébourgeonnage...) ou par les
stomates.Ralstonia solanacearumse multiplie dans les vaisseaux du xyléme de la plante.
L’infection méne au flétrissement de la plante lorsque les bactéries bloquent totalement les

vaisseaux. Le résultat final est la mort de la plante (Zolobowska et Van Gijsegem, 2006).
2.2. La pourriture molle bactérienne

La pourriture molle bactérienne est causée par la bactérie Erwinia carotovorasubsp.
carotovora, un résident du sol courante dans le monde entier. Les bactéries de la pourriture
molle s'attaquent a une vaste gamme des 1égumes a racines, a feuilles et a fruits, tels que la
carotte, le chou, 'oignon et la tomate (Hueck, 1998). C’est I'une des plus graves maladies de
post-récolte de pommes de terre a travers le monde. Les pertes se produisent pendant le
stockage, le transport et la commercialisation. Toutes les variétés sont sensible (Guy et al.,.

2013).
2.3.Le Chancre bactérien de la tomate

Le chancre bactérien est problématique dans la tomate de champ depuis le milieu des
années 1990. C’est une maladie de quarantainecausée par la  bactérie
Clavibactermichiganensis qui survit dans et sur la semence, dans les résidus de culture, le sol,
certaines mauvaises herbes, les tuteurs et la serre (contenants de culture, tables, structures...)
(OEPP/EPPO, 1982).En cas d’infection cette dernicre bactérie se localise dans les vaissaux du

xyléme (Leyns et Cleene. 1983).
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2.4. La tumeur du collet et de la tige

Les maladies les plus connues pour ¢étre causées par les bactéries du genre

d’Agrobacterium spp. sont la tumeur du collet et la tumeur de la tige.

L’agent responsable de la maladie de la galle du collet « crown gall » a ét¢ identifié en
1907 (Smith et Townsend, 1907); il s’agit d’4. tumefaciens, une alpha-Proteobactérie de la
famille des Rhizobiaceae. Comme son nom l'indique.Le crown gall est la maladie
prédominante la plus rencontré dans les pépiniéres d’arbres fruitiers, de plante ornementales,
de la vigne et d’arbres forestiers dans plusieurs région du monde affectant fortement le

rendement commercial(Poncet ef al., 1996 ; Zonia et al., 2001 ; Krimiet al., 2006).

Les symptomes causé€s par Agrobacterium tumefaciens ont une apparence spectaculaire et
caractéristique. Dans le cas de la tumeur du collet, les symptomes peuvent s’observer au collet
ou sur les racines. Pour ce qui est de la tumeur de la tige, les symptomes se développent sur la

tige (Lacroix, 2003).

Les symptomes se traduisent par la présence d’excroissances plus ou moins sphériques,
blanchatres, spongieuses a fermes et dont la surface est irréguliere rappelant celle de

I’inflorescence d’un chou-fleur (Lacroix, 2003).

Le crown gall engendre une importante perte économique au niveau des pépinicres du fait
que la commercialisation des plants malades n’est pas autorisée et les plants atteints doivent

étre impérativement incinérés (Zonia et Raio, 1999).
2.4.1 Mécanismes naturels de I’infection des plantes par Agrobacterium tumefaciens

En 1977, il a été établi que la tumorigenése résultait du transfert a la plante de fragments
oncogenes pour la plupart extrachromosomiques portés par le plasmide bactérien Ti (tumor-
inducing ou inducteur de tumeurs) (Chilton et al., 1977) en réponse a 1’émission de signaux

chimiques de la plante hote blessée (Johnson &Das, 1998).
e Le plasmide Ti d’Agrobacterium tumefaciens

Les agrobactéries virulentes (c'est-a-dire capable d’infecter des cellules végétales)
possédent en plus de leur génome chromosomique un plasmide Ti de 200 kb responsable de
leur virulence (Hooykaas et al., 1977). Le plasmide Ti d’Agrobacterium (Figure 2) est

compos¢ de différents ¢léments :
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- Un ADN-T (ADN de transfert) flanqué de bordures droite et gauche de 25 pb en

orientation directe. Elles sont appelées RB et RG pour right et leftborders.

- Une région de virulence comprenant des genes vir organisés en 8 opérons permettant le

transfert de ’ADN-T a la cellule végétale.
- De génes servant au transfert de plasmides entre bactéries par conjugaison.
- D’une séquence servant a sa réplication.

- De génes impliqués dans le catabolisme des opines.

Genes / synthese des ;

auxine cytokinine gpine

Transfert
. g conjugatif |
Plasmide Ti
Région de
virulence
Genes du
catabolisme
des opines

Origine de
réplication

Figure 2 : Principales régions d’un plasmide Ti(Hooykaas&Schilperoort, 1992).

e L’ADN-T

L’ADN-T est une séquence d’ADN encadrée par des bordures droite et gauche et
constitué de plusieurs types de génes. Certains d’entre eux sont des oncogénes codant pour

des enzymes impliquées dans la synthése de phytohormones telles que les auxines et les

10
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cytokinines et responsables de la formation de tumeurs chez la plante infectée
(Hooykaas&Schilperoort, 1992). D’autres génes codent pour la synthése d’opines. Ces
composés, produits par la condensation d’acides aminés et de sucres, sont synthétisés et
excrétées par les cellules tumorales végétales et sont des sources de carbone et d’azote pour

Agrobacterium tumefaciens.

o Le transfert de genes d’Agrobacterium tumefaciens a la plante

Différentes étapes du transfert de génes Le transfert de génes d’Agrobacterium a la plante
nécessite un grand nombre d’étapes distinctes et essentielles. Tout d’abord, la plante doit étre
blessée pour permettre 1’entrée de la bactérie. Les composés que synthétisent la plante blessée
activent le systéme de virulence de la bactérie. L’ADN-T est ensuite transféré puis transcrit
dans les cellules de la plante avant méme son intégration dans le génome (Janssen & Gardner,
1989). On parle d’expression transitoire. Apres son intégration, le niveau d’expression de
I’ADN-T est en partie déterminé par son site d’intégration dans le génome végétal. Les
cellules végétales se multiplient et forment des tumeurs grace a la synthése continue d’auxines
et de cytokinines. Les cellules végétales transformées continuent a synthétiser des opines qui
sont des sources de carbone et d’azote métabolisables par Agrobacterium tumefaciens

(Klapwijk et al., 1978). Elles favorisent, de ce fait, la multiplication des agrobactéries.

gemome de la cellule vépéiale

plasmide pTi d' Agrobacteriam
vl i 54
(ADN-T remplacé par un gene
drintérie) giene d'intérit

synthese de
muoléeculels)
d'intéret

Agrobucterinm twmefaciens
Cellule végétale

Figure 3 : Mécanisme de transfert de 'ADN chez Agrobacterium tumefaciens(Gelvin, 2003).
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2. les méthodes de lutte contre les bactéries phytopathogénes

En matiere de protection des végétaux en agriculture, on peut utiliser cinq types
d’approches soient la lutte chimique, la lutte biologique, la lutte physique, les biopesticides et
les facteurs humains (Figure 2). Théoriquement, la lutte intégrées'ouvre a toute technique de
protection des plantes en fonction de ses mérites dans une situation donnée (Vincent et

Panneton, 2001).
3.1. Lutte intégrée

La lutte intégrée est une stratégie multidisciplinaire de controle des ravageurs qui
inclus plusieurs approches comme par exemple la lutte biologique, les méthodes culturales et
I’usage judicieux et limité des pesticides chimiques. Cette méthode considere 1’écosysteme
dans son ensemble, dont les interactions entre les organismes. Le but ultime est de réduire les
dommages aux cultures économiquement, avec le moins de menaces a 1’environnement et a la

santé humaine possible (EPA, 2009).

Lutte chimique Lutte physique
Herbicides (atrazine, paraquat...) Mecanique (sarclage, barriéres...)
Insecticides (organochlorés, carbamates...) Pneumatique (aspiration, souffiage)
Fongicides (bénomyl, mancozébe...) Electromagnétique (iondes, électrocution, ...
Acaricides (dicofol, cyhexatine...) Chaleur (basse et haute température)
|_-'.-"' &
Biopesticides / \ Facteurs humains
Extraits de plante (azadirachtine) Expertise
Bacteries et virus pathogenes e Réglementation, lois
Nématodes Lute biologicue Standards de qualité
Parasites, predateurs Q tai
Plantes résistantes Wit
s Sécurité alimentaire
Plantes transgeniques (OGM) o
Innocuité
Perception des consommateurs

Figure 4: Les cinq types d’approches en protection des végétaux (Panneton et al., 2000).

12
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2.2 . La lutte préventive et culturale

La lutte culturale et les mesures préventives assurent une réduction importante des
maladies, Le matériel de plantation et de greffage doit étre obtenu a partir de plantes
indemnes ainsi que [’utilisation des variétés ou d’espéces résistantes ou peu sensible aux

maladies(Lacroix,2003).

La lutte contre des maladies bactériennes base sur les mesures sanitaires préventives

suivantes:
» désinfection des graines et outils tranchants avec du lysol.

» arrachage des mauvaises herbes qui peuvent servir d’hotes, guérison des plaies dues a

la taille et désinfection du sol.

» ¢éliminer les insectes qui propageront éventuellement les maladies a la nouvelle

culture (Joep van, 2004).

» privilégier I’utilisation de cultivars résistants dans les régions concernées par la

maladie (Christine, 2004).

» détruire les foyers en éliminant les arbres porteurs de maladie. L’abattage ou
I’¢lagage sont a effectuer préférentiellement en hiver, en dehors de la période
d’activité de la bactérie. Les outils doivent étre désinfectés afin d’éviter tout risque de

dissémination (Christine, 2004).

» Enfouier des débris végétaux permet de lutter contre les organismes telluriques

comme Rhizoctonia solani (N’deye. 1995).

» Créer simultanément des conditions défavorables pour les ennemis des cultures, telle
que la rotation des cultures, les pratiques culturales, la fertilisation raisonnée et le

travail du sol (Deguine et Ferron. 2005).
3.3. La lutte physique

La lutte physique en protection des plantes regroupe toutes les techniques de lutte dont
le mode d’action primaire ne fait intervenir aucun processus biologique, biochimique ou
toxicologique, L’utilisation de méthodes de lutte physique doit s’inscrire dans une démarche

de lutte intégrée.

13
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Le traitement des semences de blé a I’aide de micro-ondes pour le contrdle de

Fusarium gramineauma été évalué. (Vincent et Panneton, 2010).

La solarisation est une technique efficace qui consiste a couvrir le sol durant la période
chaude de I’année par une bache en plastique transparent (Katan etal., 1976 ; Stapleton et De
Vay, 1986). Les modifications chimiques, physiques et biologiques se produisent sous le
plastique en raison de la température €levée du sol, ont entrainé dans plusieurs essais une

importante réduction des microorganismes phytopathogenes (Katan et De vay, 1991).

La thermothérapie peut étre effectuée par un traitement a 1’eau chaude (Fleurat, 2005).
Généralement des températures de 50 a 54 °C. Pendant 5 a 30 minutes, 2 la vapeur humide a
50°C. Pendant 1 heure ou a la chaleur séche a70°C. Pendant 3 a 7 jours sont utilisées (Shiomi,
1992;Dhanvantari et Brown, 1993). Cette technique a ¢té appliquée avec succeés sur de
nombreuses maladies en particulier les maladies bactériennes transmises par les semences

(Janse et Wenneker, 2002).
3.4 La lutte chimique

En fait, il n’est pas toujours nécessaire de traiter, particulicrement lorsque la maladie
est sous le seuil économique de traitement et que les facteurs tels la sensibilité du cultivar et la

présence ou non de la maladie sont aussi pris en considération.

En pratique, la lutte chimique constitue et de loin, le type de méthode le plus utilisé en
agriculture commerciale. Ceci est dii a des raisons essentiellement économiques et techniques
(Vincent et Panneton, 2010). La plupart des substances chimiques utilisées pour combattre les
maladies en plus d’étre dangereux pour ’homme, les animaux et les organismes bénéfiques,
persistent dans les écosystemes naturels. En plus ces substances ont des conséquences
néfastes sur l’environnement comme |’accumulation de résidus et la pollution des sols

(Kouassi, 2001; Thakore, 2006).

La streptomycine est considérée comme I’antibiotique le plus efficace contre le feu
bactérien (Moller et al., 1972). La kasugamycine montre une efficacité variable (Psallidas et
Tsiantos, 2000). Son usage est restreint du fait de sa forte phytotoxicité sur pommier et poirier
aux doses recommandées pour le contrdle de la maladie. Une autre molécule, autorisée contre
le feu bactérien, est le fosétyl aluminium. Il s’agit d’une molécule qui, outre une action

antifongique, présente une efficacité irréguliere (Tsiantos et Psallidas, 2002).

14
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3.5. La lutte génétique

L’utilisation de variétés génétiquement résistantes aux maladies est ainsi la principale

méthode de lutte efficace pour différents pathosysteémes.

Actuellement, la methodela plus utilisé pour lutter contre les maladies est la résistance
génétique, par 'utilisation de variétés résistantes aux maladies. Deux types de résistance
variétale existent: la résistance spécifique (2 déterminisme mono-génique, basée sur une
reconnaissance gene pour gene) et la résistance quantitative (2 déterminisme polygénique).
Elles mettent en jeu des processus différents au niveau del’interaction plante/agent pathogéne

(Hossard et a/ .,2010).

La résistance spécifique est a effet total pour les agents pathogeénes compatibles (gene
d’avirulence) et empéche de fait les dommages, la résistance quantitative est a effet partiel et
va seulement limiter I’épidémie et réduire les dommages sans les supprimer totalement, par

comparaison avec une variété sensible.

Toujours, pour parvenir a une meilleure protection contre la galle du collet, une
méthode prometteuse a été développée. Les plantes sensibles aux souches pathogeénes
d’Agrobacteriumspp. ont ét¢ modifiées pour reconnaitre la transformation génétique causée
par les bactéries et sont capables de réagir. La prolifération des génes bactériens provoquant la
tumeur est réprimée de maniere active et les plantes deviennent ainsi résistantes(Escobar et al,
2001). La technique a déja été testée expérimentalement avec succes sur les plants et pommier

et promet des résultats positifs avec d’autre plantes (Viss et al, 2003).
3.6 La lutte biologique

La lutte biologique fait partie des méthodes de plus en plus favorisées en
phytopathologie pour contrdler les maladies végétales, avec un impact escompté plus réduit
sur ’environnement et la sant¢ humaine, par rapport aux pesticides chimiques(Sharga et
Lyon, 1998). Des souches de Pseudomonasspp. ont permis de controler expérimentalement le
développement des bactéries responsables de la pourriture molle, bien que dans certains cas,

des résistances a I’agent de lutte biologique aient été rapportées(Colyer et Mount, 1984)

Les agents de lutte biologique, peuvent étre définis comme des — produits
phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou 1'un de ses dérivés. Ils

peuvent donc étre constitués d’organismes (plantes, insectes, nématodes) ou de micro-
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organismes (bactéries, levures, champignons, virus) exercant une activité protectrice sur les
plantes et peuvent limiter ou réduire les pertes ou les dommages causés par les organismes

nuisibles (Thakore 2006)
3.6.1 Lutte biologique par I’utilisation des microorganismes antagonistes

La plupart des microorganismes dérivent de la rhizosphére, les 2 a 5 mm de sol
entourant le systéme racinaire ou des populations microbiennes sont en relation avec la plante
(Gray et Smith 2005), Certains de ces microorganismes sont épiphytiques, c'est-a-dire qu’ils
colonisent les surfaces racinaires, tandis que d’autres peuvent également entrer a I’intérieur
des plante et devenir ainsi des endophytes. Certains d’entre eux peuvent également former des

symbioses remarquables avec leur plante hote (Hallmann et Kloepper, 1997).

Parmi les microorganismes bénéfiques, qu’ils soient épiphytiques ou endophytiques
voire méme a l’origine de symbioses remarquables (de type mutualisme), existent des
champignons et des bactéries (Cook et Baker, 1983).L’utilisation des bactéries pour
I’amélioration du rendement et la protection des cultures a été initiée depuis le début de ce
siecle. (BeckeretHedoes, 1985).Elles tirent profit des propriétés bénéfiques des bactéries
envers les plantes et/ou des capacités antagonistes des microorganismes contre les

pathogenes.

Parmi les bactéries bénéfiques, les PGPR (Plant Growth-PromotingRhizobacteria), qui
peuvent présenter des activités antagonistes, induire une résistance systémique chez la plante
et produire des composés stimulant la croissance des plantes. (vessey, 2003 ; welbaumetal.,

2004).

Un microorganisme est considéré antagoniste lorsqu’il empéche le développement d’une
maladie ou la suivie d’un agent pathogene. (Chaube et Singh,1991). Les modes d’action des
microorganismes antagonistes sont: la compétition, 1’antibiose, le parasitisme ou 1’induction
des mécanismes de défense de la plante par la synthése de différents composés qui agissent

directement sur le développement de I’agent pathogéne (Wisniewski et Wilson. 1992).

Certains microorganismes, principalement des bactéries telles Bacillus, Pseudomonas,
(Gray et Smith, 2005) sont capables de coloniser efficacement les systémes racinaires. Ils
influencent de manicre bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant
contre des infections par des agents phytopathogénes. Ces bactéries de la rhizosphere sont

alors reprises sous le terme PGPR (Plant Growth-PromotingRhizobacteria).
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3.6.2. Les modes d’actions des bactéries antagonistes
3.6.2.1 L’antibiose

L'antibiose est définie comme « l'inhibition d'un organisme par le produit métabolique
d'un autre organisme » (Cook et Baker, 1974). Les antibiotiques constituent un groupe
chimique hétérogéne comprenant des composants organiques a faible poids moléculaire

produits par des microorganismes (Raaijmakerset al., 2002).

Les produits métaboliques aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques, sont de

différentes natures (Defago, 1993, De Souza et al, 2003).

Chez Pseudomonas, des molécules antifongiques comme le HCN qui est un liquide
trés volatil, la viscosamide, la pyoluteorine, le 2,4- diacetylphloroglucinol, la pyrrolnitrine, les
phenazines et les butyrolactones sont impliquées dans le biocontrole (Haas et Keel 2003; Haas

et Defago 2005).

Certaines souches de PGPR ont la capacité d’excréter des métabolites qui jouent un
role important dans I'inactivation des facteurs de germination du pathogene ou la dégradation
de leurs facteurs de pathogénicité comme les toxines. Ainsi, la capacité de certaines bactéries
a parasiter et a dégrader les spores des pathogénes a travers la production d’enzymes

détruisant la barricre cellulaire a été¢ démontrée (Whipps 2001).

Les bactéries du genre Pseudomonas sont connues pour leur activité antagoniste

envers plusieurs phytopathogenes (Haas et Defago, 2005).
3.6.2.2 La compétition

Park (1960), définit la compétition comme la réduction de croissance résultant de la
lutte entre organismes pour les nutriments, La compétition trophique s’exerce essentiellement

pour les exsudats racinaires et pour le fer.
3.6.2.2.1Compétition pour l'espace et les nutriments

La compétition pour les nutriments de la rhizosphére est un mécanisme fondamental

avec lequel les PGPR protegent les plantes.

La chimiotaxie pour le carbone, les sucres, les vitamines et les acides aminés qui sont

exsudés dans la rhizosphere par les plantes hotes peut expliquer la compétition au niveau de la
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rhizosphere (Compant et al., 2005). Plus de 40 % des produits photosynthétiques peuvent étre
présents au niveau des racines ce qui implique que les PGPR doivent avoir des facultés
chimiotactiques pour atteindre les composants sécrétés avant les pathogénes pour protéger les

plantes (Lugtenberg et Kamilova, 2009).
3.6.2.2.2. Compétition pour le fer et production de sidérophores

Un cas particulier de compétition pour les nutriments repose sur la compétition pour le fer.
Les micro-organismes ont la capacité de synthétiser des sidérophores qui sont des molécules
chélatrices du fer nécessaire a leur croissance.La synthése des sidérophores est induite lors de
carence en fer disponible dans le milieu(Meyer, 2000).Ces composés ont une grande affinité
pour le Fe3+. En s appropriant les ions ferriques présents dans la rhizosphere, ils les rendent
ainsi non disponibles pour le champignon pathogéne, ce qui provoque une diminution de sa
croissance. certaines bactéries du genre Pseudomonas ont un grand pouvoir de chélation du

fer.

Elles peuvent reconnaitre et utiliser les sidérophores produits par d autres souches, alors que
ces dernicres ne sont pas capables d utiliser le sidérophore qu’elles produisent (Ongena et al.,
2002). D autre part, malgré que la production des sidérophores soit un mécanisme important
pour l'activité des PGPR, elle est rarement essentielle dans le biocontréle (Ongena et al,

2000; Meziane et al., 2005).
3.6.2.3 Parasitismes

Ce mécanisme de lutte consiste en une interaction directe entre deux microorganismes
ou les tissus vivants de I'un constituent une base nutritive pour I’autre (Helluy et Holmes,

2005).

Il implique l'invasion des cellules de l'agent pathogeéne par le microorganisme
antagoniste (Corbaz, 1990).L'agent antagoniste utilisera des enzymes lytiques tels que des

glucanases, des chitinases et des lysozymes pour dégrader les parois de I'agent pathogene.

Certains actinomyceétes produisent des chitinases et glucanases pour dégrader les

parois de Fusarium oxysporum (Sabaou etal., 1998; Errakhi, 2008).

3.6.2.4M¢édiation de I’induction de la résistance de I’hote
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Les plantes répondent activement a une variété de stimuli environnementaux et a une
variété de stimuli chimiques produits par les microorganismes du sol et des plantes associées.
Ces stimuli peuvent soit induire ou déterminer la défense de la plante hote par un ensemble de
changements biochimiques qui augmente la résistance contre une infection ultérieure causée

par une variété d’organismes phytopathogenes (Pal et Mcspadden, 2006).

Il a été observé que certaines bactéries endophyte déclenchent le phénoméne de
résistance systémique induite (ISR), un phénomene similaire a la résistance systémique
acquise (SAR) (Tableau 1). La SAR se développe lorsque les plantes réussissent a activer
leurs mécanismes de défense en réponse a une primo-infection par un pathogéne, notamment
lorsque celle-ci induit une réaction d’hypersensibilité. A travers cette derni¢re réaction, le
pathogéne devient limité dans une 1ésion locale nécrotique du tissu desséché (Bakker et al,,

2007).

L’induction de défense de I’hdte peut étre locale et/ou systémique, selon le type, la
source, et la quantité de stimuli Récemment, les études ont pu caractériser les déterminants et
les voies de la résistance induite stimulés par des agents de lutte biologique et autres
microorganismes non pathogenes. La premiére de ces voies, appelée résistance systémique
acquise (SAR), est médiée par I’acide salicylique (SA), un composé qui est souvent produit

apres infection par un pathogene (Pal et Mcspadden, 2006).

Un deuxiéme phénotype, appelé résistance systémique induite (ISR), est médité par
I’acide jasmonique (JA) et/ou I’éthyléne, qui sont produits apres 1’application de certaines

rhizobactéries non pathogénes (Bakkerer al., 2007).

La reconnaissance par la plante de certaines bactéries de la rhizosphére peut conduire a
une réaction d’immunisation lui permettant de mieux se défendre vis-a-vis d’une attaque par
un organisme pathogene (van loon, 2007). Cette « immunisation » de la plante est appelée
résistance systémique induite (ISR) (Van Loon etal, 2005 ; Jourdan et al, 2008). Ce
phénomene d’induction de résistance systémique par rhizobactéries est considéré comme une
stratégie prometteuse dans la lutte biologique contre les maladies des cultures (Ramos Solano
etal., 2008). L’ISR peut étre induite par des microorganismes variés incluent des bactéries a
Gram positif comme Bacillus pumilus, ou des bactéries a Gram négatif appartiennent au
genrePseudomonas (fluorescens, putida, aeruginosa), et aux entérobactéries comme Serratia

(Marcesens, Plymuthica) ou Pantoea agglomerans(Jourdan et al., 2008).
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Romeio et ses coll (2005), ont isolé des macromolécules produites par Bacillus cereus UFV-
101 capables de déclencher I’ISR chez la tomate contre plusieurs pathogénes champignons ou

bactéries.

Tableau 1: les déterminants bactériens et les types de résistance de 1’hote induite par des

agents de lutte biologique. (Pal et Mcspadden, 2006).

Souche bactérienne Plante Déterminantsbactériens Type
Bacillus mycoidessoucheBac J Betteravesucriére | Peroxidase, chitinase and B- | ISR
1,3-glucanase
Bacillus subtilis GB0O3 et IN937a Arabidopsis 2,3-butanediol ISR
Tabac Sidérophores SAR
R L Arabidopsis Antibiotiques (DAPG) ISR
Tomate Lipoplysaccharide ISR
Pseudomonas putida Arabidopsis Lipoplysaccharide ISR
Lipoplysaccharide ISR
Pseudomonas putida souche WCS 358 | Arabidopsis Sidérophores ISR
Pseudomonas putida souche BTP1 Haricots Z,3-hexenal ISR

3.6.2.4.1 L’induction de la résistance systémique (ISR) par les bactéries endophytes
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L ISR induite par les endophytes représente une défense systémique dont la protection
des différentes parties de la plante et garantie sans migration des bactéries. Le signal est
souvent transporté atravers le systéme vasculaire ou atravers les tissus (Ramamoorthy etal.,

2001 ; Bent, 2005).

L’induction d’une résistance systémique par un endophyte comprend des étapes

principales (Figure 3) qui sont:
3.6.2.4.1.1. L élicitation

Plusieurs molécules bactériennes peuvent jouer le role d’éliciteurs induisant la
résistance systémique (Bakker etal, 2007). Les flagelles bactériens sont nécessaires pour la
mobilité et I’attachement des PGPR avec les racines des plantes et donc ils sont importants

pour une colonisation efficiente des tissus végétaux (Persello-Cartieaux etal., 2003).

Les molécules lipopolysaccharidiques (LPS) qui constituent la paroi des bactéries
peuvent étre impliqués dans 1’élicitation de ’ISR (Meziane etal., 2005). d’autres molécules
produites par les endophytes présentent un effet éliciteurs telle que 1’acide salicylique et les

antibiotiques (Weller etal., 2004).
3.6.2.4.1.2 La transmission du signal

La transmission du signal de I’ISR implique la perception des deux phytohormones :
I’acide jasmonique et 1’éthyléne (Van wees etal., 2000 ; van loon et al., 2006). Par exemple,
I’application du précurseur d’éthyléne ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid) a
stimulé I’ISR dans les plants d’Arabidopsisthalianaexprimant le géne etr-1 (qui ne sont pas
capable de produire 1’éthyléne) de la méme fagon que des plantes traitées avec une bactérie

PGPR (Van Loon et Bakker, 2005).
3.6.2.4.1.3 L’expression des mécanismes de défense

Pour I’expression des mécanismes de défense, I’'ISR peut éEtre associée a
I’accumulation des enzymes hydrolytiqyes (Maurhoferer al,. 1988). Par exemple, le traitement
des graines de pois par Pseudomonas fluorescens 63-28 a induit la production d’enzymes
hydrolytiques telles que des chitinases et des B-1,3-glucanases. Ces enzymes hydrolytiques
s’accumulent au site de pénétration de Fusarium oxysporumf.sp. pisi et par conséquent, elle
peuvent étre directement impliquées dans la dégradation des paroi cellulaires fongique

(Benhamou et al, 1996). Le renforcement de la parois ainsi que la production de
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phytoalexines sont aussi des mécanismes de défenses pouvant étre induit par les PGPR

(Nandakumar etal., 2001 ; jeun et al., 2004).

Figure 5: Les différentes phases du phénoméne d’induction de résistance chez les plantes par

les rhizobactéries (Jourd, 2008).

(A):La perception de la bactérie par I’hote végétal via un (des) éliciteur(s) moléculaire(s).

(B) : émission d’un signal a travers toute la plante menant a un état (induit) systémique alors que la bactérie

inductrice ne migre pas.
(C) : Laplante réagit rapidement et limite une infection ultérieure d’abord localement autour du site d’attaque.

(D) : Réaction systémique menant a un renforcement de tous les organes qui permet une certaine résistance vis-

a-vis d’une agression future.

4. Putilisation de Pseudomonasspp et Bacillus spp dans la lutte biologique
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La plupart des souches bactériennes exploitées comme biopesticides appartiennent aux
genres Bacillus et Pseudomonas (Haas et Defago 2005). Beaucoup de recherches se sont
concentrées sur ces deux derniers types de bactéries parce qu’ils sont des habitants communs
de la rhizosphére et possédent une grande activité dans le contrdle biologique des maladies
liées au sol. Ils ont la capacité¢ de produire de nombreux antibiotiques, et ils sont faciles a

cultiver in vitro ou a manipuler en laboratoire.
4.1 Le genre Pseudomonas spp.

Le genre Pseudomonas est découvert en 1894 par Migula. C’est un grand groupe
bactérien particulierement important qui appartient a la sous-classe des y protéobactéries et

comprend plus d'une centaine d'especes ubiquitaires (Bossis etal., 2000):

Phylum.......................... Proteobacteria
Classe..........coovviiiinnn. Gammaproteobacteria
Famille........................... Pseudomonaceae
Ordre.............ccooviiiiiini, Pseudomonales

Ce sont des bactéries ubiquistes particulierement abondantes dans les sols, les eaux, et
souvent pathogeénes des animaux et des végétaux. Elles possédent plusieurs caractéristiques
intrinséques qui les rendent particulieérement intéressantes pour une utilisation comme agents
de lutte biologique. Ainsi leur capacité a coloniser les racines et a y maintenir une forte

densité de population est remarquable (Haas et Keel, 2003).

Cette grande rhizocompétence vient de leur taux de croissance plus élevé que celui de
la plupart des autres bactéries ; et de leur capacité a utiliser une gamme de substrats trés large,
souvent issus des exsudats racinaires, comme source d’azote ou de carbone. De plus, elles
sont tres faciles a isoler et a cultiver au laboratoire et se prétent aisément aux manipulations

génétiques (Moore etal., 2006).

Le genre Pseudomonas estcommunément divisé en deux groupes:
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1. LesPseudomonas spp. fluorescents:P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida ou P.

syringae).

2. LesPseudomonas spp. non-fluorescents :P. alcaligenes, P. fragi ou P. stutzeri) (Gaélle

rossignol, 2007).
4.1.1 Morphologie des Pseudomonas spp.

Ces bactéries sont des bacilles a Gram négatif de 1,5 a Sum de long et de 0,5 a 1 um
de diamétre, mobiles et asporulées (Bell-Perkins et Lynch, 2002). Elles sont aérobies
obligatoires, a 1’exception de certaines qui peuventuliliserle NO3- comme accepteur
d’¢lectrons. Elles ont un métabolisme mésophile et chimio-organothrophe oxydatif (Moore

etal., 2006).
4.1.2 L’intérét des Pseudomonas spp.

Certaines especes de Pseudomonas sont capables de mettre en place des interactions
mutualistes. Elles sont trés largement représentées parmi les bactéries a effet PGPR qui
promouvoient la croissance des plantes. Ces bactéries sont aussi largement retrouvées parmi
les agents potentiels de lutte biologique qui ont pour effet d’améliorer la santé¢ des plantes et
sont notamment connues pour leur effet antagoniste avec les phytopathogeénes. La grande
diversité¢ des mécanismes d’action de ces Pseudomonas est principalement liée a leur grande
capacité a produire une large gamme de métabolites secondaires et a induire I’ISR chez les
plantes (Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; Whipps, 2001; Weller etal,, 2002 ; van Loon,
2007).

4.2 Le genre Bacillus spp

LesBacillus forment un genre de bactéries a gram positif, appartenant a la famille des
bacillacées (Bacillaceae), I’ordre des Bacillales, la classe des bacilles (Bacilli), le phylum des
Firmicutes. De forme bacille, ils sont aérobies ou aéro-anaérobies facultatifs, Ces bactéries
sont capables de produire des endospores leur permettant de résister a des conditions

environnementales défavorables (Richardson et al., 2009).

Les Bacillus sont hétérotrophes, saprophytes et ubiquitaires. Elles sont fréquemment
retrouvées dans le sol ou certaines espéces ont un rdle dans le cycle du carbone et de I’azote

on peut trouver des Bacillus dans des denrées alimentaires (Richardson et al., 2009).
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4.2.1 Classification

Le genre Bacillus est classé comme suite:

Régne : Bacteria
Embranchement : Firmicutes
Classe : Bacilli
Ordre:Bacillales
Famille : Bacillaceae
Genre : Bacillus

4.2.2 L’intérét des Bacillus spp

Plusieurs espéces du genre Bacillus sont efficaces dans le bio controle de divers
champignon phytopathogénes (Wiliams et Asher, 1996 ; Landaet al., 1997 ; Commareet al.,
2002 ;Swain et Ray, 2006).

Les especes de Bacillus productrices d’antibiotiques sont B. subtilis, B. polymyxa, B.
brevis, B. licheniformis, B. circulans, B. cereus. Les antibiotiques polypeptidiques produits
par Bacillusles plus utilisés dans les traitements médicaux sont la bacitracine, les
polymyxines, la tyrotricidine (Morikawaet al.,1992 ; Perez et al., 1993 ; Drabloset al., 1999).
Ils sont un large spectre d’action et sont utilisés comme agent anti-fongiques (Milner et

al., 1995).

La plupart de Bacillus ont ét¢ capables d’inhiber la croissance de Fusaruimoxysporum
efficacement in vitro. D’autres pathogeénes parmi le F. oxysporum dont F.o. ciciris, F.o.
phasioli et F.o. melonis sont inhibés par des isolats de Bacillusspp. de la rhizosphére du pios

chiche(Landa at al., 1997).
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Matériel et méthodes

Notre expérimentation a €té réalisée au niveau du laboratoire de phytobactériologie a
I’universit¢ Saad Dahleb de Blida et concerne 1’étude d’antagonisme in planta de
Pseudomonas brassicacearum souche PS1 isolé a partir d’une plante spontanée (Krimi et a/ .,
2012)vis-a-vis des trois souches phytopathogeénes d’Agrobacterium tumefaciens (E2x, E6 et
C58).

1. Matériel biologique
1.1. Culture des bactéries antagonistes et pathogénes

Tout au long de notre étude, toutes les bactéries pathogeénes et antagonistes ont été

cultivées sur le milieu de culture LPGA.

La bactérie antagoniste Pseudomonas brassicacearum souche PS1 et les pathogenes
d’Agrobacterium tumefaciens souches E6 ; E2x et C58 ont été préparés a partir des cultures
préalablement purifiées. La purification est une opération nécessaire afin d’assurer de la
pureté¢ de ces souches pour leur utilisation ultérieure. La méthode consiste a faire des
¢talements sectoriels avec la culture bactérienne de chaque souche a I’aide d’une anse, a
raison de 3 secteurs par boite de Pétri contenant le milieu LPGA, suivie d’une étape

d’incubation a 28-30°C jusqu'a I’obtention de clones purs.
1.2. Souches d’Agrobacterium tumefaciens utilisées

Les trois souches bactériennes pathogénes utilisées dans la présente étude
appartiennent a la collection du laboratoire de phytobactériologie (département d’ Agronomie
de I’Université Saad Dahleb, Blida). Parmi ces souches, deux souches locales E2X et E6 ont
¢été isolées a partir des tumeurs de « crown gall » issues des especes d’eucalyptus (Krimi et

al., 2006) et une souche de référence C58 isolée de Prunus (Dickey, 1961).
2. Test du pouvoir pathogene des souches d’Agrobacterium tumefaciens

Pour tester le pouvoir pathogene des souches d’Agrobacterium tumefaciens (la souche
de référence C58, et les souches E2X et E6), la plante test utilisée est le Kalanchoé
(Kalanchoé daigremontiana). Les limbes foliaires de la planteKalanchoé daigremontiana sont

fréquemment utilisés pour vérifier la virulence d ’Agrobacterium tumefaciens.
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Ainsi, on a inocule les feuilles de la plante Kalanchoé daigremontiana avec 1’eau
distill¢é stérile et avec la bactérie Pseudomonas brassicacearum souche PS1 afin de vérifier

son pouvoir pathogeéne sur les limbes foliaires de la plante.
2.1. Inoculation des feuilles de Kalanchoé

L’inoculation sur les plantes test est réalisée a 1’aide d’une culture bactérienne agée de
48h et cultivée sur le milieu LPGA (Hildebrand et al.,, 1988 ). La souche a tester est déposée
sur des blessures réalisées aseptiquement sur le limbe des jeunes feuilles de Kalancho€ d’une

couleur vert tendre.

Figure 6: I'inoculation des feuilles de la plante de Kalanchoéau niveau des
blessures par les souches d'Agrobacterium tumefaciens.

3. Test d’antagonisme in Planta

Plusieurs études ont montré que certains microorganismes ont un effet
antagoniste in vitro, et réussirent a produire le méme effet in vivo (Besnard et Davet,

1993 ; Bardin et al.,, 2003).

Nous avons vérifié l'effet d’antagoniste des Pseudomonasbrassicacearum souche
PS1 contre les souches phytopathogenes d’Agrobacterium tumefaciens E2X, E6, et une

souche locale C58.
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3.1.Matériel végétal

La tomate (Lycopersicum esculutum) appartient a la famille des solanacées. Le choix
de tester I’activité antagoniste sur la tomate, est diau fait qu’elle constitue une plante hote
commune utilisée lors des expérimentations pour les bactéries pathogénes d’Agrobacterium
spp car en cas de réponse positive, elle développe des tumeurs en temps tres court et

facilement a mesuré.

La variété testée est la 67703 F1 (var. hybride), les semences de tomate utilisées sont

fournies par la pépinicre (de Staoueli).
3.2. Méthodologie de semis

Les semences de tomate ont été désinfectées dans une solution constituée d’eau
distillée stérile et d’environ 2 a 3 gouttes d’eau de javel a 12°, la désinfection est suivie de 3
ringages successifs a ’eau distillée stérile. Les graines sont séchées sur papier filtre stérile

(Djellout.,2011).

Pour le semi, le substrat utilisé est un mélange de 2/3 de terre végétale récupéré au
niveau de la station expérimentale et 1/3 de tourbe. La stérilisation du substrat a été réalisée
selon la méthode Rapilly (1986), qui consiste a stériliser le sol a 2 reprises pendant une

période d’une heure a 250°C au four Pasteur. En intervalle de 24h (Rapilly, 1968).
3.3. La pré-germination

Les semences désinfectées ont été disposées dans des boites de Pétrie stérilisées dans

un four pasteur a 250° pendant 20 min.

Ces graines ont ¢té imbibées a I’eau distillé stérile sur un papier Wattman stérile, ces
derni¢res ont été menées sous une mini-serre réglé a une température de 25°C, jusqu'a

germination (2 a 3 semaine) (Figure 5).

Cette opération a €té suivie par une imbibition régulicre a 1’eau distillée stérile.
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Figure 7 : les semences pré-germées apres 3 semaines.

3.4. La Transplantation des graines germées

Apres la pré-germination les graines germées ont été transplantées dans des plaques
alvéoles contenant du sol arros¢ 48h avant I’opération avec I’eau du robinet stérile, cette

¢tape nécessite 2 a 3 semaines.

Une autre transplantation a été réalisée dans des gobelets en plastique (10cm x6.5cm)

a raison de 200g de sol par pot.

Le semis a été mené sous serre avec une photopériode de 16h lumiere et 8h d’obscurité

et une température de 25 a 30°C.

L’irrigation des plantes de tomate a été réalisée a I’eau du robinet stérile suivant les besoins

des plantes (en maintient un niveau adéquat d’humidité du sol).
3.5. La sélection des plantes pour I’inoculation

Les plantes de tomate ont été choisies au stade 2 a 3 vraies feuilles pour 1’étape de
I’inoculation par la bactérie endophyte, pour que I’ensemble des plantes soient homogene et

de méme stade phénologique.
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3.6. Dispositif expérimentale

L’essai de I’antagonisme in planta a été réalisé sous serre selon un dispositif
expérimental, qui est en bloc randomisé avec plusieurs traitements, un plan avec vingt
répétitions pour le test d’antagonisme, dix répétition pour les témoins positive et cinq

répétition pour le témoin négatif. Un total de 100 plants a été testé.
Les traitements sont les suivant :
T1 : Témoin négatif représenté par les 5 plantes inoculées avec I’eau distillé stérile.

T2 : Trempage des 60 plants de tomate dans la suspension bactérienne d’antagoniste puis
inoculé par les souches tumorigénes d’Agrobacterium tumefaciens E6 ; E2x et une souche de

référence.
T3 : Trempage des 5 plants de tomate dans la suspension d’antagoniste qui est la souche PS1

T4 : Représente les 30 plants de tomate inoculés directement avec la suspension de souches

tumorigenes d’Agrobacterium tumefaciens souche E6, E2X et C58.
4. La souche antagoniste

La souche endophyte utilisée pour notre essai est la bactérie Pseudomonas
brassicacearum souche PS1. Cette souche a été cultivée sur le milieu LPGA puis incubée a

28°C.

La suspension de la souche bactérienne endophyte a été préparée a partir d’une culture
préalablement purifiée. Pour I’étape de bactérisation, nous avons préparé des suspensions
bactériennes a une densité optique de 0.47a une longueur d’onde de 600 nm, ce qui

correspond a une densité cellulaire de concentration 107 CFU/ml (Djellout. 2011).
5. Souches d’Agrobacterium tumefaciens ainoculer

Les suspensions des souches bactériennes d’Agrobacterium tumefaciens E6 ; E2X et C58
a inoculer ont ét¢ préparée a partir d’une culture préalablement purifiées. La pureté¢ de la
souche a été vérifiée sur le milieu LPGA en réalisant plusieurs repiquages successifs, puis

incubation a 28°C (Hildebrand et al., 1988).

Pour I’étape d’inoculation, nous avons préparé des suspensions bactériennes des souches

d’Agrobacterium tumefaciens E6, E2X et C58 a une densité optique qui est respectivement
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de 0.14; 0.20 et 0.18 & une longueur d’onde de 600 nm, ce qui correspond a une densité
cellulaire de 10° bactérie/ml, confirmé par plusieurs travaux effectués sur Agrobacterium

tumefaciens (Portier, 2004).
6. Techniques d’inoculation des plantules de tomate in planta

Au stade deux a trois vraies feuilles, les plants de tomate sont retirés de leur potspour
créer des microblessures, rincés a I’eau du robinet pour €liminer I’exces de sol, puis trempés
pendant 24h dans une suspension bactérienne de Pseudomonas brassicacearum souche PS1 a
une densité optique de 0.47CFU/ml qui correspond a une concentration de 107

CFU/ml(Figure6).

Pour mettre en évidence ’activité antimicrobienne de la souche antagoniste, la plupart des
¢tudes de basent dur le ratio de 10 :1 qui correspond pour 1’antagoniste un ration dix (10) fois
supérieur par rapport a celui de la souche pathogéne (Eastwell et al., 2006). Comme le cas

dans notre expérimentation.
Le témoin négatif correspond a des plantes trempées dans de 1’eau distillé stérile.

Apres 24h les plantules de la tomate sont re-transplantés dans leur pots, et pour le rappel
de bacterisation avec une micropipette de volume 100ul on a arrosé les racines de chaque pot

avec la suspension de la bactérie endophyte souche PS1.

Figure 8 : plantule de tomate trempée dans la suspension bactérienne d’antagoniste.
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Apres 24h, les plantules de la tomate traitées par 1’antagoniste seront inoculées par les
souches pathogenes d’Agrobacterium tumefaciens E6, E2X et C58 a la concentration

cellulaire 10°CFU/ml.

La méthode d’immersion ou de trempage des racines des plantes par la souches PSla
¢été utilisés par plusieurs auteurs a savoir : Bouzar et al.,, 1991 ; Vicedo et al, 1993 ; Guessas

et Hadadji, 2009 ; Polymnia et al., 2004 ; Long et al., 2004 ; Djellout, 2011).

Avec un scalpel stérile, on réalise trois blessures dans la tige des plantules de tomate, a
intervalles de 1 cm a partir de I’extrémité en croissance. Un volume de 0.5ml d’eau distillé
stérile (témoins) ou de la suspension bactérienne de ’agent pathogéne d’Agrobacterium
tumefaciens, va €tre introduit au niveau des blessures (Kenneth et al., 2006). La tige inoculée
est ensuite enveloppée avec du papier aluminium stérile afin d’éviter la dessiccation de
I’inoculum (Kenneth et al., 2006). Les plantules sont maintenues en serre a une température

de 25-27°C, puis inspectées pour le développement de la tumeur.
4. Lecture de résultats

L’infection par les Agrobacterium tumefaciens se manifeste principalement par la
formation d’une tumeur au niveau du point d’inoculation (Bouzar et al,, 1991). Dans notre
expérimentation nous avons suivie les plantules de la tomate inoculées au niveau du collet

pendant cinq semaines.

Chaque semaine, on suit attentivement et de pres les plantules traitées par la prise des
photos de développement ou non des symptomes et a la fin c'est-a-dire a la cinquieéme

semaine, on a mesuré seulement la taille de tumeurs formées.
5. Analyses statistiques des résultats

Les résultats obtenus pour le test d’antagonisme in planta de la bactérie Pseudomonas
brassicacearum Souche PS1 envers les souches pathogeénes d’Agrobacterium tumefaciens
souches E6, E2X et C58 ont été reportés en premier lieu sur EXCEL puis analysés par le
logiciel SYSTAT vers. 12, SPSS 2009 systat afin d’analyser tous les parametres considérés.

Les analyses de covariance ont été conduites en considérant les tailles des tumeurs comme

moyennes et les souches a testées comme les variances.
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Résultats et interprétation

1. Résultats du Test de virulence des souches d’Agrobacterium tumefaciens

Toutes les souches d’Agrobacterium tumefaciens, les deux souches locales (E6, E2x)
et la souche de référence (C58) testées pour leur pouvoir pathogene sur les feuilles de

Kalanchoé (Kalanchoé daigremontiana) se sont révélées pathogeénes.

Le test de virulence a montré que les souches d’Agrobacterium tumefaciens utilisées
induisent la production des tumeurs sur les feuilles de Kalanchoé a partir de la 3éme
semaine apres I’inoculation (Figure 9), par rapport au témoin qui ne montre qu’une légere
cicatrisation de la blessure et qui correspondait aux limbes des feuilles de Kalanchoé

blessées et inoculées de I’eau distillée stérile (Figure 10).

Le test de vérification du pouvoir pathogénes des souches Agrobacterium tumefaciens
Choisies lors de cette ¢étude a été fréquemment utilisé pour vérifier la virulence
d’Agrobacterium tumefaciens. sur limbes foliaires de la plante Kalanchoé (Kalanchoé

daigremontiana) (Moore et Bouzar, 1988).

Ces tumeurs n’ont pas les mémes caractéristiques, ni de taille ni de vitesse
d’apparition que celles induites par la souche E6. En effet, cette derniére produit des
tumeurs plus importantes et plus rapides (aprés deux semaines d’inoculation) que les
autres souches d’Agrobacterium tumefaciens testées lors de cette étude sur les feuilles de

Kalanchoé (Figure 9).
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Figure 9 : Test de virulence des différentes souches d’A. Tumefaciens C58, E6 et E2X sur les
feuilles de Kalanchoé (Kalanchoé daigremontiana). Photo prise 3 semaines apres

I’inoculation. Des tumeurs sont visibles apres inoculation avec les souches d’A.tumefaciens.

Figure 10: I’inoculation des feuilles de Kalanchoé (Kalanchoé
daigremontiana) avec I’eau distillée stérile (Témoin).
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2. La réponse de la bactérie Pseudomonas brassicacearum souche PS1 au test de

pathogénicité sur les limbes foliaresdeKalanchoé (Kalanchoé daigremontiana)

Cette réaction basée sur I’inoculation des feuilles de k.daigremontianaavec la bactérie
Pseudomonas brassicacearumsouche PS1, est négative, elle ne montre qu’une légere

cicatrisation de la blessure au niveau du point d’inoculation (figure 11).

Figure 11: I’inoculation des feuilles Kalanchoé (Kalanchoé
daigremontiana) avec Pseudomonas brassicacearum souche PS1. Photo
prise apres 3 semaines d’inoculation.

Un test d’hypersensibilité sur limbes de tabac a été réalisé par des travaux antérieurs pour
vérifier la virulence de la souche PS1. Ce test s’est montré négatif ce qui confirme la non
pathogénicité de la bactérie Pseudomonas brassicacearum (Djellout, 2009 ;Alim, 2011)
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3. Résultats de I’essai de bioprotection de la tomate contre la galle du collet in
planta par ’utilisation de la bactérie endophyte

Pseudomonasbrassicacearumsouche PS1

Le test d’antagoniste in planta s’est réalisé sur les plantules de tomate, (variété
hybride 67703 F1), inoculées avec Pseudomonas bracicasearum souche PS1 pour le but de
confirmer le pouvoir antagoniste et bioprotecteur in planta de cette souche a 1’égard de la

collection des souches d’Agrobacterium tumefaciens choisies (E6, E2X et C58).

En effet, les résultats obtenusnous ont permis de constater une diminution de la
sévérité dessymptomes du crown gall sur les plantules de tomate,préalablement trempées dans
la suspension bactériennes de Pseudomonas brassicacearumsouche PS1 par rapport au
témoin positif qui correspond aux plantules de tomates inoculées directement avec les souches

d’Agrobacterium tumefaciens, et au témoin négatif trompées dans 1’eau distillé stérile (Figure

12).
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A
Figure 12 : Réponses des plantules de tomate aux différents traitements (photos prises a la

5éme semaines).

(A : plante trempée dans la souche antagoniste puis inoculée par les souches d’Agrobacterium tumefaciens ,
B : plante inoculée directement par les souches d’Agrobacterium tumefaciens 5 C : plante inoculée avec 1’eau

distillée stérile ; D : plante inoculée avec Pseudomonas brassicacearum souche PS1).
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La formation des tumeurs a été induite a la deuxiéme semaine apres 1’inoculation par
les souches d’Agrobacterium tumefaciens, par rapport aux plantules trempées préalablement
dans la suspension bactérienne d’endophyte souche PS1, qui ont parfois développé des

tumeurs a partir de la 4éme semaine.

Nous avons remarqué une variabilité dans la taille des tumeurs si on compare les
plantules trempées dans la suspension bactérienne Pseudomonas brassicacearum souche PS1
(figure 12, A) par rapport aux témoins positifsplantules inoculés directement par les bactéries
pathogénes d’Agrobacterium tumefaciens souches E2X, E6 et C58 (figure 12, B). dont la
taille des tumeurs des plantules trempées dans la suspension bactérienne PS1 est plus faible

que la taille des tumeurs des plantules inoculées directement par les souches d’A4.tumefaciens.

La souche E6 d’A.tumefaciensest relevée la plus virulente par rapport aux souches
d’A.tumefaciens C58 et E2X, Un effet retardé s’est manifesté¢ et a permis d’influencer la

virulence des souches d’Agrobacterium spp.

L’exemple typique concernant cet effet est généré par la souche E6 d’Agrobacterium
tumefaciens, qui est la plus séveére, ou I’induction des tumeurs a été observé a la deuxiéme
semaine pour les plantules inoculées directement avec la souche E6 et a partir de la quatriéme

semaine pour les plantules trempées dans la suspension bactérienne PS1.

La souche d’A.tumefaciens E6 est relevée la plus virulente ou la taille des tumeurs
dépassent les 7mm de diametre par rapport aux souches d’A.tumefaciensC58 et E2X.
Cependant, a travers les résultats obtenus, nous avons remarqué que les plantules de tomate
inoculées par les souches pathogenes d’Agrobacterium tumefaciens souche E2X et E6 sont
virulentes avec une taille des tumeurs correspond successivement a 5 et 7 mm de diamétre par
rapport a la souche de référence C58 qui présente une taille de tumeurs correspond a 4.5 mm

de diameétre.

La taille des tumeurs développées sur les plantules traitées par la bactérie
Pseudomonas  brassicacearum  souche PS1, puis inoculées par la  souche
d’A.tumefacienssouche E6 n’a pas dépassée les 4.33 mm alors que les plantules inoculée
directement par la souche d’A4.tumefaciensE6 ont présenté des galles de 9.33 mm de diamétre,
méme pour les autres traitements on observe une diminution de la taille des tumeurs on

comparaison avec le témoin positif (tableau 2).
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Traitement antagoniste/Pathogéne

témoin positif

témoin négatif

Plantes PS1/C58 PS1/E6 PS1/E2X C58 E6 E2X PS1 ED
1 2,33 3,66 2,66 4,33 7,66 5,33 0 0
2 1,67 3,66 2,33 3,33 6,33 4,33 0 0
3 1 4,33 3 1,66 5,33 3 0 0
4 1 3,33 1,33 5,33 5,66 3,33 0 0
5 2 4,33 2,33 4,33 4,66 10,33 0 0
6 2,66 6 2,66 2,66 5,66 5,33
7 1,33 4,33 1,66 4,66 5,66 5
8 1 3,66 2,66 3,33 6 4,66
9 1,66 4 2 3,66 9 4,33

10 2,66 3 2,33 2,33 9,33 6
11 1 1,66 2,66

12 1,66 1,66 3

13 1 3 2,66

14 1,66 3,33 2,33

15 1,33 3 3,33

16 1 2,33 3

17 0,66 2,33 3,33

18 2,33 2,66 2,33

19 1.33 2,33 Pl orte
20 € morte 1,33 € morte

la moyenne de diametre (mm) des tumeurs pour chaque traitement.
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L’application du modele GLM sur les résultats d’antagonisme bactérien a permis de
déduire que les effets antagonistes de la souche endophyte testée sont hautement significatifs

selon les différentes souches d ’Agrobacterium tumefaciensinoculées(P=0,000 ; p < 0.05).

Tableau 3 : Modéle GLM appliqué sur ’effet de la souche antagoniste PS1 et les souches
d’Agrobacterium tumefaciens sur le développement des symptomes du crown gall sur les

plantules de tomate testées par rapport au diamétre des tumeurs.

Source Somme des d.d.1 Carré F-ratio P
carrés moyens
Traitement 310.073 7 44.296 37.105 0.000
8 I |
51 1 -
£
= 1 3
5 {
+
_1 | | | | | | _1|‘_ |
S A O TP oSN, B, AP
< T RN ?66? <=

Traitement

Figure 13 : Modéle GLM appliqué sur le diamétre des tumeurs pour chaque traitement.
D : diamétre de tumeur (mm)

EDS : eau distillé stérile
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L’essai in planta est trés important pour la confirmation de I’effet antagoniste de la
souche PS1 qui se traduit soit par 1’absence de tumeur aux points d’inoculation ou par la

formation des tumeurs de faible taille.

Nous avons pu constater que la souche PS1, a retardé la formation et I’induction des
tumeurs au niveau des plantules de tomate trempées au préalable, dans la suspension
bactérienne d’endophyte, comparées aux témoins positifs qui correspondent aux plantules de
tomate inoculées directement avec les souche d’Agrobacterium tumefaciens Ou aux témoins

négatifs trempés dans I’eau distillée stérile.

Les souches d’Agrobacterium tumefaciens inoculées sur les plantules de tomate apres
trempage dans la souche PS1, ont développé des tumeurs qui ne dépassent pas en moyenne les
3.5 mm de taille comparées aux plantules qui n’étaient pas traitées par les souches PS1ou bien
les plantules qui ont été traitées par 1’eau distillée stérile. Ces derniers ont développé des

tumeurs de taille qui dépassent en moyenne 5,7 mm de diamétre (figure 13).

La souche endophytes PS1 de Pseudomonas brassicacearum a été plus efficace sur les
plantules inoculées par la souche pathogene d’A.fumefaciens C58 ot elle montre des tumeurs
moins importantes (1.7mm), que les plantules inoculées par les souches d’A.tumefaciiens E6

(3.3mm).

Les résultats de notre expérimentation présentent des valeurs trés hautement

significatives malgré qu’on ait travaillé sur une variété hybride (peu sensible).

Nos résultats corroborent avec la bibliographie qui rapporte que le genre Pseudomonas
peut coloniser les tissus des plantes (Bossis et al.,, 2000), connue pour leur effet antagoniste et
leur pouvoir protecteur sur un grand nombre de culture (Nielsen et al., 1998 ; Dorrance et al.,
2004). ces derniers (les Pseudomonas spp.)possedent de nombreux traits qui les rendent bien
adaptés comme agent de lutte biologique par la production de métabolites qui comprennent
des enzymes lytiques, des auxines, des sidérophores et des antibiotique qui agissent

directement sur 1’agent pathogéne.
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Discussion

La présente ¢tude a porté sur I’évaluation de 1’activité antagoniste in planta de la
bactérie endophytePseudomonasbrassicacearumsouche PS1 envers des souches pathogeénes

d'Agrobacterium tumefaciens sur des plantules de tomates.

Cette ¢tude a ¢t¢ conduite dans le but ultime de recherche des agents de lutte induisant

une résistance systémique chez les végétaux atteints de maladies bactériennes.

La réalisation du test de pathogénicit¢ sur la plante Kalanchoé (Kalanchoé
daigremontiana) a 1évélé que les trois souches d’Agrobacterium tumefaciens sont
tumorigénes et cela est confirmé par la formation des tumeurs,des galles au niveau des feuilles

de Kalanchoé.

Cette plantes mode¢les est fréquemment utilisées dans les tests biologiques des especes

du genre Agrobacterium (Djellout, 2011 ; Tolba et Soliman, 2013).

Agrobacterium tumefaciens est une bactérie a Gram-négatif vivant dans le sol. C’est
un pathogeéne de différentes plantes dicotylédones qui provoque 1’apparition de tumeurs au

point de I’infection (Zonia et al., 2001).

Le crown gall est la maladie prédominante la plus rencontrée dans les pépinieres
d’arbres fruitiers, de plantes ornementales, de la vigne et d’arbres forestiers dans plusieurs
régions du monde affectant fortement le rendement commercial (Zonia et al., 2001 ; Krimi et

al., 2006).

Une fois la plante transformée, la tumeur se développe méme si la bactérie n’est plus
présente. La gravité de ces dégats a incité le déploiement de grands efforts pour trouver des

moyens de luttes adéquates et efficaces. (Raio et al., 1997)

Les techniques pour contrdler la maladie sont donc surtout préventives. L’utilisation
d’un matériel de propagation sain, il est préconisé d’utiliser des plantes exemptes de tumeur,
il faut détruire les plants présentant de tels symptomes et 1’utilisation des variétés ou

d’especes résistantes ou peu sensibles au crown gall (Lacroix, 2003).

Une méthode de lutte efficace envers un agent pathogéne est celle qui garantie la

protection de la plante avec un cout économique acceptable tout en préservant 1’équilibre de
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I’écosysteme (Lepoivre, 2003). Les techniques de lutte microbiologique par I’utilisation de
pesticides d’origine microbienne, font appel a deux principes ; la réduction de 1’inoculum
infectieux pendant la phase de conservation ou de survie du pathogene et/ou I’interférence

avec le processus d’infection de la plante hote.

Les bactéries endophytes sont localisées spécifiquement dans les éspaces
intercellulaires des tissus épidémiques, ellessont méme ¢été trouvées dans les tissus
conducteurs de la seéve (Bowen, 1979 ;Bennett et Lynch, 1981).Elles adhérent aux cellules de
la plante par des filaments, montrant ainsi qu’il existe une compatibilité structurale entre
I’endophyte et les parois des cellules végétales (Bowen, 1979). Cependant, d’autres bactéries
endophytes peuvent étre localisées a I’intérieur des cellules végétales (Jacobs et al., 1985) et

dans les tissus vasculaires (Bell et al., 1995).

Les bactéries endophytes vivant dans les tissus sains des plantes sont relativement une
source potentielle et un produit naturel pour des fins d’exploitation dans 1’agriculture, la
médecine, et d’autres industries (Strobelet al., 2004). En effet, certaines souches appartenant
aux genres bactériens telluriques comme les Enterobacter, Pseudomonas, Burkhloderia,
Bacillus, etAzospirillumse sont dévoilés expérimentalement des agents efficaces dans le cadre
de la lutte biologique (Lodewyckxet al., 2002 ;Smadjaet al., 2004).Ces endophytes peuvent
assurer une bioprotection de la plante envers certaines agressions parasitaires (Berg et al.,

2005).

En effet, le microorganisme du genre Pseudomonas est généralement une bactérie
tellurique, et peut méme coloniser les tissus des plantes, il est connu pour son effet

antagoniste et son pouvoir protecteur sur un grand nombre de cultures (Ligon et al., 2000).

Des travaux précédents mis en évidence la capacité de plusieurs Pseudomonas et

Bacillus a réprimé la croissance bactérienne des Agrobacterium spp. (Djellout, 2011).

D’aprés Alim et Djellout (2011), les résultats d’analyse moléculaire obtenus apres
séquengage de I’ADN ribosomal 16S a permis de dégager deux genres majeurs treés
importants ; le genre Bacillus sp. et le genre Pseudomonas sp.Auxquels nos isolats

endophytes appartiennent.

Les Pseudomonas spp.ont suscit¢ un grand intérét. Elles sont connues depuis
longtemps pour leur aptitude a réduire 1’incidence des maladies racinaires dans certains

champs, ainsi qu’a inhiber la croissance d’un grand nombre d’agents pathogenes in
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vitro(Dorrance et al., 2004). Cette capacité d’inhibition peut se faire selon plusieurs
mécanismes incluant la production d’une large gamme de métabolites antimicrobiens qui
comprennent des enzymes lytique, des auxines, et dessidérophores (Sunish Kumar et al.,

2005 ; Ongena et Thonart, 2006).

Dans le sol, les Pseudomonas spp.représentent une fraction non négligeable de la
communauté microbienne, partageant leur milieu avec des commensaux représentés
principalement par les genresBacillus et Actlinomyces. On les retrouve dans tous les horizons,
plus particulicrement sur les systémes racinaires des plantes. Les différentes especes de
Pseudomonas qui colonisent la rhizosphére possédent plusieurs caractéristiques intrinseques
qui les rendent particulicrement intéressantes pour une utilisation comme agents de lutte

biologique (Allaire, 2005).

Dans notre travail, on a testé in vivo ’effet antagoniste de la bactérie endophyte
Pseudomonas brassicacearum souche (PS1). Ainsi, nous avons réalis¢ notre ¢étude
antagonisme bactérien a 1’encontre des trois souches virulentes d’Agrobacterium tumefaciens

sur la tomate qui répond efficacement a ces organismes pathogénes.

Un effet protecteur a été observé pour les plantules de tomate trempées dans la
suspension antagoniste vis-a-vis des souches tumorigénes d’Agrobacterium tumefaciens EO,
E2X et une souche de référence C58 ou la taille de tumeur est réduite (la taille des tumeurs ne
dépassent pas au moyenne les 3.5mm de diamétre) et parfois méme €limination compléte des
tumeurs par rapport aux plantules inoculées seulement avec les souches d’Agrobacterium

tumefaciens ou la taille des tumeurs observé dépassent les 7mm.

D’une maniere générale, les résultats obtenus a travers 1I’étude d’antagonisme in vivo,
nous ont permis de constater une diminution et parfois méme une absence totale de
symptomes de la gall du collet au niveau des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne endophyte, comparées aux témoins positifs qui correspondent aux plantules de
tomate inoculées directement avec les souches d’Agrobacterium tumefaciens et aux témoins

négatifs trempés dans I’eau distillée stérile.

Ces résultats suggerent que la bactérie antagoniste Pseudomonas brassicacearum
souche PS1 inoculée aux plantules de tomate, semultiplieau niveau de la rhizosphére, et
probablement pénétré a travers le systéme racinaire, elle est introduite par voie systémique et

s’installe dans les tissus de la tomate comme des hotes normaux. Le succés de cette
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colonisation rhizosphérique et endophytique et d’une telle réponse antagoniste est
certainement dii au fait que ce sont des bactéries isolées des tissus des plantes et elles se sont

adaptées facilement a ce milieu.

Nos résultats concordent avec ceux de Djellout (2011) qui a évalué I’effet antagoniste
des bactéries appartenant au genre Pseudomonas. ces derniéres conduisent a une diminution et
méme une absence totale de symptomes de la galle du collet au niveau des plantules de
tomate trempées dans la suspension bactérienne d’endophytes ayant une concertation

cellulaire de 107 CFU/ml (Djellout, 2011).

Le délai de 24h dans nos conditions expérimentales in planta, a permis de retarder la
formation et I’induction des tumeurs au niveau des plantules de tomate trempées dans la
suspension bactérienne endophyte, comparés aux témoins positifs qui correspondent aux
plantules de tomate inoculées directement avec les souches d’Agrobacterium tumefaciens. ces
derniéres ont induit la formation des tumeurs a la deuxiéme semaine apres 1’inoculation par
rapport aux plantules de tomate trempées dans la suspension bactérienne d’antagoniste, qui
ont parfois développés des tumeurs a partir de la quatriéme semaine, et cela été influence par
la sévérit¢ de la souche d’Agrobacterium tumefaciens, par exemple la souche E6
d’A.tumefaciens, qui est la plussévere, ou I’induction des tumeurs a été observé a la 2émé
semaine pour les plantules inoculées directement avec la souche E6 et a partir de la 4émé
semaines pour plantules trempées dans la suspension bactérienne d’antagoniste Pseudomonas

brassicacearum (PS1).

Le traitement par ces souches de Pseudomonas avec une concentration cellulaire plus
¢levée que celle du pathogéne a pu inhiber la formation des galles sur la tige de la tomate

(Djellout,2011).

L’efficacité¢ de Pseudomonas spp réside dans la concentration cellulaire, qui doit étre
plus élevée que celle du pathogene, et dans le temps attribué a 1'antagoniste qui doit étre plus

large que les 24h (Pal Bais et al. ,2004; Hammami et al. ,2009; Djellout, 2011).

Le succes de cette protection dépend du moment de 1’application de 1’antagoniste
.Ainsi, I’inoculation des plants de tomate avec la suspension d’antagoniste protecteur bien
avant les agrobactéries virulentes leur confére une protection intéressante. Ce délai, dans nos
conditions expérimentales, est de 24heures. Les plants sont ainsi mis en alerte " “priming’

suite a la reconnaissance de la bactérie pour réagir de manicre systémique et plus rapidement
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vis-a-vis de I’expression des génes de défense et de 1’accumulation de produits inhibiteurs
pour le pathogéneapres la perceptiond’un agent pathogene. Il apparait clairement que ce
phénomeéne de priming fasse partie intégrante des deux types de réactions de
defensesystémique, SAR et ISR. (Van Wess et al.,1999 ;Ton et al., 2007). Nos résultats

renforcent ce concept dans le contexte spécifique de I’ISR.

Cette protection n’était pas durable car elle a juste retardé 1’induction des tumeurs, et
elle n’était pas maximale, car il ya eu quand méme formation des tumeurs pour quelques

plantules méme si ces tumeurs étaient de petite taille.

Le changement dans les métabolismes de la plantes hote exige un délai entre
I’application de 1’agent protecteur et celle du pathogeéne. Cedélaidépend du trio plante hote,

agent protecteur et agent pathogeéne (Ryan et al., 2004).

D’une maniére générale, cette capacité d’inhibition chez les Pseudomonas spp peut se
faire selon plusieurs mécanismes incluant la production d’une large gamme de métabolites
antimicrobiens et de sidérophores. Ces derniers, permettent la compétition pour 1’acquisition
du fer. Dans un milieu comme le sol ou cet ¢lément est présent en trés faible quantité, cela
peut nuire a la croissance saprophyte de plusieurs agents pathogeénes et ainsi réduire la
sévérité de la maladie (Allaire, 2005). on note également, pour certaines souches de ce groupe
de bactéries, une capacité a induire les mécanismes de défense chez la plante (Jourdan et al.,

2008).

La présence de la plante hote fait que 1’agent protecteur exige d’autre facteurs pour
exercer son antagonisme, notamment une période suffisante pour induire la résistance des

plantes a I’attaque par le pathogénes

La protection conférée aux plantules de tomate inoculées par les souches pathogenes
d’Agrobacterium tumefaciens (E2X, E6 et C58) au niveau des blessures induites sur la tige
alors que I’inoculation par la bactérie antagoniste Pseudomonas brassicacearum souche PS1 a
¢té faite au niveau racinaire, ce qui suggere un effet d’induction systémique de la résistance
(ISR), tant que cette derniere elle n’est pas en contact avec 1’agent phytopathogeénes (Van

Loon et Bakker, 2005).

La colonisation rhizosphérique et endophytique ainsi que la production d’antibiotiques
et la capacité des especes de Pseudomonas a induire une résistance systémique chez la plante

auraient jou¢ un role important dans la bioprotection de la tomate (Jourdan et al., 2008).
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L’ISR s’est avérée €tre induite par des microorganismes variés et plus particuliérement
par des rhizobactéries. Celles-ci incluent des bactéries a Gram-négatif qui sont les plus

étudiées dans le contexte de I’ISR.

En effet, Compant et ses coll. (2005) ont rapporté dans un article de synthése que la
résistance systémique induite (ISR) des plantes est 1’'un des plus importants mécanismes de
biocontrol par les bactéries protectrices. Ce phénoméne consiste en I’activation d’un certain
nombre de géne qui permettent I’induction et le maintien d’un état de résistance de la plante

entiere contre le pathogene (Kleopper et Beauchamp, 1992).

Le role des antibiotiques produit par les bactéries endophytes semble étre important
dans les mécanismes de suppression de la maladie. Kemper et ses coll. (année) ont démontré
que la résistance induite par un prétraitement avec Pseudomonas spppeut étre impliquée dans
le mécanisme de suppression de flétrissement bactérien de la pomme de terre (Zonia et Raio,
1999). La suppression de la maladie montrée dans notre expérimentation peut étre aussi le

résultat de la résistance systémique induite par la bactérie Pseudomonas brassicacearum. .

Notre étude a confirmé le pouvoir antagonistes in planta de la bactérie Pseudomonas
brassicacearum souche PS1 envers les trois souches d’Agrobacterium tumefacienssouche
E2X, E6 et C58. Ces résultats sont trés prometteurs et suggerent des études plus approfondies
afin de mettre en place une formulation permettant leur homologation et par la suite leur

utilisation.

Bien que la lutte biologique par 'utilisation des bactéries antagonistes présente 1’une
des méthodes de contrdle des maladies la plus recherchée, elle peut soigner les problemes dus
aux pressions biotiques et abiotiques exercées sur la plante surtout si ces pressions n’ont pas
des achévements efficient. La conscience du cout environnemental des pratiques chimiques et
les craintes formulées par le consommateur ne peuvent trouver des solutions dans la lutte

biologique.
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Induction of resistance by Pseudomonas brassicacearum strain PS1 in the pathosystem:
tomato /Agrobacterium tumefaciens.

Abstract

This work aims to study the antagonist in vivo to the endophytic bacteria strain
Pseudomonas brassicacearum PS1 to three tumorigenic stem C58, E6 and E2x of
phytopathogenic bacterium Agrobacterium tumefaciens.

The antagonism in planta testing was performed on tomato seedlings (Lycopersicum
esculutum) F1 hybrid variety 67703 in stage two to three true leaves.

The results showed a decrease of development of the symptoms of crown gall disease
on tomato seedlings previously soaked in a bacterial suspension of endophyte and inoculated
by Agrobacterium tumefaciens strains compared to positive controls which correspond to the
tomato seedlings directly inoculated with the Agrobacterium tumefaciens strains and negative
controls soaked in sterile distilled water.

The time allocated to endophyte strains (24) gave better control of crown gall. PS1
strain showed a remarkable protective effect, the size of tomato seedlings tumors dipped in
suspensions antagonistic bacteria does not exceed the average by 3.5 mm diamétre against
seedlings inoculated directly by Agrobacterium tumefaciens strains have tumors that exceed 7
mm in diameter.

Antibiotic production and the ability of Pseudomonas spp. inducing systemic
resistance in plants could play an important role in the suppression of the crown gall disease.

These results are very interesting and suggest the use of this endophyte Pseudomonas
spp. as a biocontrol agent against plant diseases and biocontrol of plant health.

Keywords: antagonist, endophyte Pseudomonas brassicacearum,Agrobacterium tumefaciens,
gall, biocontrol.
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Conclusionet perspectives

La galle du collet est une maladie causée par les agrobactériestumorigénes.
Cettemaladie est responsable d'épidémies dans plusieurs régions du monde. elle présente

jusqu'a nos jours, une grand importance économique pour les pépiniéres et les vergers.

L’utilisation des agents de lutte biologique constitue une approche écologique trés
promotrice contrairement aux traitements chimiques, car l'utilisation des bactéries
antagonistes n'interfére pas 1'équilibre de la biocénose. Les antagonistes colonisent les tissus
de la plante et ils ont des effets stimulateurs sur I'hote. ces souches antagonistes peuvent etre
facilement appliquées dans les pratiques des pépinieres par 1'immersion des racines des jeunes

plantes et boutures dans les suspensions bactériennes avant la plantation (Limansaka, 2012).

Le travail de ce mémoire avait pour objectifs d’étudier le pouvoir antagoniste in vivo
de la bactérie endophyte Pseudomonas brassicacearum souche PS1 envers trois souches
tumorigeénes de la bactérie phytopathogene Agrobacterium tumefaciens, Ainsi de contribuer a
faire progresser les connaissances sur les interactions bénéfiques entre les plantes et les

microorganismes.

Agrobacterium tumefaciensest la bactérie phytopathogéne qui induit la formation
d’une tumeur du collet au niveau du site d’infection de la plante. Ces tumeurs dont 1’extension
peut-étre parfois considérable, détournent les flux de métabolites de la plante, abaissant par-la
méme la croissance, et le rendement. Sur des tissus jeunes, leur développement peut conduire

a un « étranglement » des tiges ou des racines, et a un arrét de la circulation de la séve.

Par ailleurs, de nombreuses bactéries sont capables d’améliorer la sant¢ des plantes
attaquées par cette bactérie phytopathogéne en limitant sa croissance Certaines sont utilisées
en agriculture comme agents de lutte biologique. Durant les trois dernieres décennies, les
bactéries appartenant au genre Pseudomonas ont ét¢ identifiés comme agents potentiels de

biocontrole, a I’encontre des phytopathogenes(Schroth et al., 1992).

Ces capacités antagonistes des Pseudomonas spp. sont dues a différents mécanismes,
comprennent la production d’antibiotiques contre les bactéries pathogeénes (Thomashow et
al.,1990), la réduction de fer disponible pour les phytopathogenes présents dans la rhizosphére
(Scher et Baker, 1982), la synthése d’enzymes dégradant les paroi cellulaires fongiques et la

compétition avec les microorganismes déléteéres pour les niches sur la plante. la séquestration
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du fer pour les plantes par les sidérophores. La production de phytohormones ou encore par

solubilisation de formes de phosphore insolubles.

L’induction d’une résistance systémique est I'un des mécanismes d’action pouvant
étre assuré par les bactériesendophytes et plus précisément par les Pseudomonas spp. Ce type
de résistance peut protéger la plante méme si I’endophyte n’est pas en contact avec

I’agentpathogene(vanloon et bekker , 2005).

C’estl’un des plus importants mécanismes de biocontrole, ce phénoméne consiste en
’activationd’un certain nombre de génes qui permettent I’induction et le maintien d’unétat de
résistance (compant et a/ , 2005).La bactériePseudomonas bracicasearum souche PS1 a été
examinée pour son pouvoir antagoniste in planta, dont elle a pu supprimer ou réduire la taille
des tumeurs causé par les trois souches pathogénes Agrobacterium tumefaciens E2X,E6 et
C58,et ellea montré un effet protecteur remarquable dont la taille des tumeurs des plantules de
tomate trempées dans les suspensions des bactéries antagonistes ne dépasse pas en moyenne
les 3.5 mm de diamétre par contre les plantules inoculées directement par les souches
d’Agrobacterium tumefaciens présentent des tumeurs qui dépassent les 7 mm de diametre.
Dans ce test les suspensions de la soucheantagoniste a été ajustéea une concentration
cellulaire 10 fois plus élevée que celle du pathogene. Ceci nous a permis de constater que
cette concentration cellulaire pour la souche antagoniste a réduit la taille des galles formées
sur les plantules de tomate mais elle n’a pas été suffisante pour empécher leur formation

complétement.

Etant donné que I’effet bénéfique des souches Pseudomonas spp.a été€ prouvé in vivo,
il est souhaitable de continuer ce travail dans le but de quantifier les métabolites secondaires
produits par ces bactéries, et qualifier d’autres métabolites pouvantétre impliqués dans la

promotion de la protection des plantes.

Des expériences sur une plus large gamme de plantes sont nécessaires. De méme,
I’¢largissement du spectre d’efficacit¢ contre d’autres pathogenes. Il serait intéressant
¢galement d’approfondir nos connaissances sur les mécanismes déclenchés par 1’application

des bactéries dans la lutte biologique.

Les résultats de la recherche que nous avons menée, nous a permis de confirmer le

pouvoir antagoniste de la bactérie endophyte Pseudomonas brassicacearum souche PS1
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contre la maladie du crown gall , nous souhaitons que d 'autres recherches seront menées a

I’avenir sur cette bactérie.
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Composition du milieu de culture LPGA

(Hildebrand el al .,1988)

5g d’extrait de levure.

5g de bactopeptone.

10g de glucose.

17 d’agar-agar.

11 d’eau distillée stérile.

Le pH est ajusté entre 7 et 7.2.

Autoclavera une température de 120°C pendant 20 minutes



Tableaul : Test d’antagonisme in planta : lasouche PS1de la bactérie antagoniste
Pseudomonas brassicacearum envers la souche C58 d’Agrobacterium tumefaciens.

Taille des tumeurs par blessure (PS1/C58)( mm).
a b C MOYENNE
inoculation
Plantes

1 2 3 2 2,33
2 2 1 2 1,66
3 1 1 1 1
4 2 0 1 1
5 1 3 2 2
6 2 3 3 2,66
7 1 2 1 1,33
8 1 1 1 1
9 2 1 2 1,66
10 3 3 2 2,66
11 2 0 1 1
12 1 2 2 1,66
13 1 1 1 1
14 2 2 1 1,66
15 2 1 1 1,33
16 2 1 0 1
17 1 1 0 0,66
18 3 2 2 2,33
19 1 2 1 1,33




Tableau 2 : Test d’antagonisme in planta : 1a souche PS1de la bactérie antagoniste
Pseudomonas brassicacearum envers la souche E6 d’Agrobacterium tumefaciens.

Taille des tumeurs par blessure (PS1/E6) (mm).
Site a b c MOYENNE
d’inoculation
Plantes

1 4 4 3 3,66
2 4 4 3 3,66
3 9 2 2 4,33
4 4 3 3 3,33
5 4 3 6 4,33
6 6 8 4 6
7 3 6 4 4,33
8 5 3 3 3,66
9 5 4 3 4
10 2 3 4 3
11 2 2 1 1,66
12 2 1 2 1,66
13 4 3 2 3
14 5 3 2 3,33
15 3 2 4 3
16 2 4 2 2,66
17 2 4 1 2,33
18 3 2 3 2,66
19 3 2 2 2,33
20 1 1 2 1,33




Tableau 3 : Test d’antagonisme in planta : 1a souche PS1de la bactérie antagoniste
Pseudomonas brassicacearum envers la souche E2X d’Agrobacterium tumefaciens.

Taille des tumeurs par blessure (PS1/E2X) (mm).

Site a b C MOYENNE
d culation
Plantes
1 2 1 5 2,66
2 2 4 1 2,33
3 4 2 3 3
4 1 2 1 1,33
5 3 2 2 2,33
6 3 2 3 2,66
7 2 2 1 1,66
8 2 3 3 2,66
9 3 1 2 2
10 3 1 3 2,33
11 3 3 2 2,66
12 3 2 4 3
13 2 3 3 2,66
14 3 2 2 2,33
15 5 3 2 3,33
16 3 3 3 3
17 4 3 3 3,33
18 2 3 2 2,33




Tableau 4 : Test d’antagonisme in planta : Taille des tumeurs des plantes inoculées
directement par la souche C58 d’Agrobacterium tumefaciens.

Taille des tumeurs par blessure (témoin positif) ( mm).
Site a b C MOYENNE
d ulation
plantes

1 5 5 3 4,33

2 4 3 3 3,33

3 5 0 0 1,66

4 6 5 5 5,33

5 4 4 5 4,33

6 3 3 2 2,66

7 4 5 5 4,66

8 3 4 3 3,33

9 2 6 3 3,66
10 3 2 2 2,33

Tableau 5 : Test d’antagonisme in planta : Taille des tumeurs des plantes inoculées
directement par la souche E6 d’Agrobacterium tumefaciens.

Taille des tumeurs par blessure (témoin positif) ( mm).
Site a b C MOYENNE
d’ineculation
plantes
1 5 14 4 7,66
2 11 4 4 6,33
3 5 5 6 5,33
4 6 6 5 5,66
5 5 5 4 4,66
6 5 8 4 5,66
7 6 6 5 5,66
8 6 5 7 6
9 7 8 12 9
10 12 9 7 9,33




Tableau 6 : Test d’antagonisme in planta : Taille des tumeurs des plantes inoculées
directement par la souche E2X d’Agrobacterium tumefaciens.

Taille des tumeurs par blessure (témoin positif) (mm).

Site a b c MOYENNE
d’ineculation
Plantes

1 4 8 4 5,33
2 5 3 5 4,33
3 3 3 3 3
4 3 3 4 3,33
5 14 9 8 10,33
6 5 6 5 5,33
7 6 6 3 5
8 4 4 6 4,66
9 5 4 4 4,33

10 1 9 8 6




Université de Blida 1
Faculté des Sciences de la nature et de la vie .
Département de biotechnologie
Option : biologie des interactions plantes
microorganismes

en vue de l'obtention du Diplome de Master 2
sur theme:

-«l’induction de Ia résistance des Pseudomonas
rassicacearum souche PS1 chez le pathosystemes
tomate/A.tumefaciens»

1la Professeur U.S.D.B Présidente
t L. MAB Univ. Bouira Promotrice
ussaid N. MAA U.S.D.B examinatrice
ut H. Doctorante U.S.D.B Invitée
senté par : Encadré par :

AD hadjer

ITOUIL Ouissam Promotrice : Mme Tafifet




» Conclusion ‘

Introduction

Plan De Travalil

Résultats et

discussion
*Objectifs

\ * matériels et /
méthodes







Les plantes constituent la majorité des ressources energetiques dont
dépendent directement ou indirectement ’'homme et les animaux.

plante est atteinte d'une maladie, sa
-~ sa productivité sont affectées.

N =
dies des [ & i iques
slogiques ‘ ‘%"‘*E
rs comme nons

Jegats et rles

ltures.



Mécanismes du virulences des bactéries
phytopathogéenes

la dégradation de la
paroi végétale par le systéeme de
des sécrétion de type Il

la production de
phytotoxines et

(EPS)




\

1




Agrobacieriuim fumeraciens

Bactérie ..- U2 g Plasmid Ti
du sol ' A

Gram Famille des
negatif Rhizobiaceae



Tranfert du AND-T

Chromosome

Plasmide Ti. et

Agrobacterium -~
tumefaciens

1te blessée

ADN
chromosomique

Cellule vegétale
transformee

Integration

Plante malade




L arme la plus efficace contre les maladies des
plantes




un organisme
vivant
telle que les
L’antibiose Microorganismes

La compétition

. Le parasitisme ‘
empéche le

développement d’'une
adiation de I'induction maladie ou la survie
de la résistance d'un
de I'hote agent pathogene
L meaume A~ hnnniAaRsna




Médiation de
'induction

de la résistance
de ’hote

4

La plante rhizobactéries




Parmi les microorganismes qui peuvent déclencher Cette
résistance induite

: Pseudomonas
Bacillus spp spp

Grand activité dans le controle biologique




L’eétude d’antagonisme in planta de la bactérie
Pseudomonas brassicacearum souche PS1

vis-a-vis des trois souches phytopathogenes
d’Agrobacterium tumefaciens E2x, E6 et C58 sur les
plantules de tomate.




Matériel

Et
meéthodes

m mmnml
" #ﬁ H‘II’”
| _" ; e




Matériel biologique

" Labactérie ) 4 A
Pseudomonas EesISOUChes
brassicacearum d'Agrobacterium

e PS1 tumefaciens

JE K2,

Cultivées sur le milieu de culture LPGA.



La tomate
(Lycopersicum
esculutum)

[a variété testée est la 67703 F1
(var. hybride)

une plante hote commune utilisée
lors des expérimentations

elle développe des tumeurs en temps
tres court et facilement a mesurer




Méethode

Vérification du pouvoir pathogéene des souches
d’Agrobacterium tumefaciens

A Souche
== d’Agrobacterium
) tumefaciens



L 'essail antagoniste in planta

Preparation de semis

1/3 de tourbe 2/3 de sol
végetal

Stérilisé a
2 reprises
pendant 1h a
250°C (Rapilly.,1968)




Prégerminatic

1,‘ — - r

i | Disposer les graines |
J - | dans une boite de Pétrie i >
f ,-'-,:I-‘: . N

Iy ( > __,,' m— N T~ Mettre les boite de Pétrie
( . A | dans une mini serre
L

J




La disposition expérimentale pour les plantules de tomate

Traitements antagonistes

Témoins positifs

Témoin néqatif

'S1/E6 | PS1/E2X | PS1/C58 EG E2X EDS PS1
OO | OO | OO

OO OO OO 8 8

OO OO OO | O O
polloeoleelRe e O | C
OO0 OO O | O O C
DO OO 1O O O O C
O OO 1O | O O O e
238882 8 & 8¢
DO OO | OO 8 O

Plantes fraité par la souche
anfagoniste puis inoculé par la
souche d’'A.tumefaciens

Plantes inoculées avec la
suspension de souche fumorigénes
d’'A.tumefaciens

Plante
inoculé avec
I'eau distillé
stérile

Planf
inoculé
la suspe
bacteérie




Densité optique
qui correspond a
une concentration
de 10*7




58

, o _
Densité =

optique qui .
correspond Suspension
aune bacterienne

concentrati d’A.tumefaciens .
Les plantules sont maintenues en se

une température de 25-27°C







asultats du test de virulence des souches d’A.tumefacie

la produc
des tume

une
légere

Cicatrisat
de la
blessure
niveau
point
d’inocula

EDS



Résultats de I’essai de bioprotection de la tomate contre la galle du collet in
planta par l'utilisation de la bactérie endophyte Pseudomonas
brassicacearum souche PS1
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Pseudomonas bracicasearum
souche PS1

Efficace dans la
reduction de la
formation des

galles sur la
tomate

Montre un
fort pouvoir
antagoniste

Iin planta







L’'induction d’une résistance systémique est 'un des mécanismes d’action
pouvant étre assuré par les bactéries endophytes et plus précisément par les
Pseudomonas spp. Ce type de résistance peut protéger la plante méme si
I’endophyte n’est pas en contact avec I’agent pathogéne.

Notre expérimentation a confirmé le pouvoir antagoniste de la bactérie
Pseudomonas bracicasearum souche PS1 envers les trois souche
d’Agrobacterium tumefaciens, dont elle a pu supprimer ou réduire la taille des
tumeurs chez la tomate infecté par I’A.tumefaciens. elle a montré un effet
protecteur remarquable.

Le test d’antagonisme in planta nous a permis de constater que le délai de 24h
permis de retarder la formation et I'induction des tumeurs au niveau des plantules
uspension bactérienne antagonistes mais il n’est pas suffisant

pour la suppression total des tumeurs.
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perspective

il est souhaitable de continuer ce travail dans le but de quantifier les
métabolites secondaires produits par ces bactéries, et qualifier d’autres
métabolites pouvant étre impliqués dans la promotion de la protection des
plantes.

Il serait intéressant d’utilisé I'espéce Pseudomonas brassicacearum envers
d’autre agents des maladies végétal qui peuvent considérer comme un
probléme dans le systéme agricol.
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