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RESUME

Certaines bactéries et champignons de la rhizosphére exercent des effets
bénéfiques sur la croissance des plantes et le biocontréle des agents pathogénes.
Notre objectif consiste en la mise en évidence de la capacité antagoniste de la
souche Pseudomonas fluorescens C7R12 et [lisolat fongique Trichoderma
harzianum vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici agent de flétrissement
vasculaire de la tomate. Cette étude se présente en deux parties principales : la
premiére porte sur les activités antagonistes in vitro sur différents milieux de
culture solides et liquides et la deuxiéme partie concerne I'étude in situ de I'action
de ces antagonistes vis-a-vis du pathogene en interaction avec la plante héte ; et
éventuellement I'analyse des effets bénéfiques de phytostimulation générés.

Les essais de confrontation directe réalisés in vitro, sur milieu de culture
solide ou liquide, ont révélé que ces antagonistes ont pu inhiber le développement
du pathogéne avec des rapports allant jusqu’a 75% par rapport aux témoins.
Cette inhibition s’est traduite par des fortes réductions en croissance mycélienne,
en élongation du tube germinatif, en germination conidienne et en sporulation. Il a
été constaté l'implication des effets d'antibiose ainsi que ceux de la compétition
trophique et du mycoparasitisme. L'inhibition de ces parametres vitaux, pour le
développement des pathogénes, peuvent contribuer amplement dans la
répression de ses capacités reproductives et infectieuses.

Des résultats intéressants ont été également obtenus in situ. En effet,
I'interaction de ces antagonistes avec les plants de tomate a permis de réduire
d'une facon significative le taux d’infection et la sévérité de la maladie ; les
actions de bioprotection ont été estimées jusqu’'a 65% en infection et 80% en
sévérité. Globalement, la combinaison des deux souches a induit une meilleure
action par rapport a l'utilisation séparée de chaque antagoniste. De plus, les plants
traités se caractérisent par un meilleur développement racinaire et aérien et une
augmentation de leur phytomasse en plus des gains appréciables en termes de

teneur en chlorophylle et en protéines totales.

Mots clés: Pseudomonas fluorescens, Trichoderma harzianum, Fusaium

oxysporum f.sp.lycopercisi, phytostimulation, biopro



SUMMARY

Some bacteria and fungi of the rhizosphere induce beneficial effects on the
growth of plants and the biocontrol of the pathogenic agents. Our working
objective is description of the capacity of the strain of Pseudomonas fluorescens
C7R12 and the fungal isolate Trichoderma harzianum against Fusarium
oxysporum f.sp.lycopersici agent of wilt vascular of the tomato. This study was has
been achieved in two main parts: the first one concerns the in vitro antagonists
activities on various solid and liquid cultural media and the second part concerns
the study in situ the interaction of these antagonists with the plant host and the
beneficial effects of phytostimulation that these antagonists can generate.

Tests of direct confrontation realized in vitro, on solid or liquid cultural
media, revealed that these antagonists were able to inhibit the development of the
pathogenic of more than 75 %. This inhibition was translated by a stop of the
mycelial growth, conidia germination and elongation of structural's pathogens. It
has been noted the implication of antibiosis effects as those of the trophic
competition and the myco-parasitism. The inhibition of these vital parameters, for
the development of pathogenic, can contribute amply in the repression of its
reproduction and infection processes.

Interesting results were also obtained in situ. Indeed, the interaction of
these antagonists with the plantations of tomato allowed reducing in a significant
way the rate of infection and the severity of the disease, so by decreasing the
number of affected plantations and the gravity of the symptoms. The actions of bio
protection were estimated at 65% in infection and 80% in severity of the disease.
Furthermore, the treated plantations are characterized by a better root and air
development and an increase of their weights besides the considerable gains in
terms of content in chlorophyll and in total proteins. Associations of the microbial
antagonists (combination use), in our study, made it possible to note that there can

be complementary, cumulative and even synergic effects.

Key words: Pseudomonas fluorescens, Trichoderma harzianum, Fusaium

oxysporum f.sp.lycopercisi, phytostimulation, bioprotection.
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INTRODUCTION

Certes, I'agriculture intensive pratiquée de part le monde, a fortement servis
'humanité en assurant des améliorations nettes en production agricole sur le plan
gualitatif et quantitatif, néanmoins ce mode de production, basé essentiellement
sur l'utilisation systématique et souvent abusive des intrants chimiques. La
présence de ces derniers, notamment les engrais et les pesticides et
'accumulation de leurs résidus, menacent la qualité de I'environnement et la santé
humaine, sans omettre le péril pesant sur la biodiversité et la perturbation de la vie

microbienne particulierement celle associée au sol et aux rhizospheres.

Sur la base de ce constat, le concept d’agro écologie a été développé dans
le but d’apporter des alternatives a des méthodes agricoles qui deviennent
menagantes pour notre environnement et notre santé. L’'objectif de I'agro écologie
est donc de garantir un développement agricole durable et compétitif, nécessaire
pour couvrir des besoins croissants, tout en respectant I'environnement afin de

récolter des aliments sains et de préserver les écosystémes.

Les maladies des cultures causées par les pathogénes du sol, constituent
'un des majeurs obstacles qui entrainent une réduction importante des
rendements. Les affections cryptogamiques souvent redoutables et affectent une
gamme trés large des plantes cultivées. Parmi ces pathogene, I'espéce Fusarium
oxysporum, responsable des pourritures radiculaires et de trachéomycoses,
cause des flétrissements aussi bien sur des cultures herbacées que ligneuses [1].
Cette espece est représentée par une multitude de formes spéciales reconnues
par leur pathogénecité spécifique en interaction avec des hotes déterminés, c’est
le cas de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici dont I'hote principal est la tomate.

Le contrble de ces maladies tellurigues se base essentiellement sur

I'utilisation des produits chimiques qui ne peuvent pas assurer pas une protection
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efficace et durable. Le mode de vie de ces pathogenes, ainsi que leurs formes de
conservation et de résistance dans le sol sont parmi les principales causes de
I'échec de la lutte chimique [2]. La lutte génétique (amélioration des génotypes),
s’est révélée également relativement efficace pour contréler les maladies d’origine
tellurique, mais son emploi est limité par certains nombres de difficultés, telles que
I'obtention de génotypes résistants, le développement de nouvelles souches de
parasite possédant d'autres mécanismes pathogénes et surtout le développement

des formes de résistance vis-a-vis des traitements appliqués [3].

Dans le sol, les microorganismes représentent la majorité des organismes
vivants et constituent une importante part de la diversité génétique de la planéte. Il
a été estimé qu'un gramme de sol peut contenir jusqua 10™ a 10 de
microorganismes [4] et jusqu'a 200 m d’hyphes fongiques [5]. De plus, les
microorganismes jouent un role clé et influencent un grand nombre des processus
des différents écosystémes, incluant I'acquisition des éléments nutritifs pour les
plantes [6], les cycles géochimiques comme celui de I'azote [7] ou du carbone [8]

et la structure du sol [9].

L’intensité de I'activité microbienne est remarquable au niveau du sol
rhizosphérique. Les micro-organismes trouvent en effet dans ce milieu des
substrats énergétiques libérés par les racines et nécessaires a leur métabolisme a
savoir les sucres, les acides aminés, les acides organiques, et les hormones.
Certains de ces micro-organismes, principalement des bactéries induisent des
effets positifs sur la croissance des plantes et souvent conférent aux systemes
racinaires une protection vis-a-vis des agents phytopathogénes du sol [2,10].
L'utilisation de ces microorganismes bénéfigues non pathogenes, en tant que
biopesticides, est une technologie émergente et écologiguement compatible
considérée comme alternative prometteuse aux pesticides de synthese.
Globalement, I'effet protecteur conféré par ces agents de lutte biologique est basé
sur la compétition, I'activité antagoniste rhizosphérique vis-a-vis de la croissance
des pathogenes via la production d’antibiotiques ou d’enzymes et/ou leur capacité
a stimuler la croissance et les systemes de défense chez I'hbte végétal,
phénoméne dénommé« Induced Systemic Resistance » (ISR).
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Parmi les microorganismes expérimentés et utilisés, méme si ce n’est pas a
grande échelle, les souches de Pseudomonas spp. fluorescents et de
Trichoderma spp. méritent une attention particuliére, en raison de leur adaptation
a la vie tellurique et plus particulierement pour leur compétence rhizosphérique.
Ces groupes microbiens bénéfiques ont été expérimentés avec succes dans de
nombreux essais conduits en conditions contr6lées ou en conditions naturelles
[11].

Dans ce contexte de contrdle biologique vis-a-vis des agents pathogénes,
notre travail vise a expérimenter les potentialités antagonistes de la souche de
Pseudomonas fluorescens C7R12 et de lisolat cryptogamique Trichoderma
harzianum et & mettre en évidence leur pouvoir de biocontréle in vitro et in situ,
lorsqu’ils sont introduits seuls ou en combinaison vis-a-vis de Fusarium

oxysporum f.sp. lycopersici agent de flétrissement vasculaire de la tomate.
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CHAPITRE 1
LES FUSARIOSES VASCULAIRES

1.1. Généralités sur Fusarium

Plusieurs genres de champignons telluriques sont capables d’infecter les
racines de plantes sauvages et cultivées et de causer des dégats importants. Il
s’agit notamment de Rhizoctonia, Verticillium et Fusarium; a ce groupe on peut
ajouter des oomycetes tels que Phytophthora, Pythium et Aphanomyces.
L'ensemble des ces microorganismes cause des maladies soit de pourriture
racinaire soit de flétrissement suite a I'obstruction des vaisseaux conducteurs [12].
Les especes de Fusarium provoquent de maladies qui entrainent des pertes
économiquement importantes comme le flétrissement vasculaire ou la pourriture

racinaire et du collet chez des plantes cultivées au champ et en serre [13].

Fusarium oxysporum Schlecht. Snyder et Hansen [02] est I'espéce la plus
répandue ; c’est un champignon saprophyte du sol capable de survivre longtemps
sous forme de chlamydospores [12]. L'espéce F. oxysporum peut infecter un
grand nombre de plantes, souvent de fagcon tres spécifique. Cette espéce
présente des formes phytopathogenes hautement spécifiques sur des hoétes
déterminés, dénommeées formes spéciales (f.sp) « forma spécialea » en fonction
de la plante héte parasitée ; ainsi il a été mis en évidence plus de 120 forma
spéciales et races chez cette espece [14]. En raison de la complexité des
caractéres phénotypiques et des similitudes génotypiques, il est généralement
admis la difficulté de distinction taxonomique entre ces formes spéciales ; pour
cela, la pathogénécité demeure le caractéere distinctif majeur [15]. La diversité
génétique entre les isolats de Fusarium oxysporum a été extrémement analysée
et regroupée en de nombreux groupes de compatibilités végétatives (G.C.V)
« végeétative compatibility groups ». Désormais, les G.C.V peuvent constituer un
outil de prédilection et danalyse des similarités génétiques pour ce taxon
fongique [16] (Tableau 1.1)
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Tableau 1.1: Groupes de compatibilité végétative chez les différentes formes
spéciales de Fusarium oxysporum (VCG) [17].

Formes spéciales (fsp) Hote Code f.sp Nombre de VCG
adzukicola Vigna angularis 038 - 0380, 0381
albedinis Phoenix dactylifera 017 - 0170
allii Allium sativum 039 - 0390
apii Apium 001 - 0010-0012
asparagi Asparagus 100 - 1001-1008, 10011-10019
basilici Ocimum 040 - 0400
batatas [pomoea 036 - -
betae Beta 027 - -
canariensis Phoenix canariensis 024 - 0240
cepae Allium cepae 042 - 0420
chrysanthemi Chrysanthemum 005 - 0050, 0051
ciceris Cicer 028 - 0280
conglutinans Brassica 010 - 0100, 101, 104
cubense Musa 012 - 0120-0126, 0128-1224
cucumerinum Cucumis sativus 018 - 0180-0183
cyclaminis Cyclamen 015 - 0151-0153
dianthi Dianthus 002 - 0020-0022, 0025, 0027, 0028
elaeidis Elaeis 014 - 0140, 0141
erythroxyli Erythroxylum 029- -

eragariae Fragaria 043 - -

garlic Allium sativum 101 - 1011-1013
gladioli Gladiolus 034 - 0340-0345
lactucum Lactuca 030 - 0300
lagenariae Lagenaria 041 - -

lilii Lilium 019 - 0190

lini Linum 044 - 0440

lupini Lupinus 031 - -
lycopersici Lycopersicom 003 - 0030-0033
matthioli Matthiola 021 - 0210
medicaginis Medicago 004 - 0040, 0041
melongenae Solanum melongena 032 - 0320
melonis Cucumis melo 013 - 0130-0136, 0138
nicotianae Nicotiana 037 - -

niveum Citrullus 008 - 0080-0082
opuntiarum Opuntia 045 - 0450-0456
papaveris Papaver 025 - -
phaseoli Phaseolus 016 - 0161-0168
pisi Pisum 007- 0070-0073
radicis-cucumerinum Cucumis sativus 026- 0260, 0261
nicotianae Nicotiana 037- -

niveum Citrullus 008- 0080-0082
raphani Raphanus 022- 0220
spinaciae Spinacia 033- 0330-0332
tracheiphilum Vigna unguiculata 006- 0060
tuberosi Solanum tuberosum 035- -
tulipae Tulipa 023- 0230
vanillae Vanilla 020- 0201, 0202
vasinfectum Gossypium 011 0110-0119, 01111, 01112
zingiberi Zingiber 046- -
raphani Raphanus 022- 0220
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1.2. Taxonomie

Le genre Fusarium appartient au phylum des Deutéromycetes
(champignons imparfaits, Fungi imperfecti), car la plupart des espéces étaient
d’abord décrites sur la base de caracteres morphologigues et une reproduction
sexuée n'‘a pas été observée. Ces formes imparfaites (anamorphes) sont
caractérisées par un mycélium septé et la production de conidies hyalines
généralement unicellulaires sur des conidiophores libres; elles sont classées dans
le groupe des Moniliales [18]. Fusarium produit des macroconidies composées de
2 a plusieurs cellules. Leur forme recourbée typique avec une cellule apicale plus
ou moins pointue est un des critéres d'identification des représentants du genre ;
dans beaucoup d’especes on observe une cellule basale en forme de pied [7]. La
production de métabolites secondaires et notamment de toxines (mycotoxines et
phytotoxines) est courante chez Fusarium et le profil de ces composés peut étre

utilisé pour la classification des espéces [19].

Des formes sexuées (téléomorphes) ont été observées pour certaines
especes de Fusarium ; elles font toutes partie des Ascomycetes, de la famille des

Nectriales et notamment des genres Gibberella et Nectria [7] (Tableau 1.2).

Tableau 1.2. Formes téléomorphes de quelques especes de Fusarium [7]

Espéces de Fusarium Forme téléomorphe

F. graminearum Gibberella zea

F. fujikuroi Gibberella fujikuroi
F.verticilloides Gibberella moniliformis
F.avenaceum Gibberella avenacea

F. solani Gibberella haematacocco
F.acuminatum Gibberella auminata

F. lateritium Gibberella baccata

F. circinatum Gibberella circinata

F. pseudograminearum Gibberella coronicola

Ainsi, Fusarium oxysporum est considéré comme ascomycete bien que le
stade sexuel doit étre encore identifié. Il est proposé d'étre plutdét proche du
groupe téléomorphique Gibberella que Nectria [16,20]. Au sein de l'espece F.
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oxysporum on distingue plus de 120 formae speciales en fonction de leur

pathogénicité sur des plantes hotes.

1.3. Biologie de Fusarium oxysporum

Dans un milieu de culture solide, comme le milieu PDA (Potato dextrose
agar), les différentes formes spéciales de F. oxysporum peuvent varier en
apparence. Généralement, au début de la croissance, le mycélium aérien est
blanc et peut ensuite changer vers une grande variété de couleurs (du violet
jusqu”au pourpre foncé) selon la souche de F. oxysporum (ou forme spéciale). Si
les sporodochiums (amas de conidiophores provenant d'un stroma ou masse

d"hyphes) sont abondants, la culture apparaitra en couleur creme ou orange [21].

Fusarium oxysporum produit trois types de spores asexuées:
microconidies, macroconidies et chlamydospores. Les microconidies sont uni ou
bicellulaires et sont produites abondamment et fréquemment par le champignon
sous tout type de conditions. C’est aussi le type de spores qui est observé plus
freguemment a I'intérieur des vaisseaux des plantes infectées. Les microconidies
de F. oxysporum ont souvent la forme d"une virgule ou sont ellipsoidales [22, 23].
Les macroconidies sont composées de trois jusqu’a cing cellules, elles sont
pointues et courbées jusqu’au bout. Ces spores peuvent étre observés dans des
sporodochiums a la surface des plantes attaquées par le pathogene [22,23]. Les
chlamydospores sont des spores rondes d’'une ou deux cellules, entourées d’'une
paroi épaisse plus ou moins pigmentée. Elles sont observées au milieu des
hyphes ou en position terminale, souvent en forme de paires, quelques fois en

triplets et rarement en forme rassemblée [22,23].

F. oxysporum est un habitant du sol ou il croit sur des débris de plantes ou
survit en forme de chlamydospores. Ces derniers apres leur germination, les tubes
germinatifs se développent pour atteindre des sites privilégiés sur les racines et
initier le processus d’infection. La germination des chlamydospores ainsi que
I’évolution saprophytiqgue du mycélium est largement stimulées et favorisées dans

la rhizosphere que dans les autres compartiments du sol [14].
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Le sol rhizosphérique, par le biais des exsudats racinaires des plantes,
constitue une étape cruciale dans linitiation de linfection systémique ou les
chlamydospores n’ont besoin que de quelques heures pour germer et pénétrer a
travers les tissus non différenciés [12]. Généralement le processus d’infection, par
voie systémique, peut se réaliser par une pénétration active dans les cellules
immatures qui entourent le méristeme subapical de la racine. Lorsque ces cellules
se divisent et se différencient, le pathogéne est éliminé des futures cellules
phloemiques et du cortex, mais se maintient dans les vaisseaux et le parenchyme
médullaire [13]. Dans les vaisseaux, le mycélium produit les microconidies qui
sont transportées vers le haut par la séve ; quand ce mouvement est empéché par
une paroi transversale, les microconidies germent et le tube germinatif pénétre
dans la paroi pour que la formation des microconidies reprend de l'autre c6té de
cette paroi. La mort du plant intervient quand le champignon atteint avec ses
toxines le bourgeon terminal. Aprés la mort du plant, le mycélium continue a se
développer dans les tissus morts et forme de nombreuses chlamydospores dans

les cellules du parenchyme [13].

Le genre Fusarium est connu pour produire une large gamme de toxines
(mycotoxines et phytotoxines). Chez F. oxysporum deux toxines ont été identifiées
capables d’induire a elles seules des symptédmes. Il s’agit de la lycomarasmine
(Figure 1.1) et de l'acide fusarique (Figure 1.2). Leur production in planta a été
démontrée pour le dernier chez plusieurs plantes infectées, tels le coton, la tomate
ou le pois, indiquant gu’ils pourraient jouer un réle dans l'induction de la maladie.
Cependant la production de cette toxine ne peut pas étre corrélée

systématiqguement avec la pathogénicité du champignon [24].

COOH
‘H—C—NH—R
‘*H— (l?— *H

COOH
Lycomarasmine

Figure 1.1 : structure de lycomarasmine [24]
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Acide fusanque

Figure 1. 2 : Structure de l'acide fusarique [24]

1.4. Les maladies causées par F. oxysporum

Parmi les maladies causées par F. oxysporum on trouve le flétrissement
vasculaire aussi appelé fusariose vasculaire (vascular wilt), la pourriture racinaire
et du collet (root rot, crown rot) et la pourriture des semis (damping-off). La
dénomination fusariose est utilisée de fagon moins spécifique et peut indiquer tout
syndrome causé par Fusarium. De ces maladies, le flétrissement vasculaire est la
maladie qui provoque les plus grandes pertes et chez un grand nombre de plantes

cultivées, telles que les cultures légumiéres, florales et méme tropicales [22].

bY

Les agents du flétrissement fusarien appartenant a I'espéce Fusarium
oxysporum, constituent un groupe de champignons qui comporte un grand
nombre de formes spéciales d'origine tellurique [25]. Ces pathogenes se
rencontrent pratiquement dans la quasi-totalité des sols agricoles, surtout sous sa
forme asexuée ou il présente 40 a 70 % de la microflore fusarienne totale. Il inclut
une large diversité de souches capables de survivre pour de longues périodes
dans la matiere organique dans le sol ou en interaction avec plusieurs espéeces de
plantes herbaceées et ligneuses [26] ou elles causent de sérieux degats et pertes
qui peuvent atteindre 100 % de la récolte sur diverses cultures d’'importance

économique [24].

1.4.1. Le flétrissement vasculaire

Le flétrissement vasculaire est plus sévere dans des conditions chaudes du
sol et en serres [22]. Les symptdmes exprimés sont le résultat d"un stress séveére

en eau, ils peuvent étre tres variables en fonction de la plante et incluent
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I"éclaircissement de la nervure, I'épinastie des feuilles, la chlorose et le
desséchement. La plupart des plantes flétrissent et meurent, tandis que les
plantes qui ont été moins affectées deviennent chétives et peu productives [22].
Des symptomes trés similaires peuvent étre causés par d’autres champignons,
comme Verticillium dahliae et V. albo-atrum. F. oxysporum est unique parmi les
champignons responsables de flétrissement vasculaire par sa spécificité d’héte
[27].

Parmi les formes spéciales: Fusarium oxysporum f.sp lycopesici agent du
fletrissement fusarien de la tomate est I'un des plus redoutables agents parasites
de cette culture. Il a été signalé pour la premiere fois dans les iles de Manche par
Mass GE en 1895 [28], puis il s’est répandu dans de nombreuses régions
productrices de tomate, touchant déja en 1991 plus de 32 pays [29,30]. En
Algérie, cette maladie a été signalée initialement en 1966 par Pecault et al. [31].
Chez cette espece, trois races physiologiques ont été identifiées [32] distinctes par
leur virulence pour les variétés de la tomate qui contiennent un gene unique de
résistance, la race 1 a été décrite initialement en 1886 [33], la race2 a été signalée
également en 1945 dans I'Ohio [34] et la race 3 a été observée en Australie
enl1978 [35] et aussi signalée dans plusieurs pays d’Amérique : Californie et en
Floride [36]. Les trois races de ce champignon sont classées dans quatre groupes
de compatibilité végétative, les deux races sont actuellement regroupées dans
trois groupes de compatibilité végétative, le VCGs 0030 a 0032, la troisieme race
appartient au VCGs 0030 et 0033 (Tableau 1.1) [37].

Le champignon peut provoquer des symptdmes, caractérisant cette
infection vasculaire, sur la plante et a n'importe quel stade végétatif. Les premiers
symptémes externes se caractérisent par un jaunissement basal du rachis, d’'une
foliole et éventuellement de la feuille entiere [38]. La décoloration de la tige
commengant par un léger jaunissement longitudinal sur une portion de celle-ci et
évolue en une bande jaune plus marquée puis en nécrose beige a marron claire.
Les symptdmes sur fruits débuteront par une coloration trés claire, brunissant

avec le temps et évoluant par la suite sur la totalité du fruit [39].

Au cours de son cycle de vie, le champignon présente une phase

saprophyte et une phase parasitaire [39,40]. Le cycle peut étre constitué d’'une
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période unique correspondant a une reproduction asexuée continue qui se
renouvelle et se perpétue sous forme conidienne. En présence de la plante, les
chlamydospores germent et les filaments produits pénétrent et se développent a

I'intérieur des vaisseaux correspondants a la racine attaquée [40].

Durant la phase saprophyte, le champignon se conserve pendant plusieurs
années sous forme de chlamydospores sur les débris végétaux et dans le sol, a
des profondeurs de 80 cm a 1métre [39,41]. Généralement, le développement de
la maladie se réalise dans des sols sableux et acides, sur des cultures carencées
en azote, en phosphore et /ou en calcium [42], a la température de l'ordre de

28°C a 30°C et avec une humidité relative élevée [43].
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Figure 1. 3: Cycle général de la maladie de flétrissement vasculaire causée

par F.oxysporum f.sp. lycopersici chez la tomate [22]
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1.4.2. La pourriture racinaire

La pourriture racinaire est différente du flétrissement vasculaire et peut se
produire conjointement avec d autres maladies des racines. Chez le pois ce type
de maladie peut aussi étre occasionné par F. oxysporum f.sp. solani,
Aphanomyces euteiches, Rhizoctonia solani ou Pythium. Les premiers symptémes
sur les racines primaires et secondaires sont des trainées rouge-marron a noir qui
se réunissent au cours de la saison [44]. Chez la tomate, la pourriture racinaire et
du collet est causée par Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici , mais
contrairement a la fusariose vasculaire, peu de formae speciales sont décrites.
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici pénetre les tissus corticaux des
racines et de I'hypocotyle a travers des blessures et aux sites d’émergence de

racines secondaires [45].

1.5. Lutte contre les fusarioses

Comme pour toutes les maladies causées par des microorganismes
telluriques, les fusarioses ne peuvent pas étre éradiquées par des produits
chimiques. L utilisation de variétés des plantes résistantes avec un choix judicieux
de la date de semis est la seule mesure pour contrbler les maladies aux champs.
Par contre dans sous serres, le contréle phytosanitaire ou des traitements

thermiques du sol entre deux cultures sont possibles.

En général, les mesures de contrdle demeurent dans leur globalité d’ordre
préventif : élimination des plantes malades et des résidus de culture, désinfection
des terreaux et utilisation des semences saines, pratique de la jachére et la
réalisation des rotations [42]. Barna et al [46], soulignent 'importance du maintien
d’'une fertilisation azotée afin de favoriser la production de pousses jeunes pour
améliorer la résistance de la plante. Le recours au chaulage peut diminuer les

attaques fusariennes [46].

A titre préventif, la lutte physique proposée par Anchisi et al [47] qui
consiste a traiter les racines avec de I'eau chaude de 48° a 49° C pendant 30
secondes avant la transplantation pour stimuler la croissance des racines. La

stérilisation et/ou la solarisation ne sont pas des solutions pratiques a grande

échelle et a long terme.
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La lutte chimique s’opére principalement par l'utilisation de fongicides
systémiques ou incorporés dans le sol pour limiter le développement du
pathogene, tels que le Binomyl, le Captafol, bromure de méthyle et thiophanate
qui sont des produits efficaces mais présentent des inconvénients : sont tres
chers, provoquent la pollution de I'environnement, induisent les chloroses chez les
jeunes plantes et la résistance chez le pathogene en cas d'utilisation abusive [48].
En raison de la difficulté d’atteindre les couches profondes du sol dans lesquelles
le parasite se conserve sous forme de chlamydospores [48], en plus des couts
élevés des opérations de désinfection du sol, les traitements chimiques a base de
fongicides systémiques, appliqués au cours de culture, sont souvent inefficaces
dans la pratique, car ils développent le phénomeéne de résistance chez le

pathogene [49].

La lutte génétique consiste a sélectionner des cultivars résistants et a
réaliser des multiplications et des hybridations combinées pour I'obtention de
génotypes résistants [3,29]. De génes de résistance contre F. oxysporum existent
chez beaucoup d’especes végétales et ont été introduits par sélection dans des
variétés cultivées. Ainsi, chez la tomate, le melon, le haricot, le pois chiche et
Arabidopsis thaliana des genes dominants de résistance ont été identifiés [3, 22,
50].

La tomate fait partie des espéces végétales impliquées dans des projets de
séquencage; un membre du genre Fusarium, F. graminearum et F. oxysporum
f.sp. lycopersici font également I'objet de projets de génomique avec séquencage
du génome [37, 51]. Ceci facilite les analyses de l'interaction entre la tomate et F.
oxysporum f.sp. lycopersici. Parmi les genes de résistance contre F. oxysporum
f.sp. lycopersici décrits chez la tomate le géne |-2 a été cloné. Ces genes
appartiennent a la famille des géenes R codant une protéine intracellulaire avec un
site de liaison aux nucléotides (NBS) et des domaines riche en répétition de
leucine (LRR) [52]. Ce géne est exprimé spécifiquement dans les cellules autour
des vaisseaux conducteurs qui sont les tissus colonisés par le champignon [53].
C6té champignon, le gene d’avirulence correspondant au gene de résistance -3
codant pour une protéine sécrétée dans le xyléme lors de la colonisation [54].
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Méme si on ne peut pas généraliser, il est intéressant de noter que les
géenes impliqués dans la résistance semblent s’exprimer de fagon coordonné dans
le temps et dans l'espace. Malheureusement, ces génotypes sont de qualité
fruitiere médiocre dans le cas du palmier dattier. L'apparition de souches
résistantes du pathogene réduit I'efficacité de ces procédures de lutte et nécessite

la recherche de nouveaux génes de résistance [28].

En raison des fortes potentialités de conservation du pathogéne dans le sol
et ses mécanismes d’invasion dans le végétal, la quasi-totalité de ces méthodes
de lutte ne permet pas de contrdler de maniére efficace ce genre de
trachéomycose. En conséquence, les stratégies du contréle biologique des

fusarioses ont acquis un intérét particulier.

On sait depuis longtemps que l'incidence de la fusariose peut varier sur des
sols différents infestés de Fusarium. Ce phénoméne de « sols suppressifs » a été
trouvé corrélé parfois aux caractéristiques pédologiques mais surtout a sa
population microbienne. Des études qui portent sur ce phénoméne et les
microorganismes impligués sont nombreuses. Des bactéries et des champignons
ont été isolés a partir de sols suppressifs et leur potentiel en lutte biologique est
etudié. Parmi les bactéries, des espéces du genre Pseudomonas ont été décrites
pour empécher le développement de la maladie du Fusarium root rot chez la
tomate [55,56]. Il est particulierement intéressant que parmi les champignons des
sols suppressifs on trouve notamment des souches saprophytes de Fusarium
oxysporum. Des souches non pathogenes de F. oxysporum et F. solani ont été
isolées a partir de sol de Chéateaurenard en France et leur capacité a protéger des

plantes de tomate contre la fusariose vasculaire a été démontrée [22,57].

Leffet protecteur d'une souche, F. oxysporum 47 (Fo 47) a été
particulierement étudié, et il a été reporté qu'il était d0 a plusieurs mécanismes.
Fuchs et al [11] ont montré que Fo 47 induisait des réactions de défense chez la
tomate, ce qui indique une participation de la résistance induite dans la protection.
Mais des mécanismes de compétition pour les nutriments au sol et la rhizosphere
jouent aussi un role [11]. La présence de Fo 47 dans le sol était capable de
protéger plusieurs espéeces végétales comme le lin, le melon et la tomate contre

ses respectives formae speciales [58].
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De facon générale I'utilisation de souches protectives de F. oxysporum pour
le contr6le du flétrissement vasculaire a été rapportée pour plusieurs plantes et
souches fongiques, comme dans le cas du bananier, du concombre, du melon, du
lin, d"épinard et de la pasteque [11]. Certaines études ont mis en évidence I'effet
inhibiteur de nombreux autres agents microbiens, tels que: Aspergillus niger,
Penicillium digitatum, Penicillium oxalicum, Bacillus subtilis, Pseudomonas spp

fluorescents, Trichoderma harzianum et Trichoderma viridae.
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CHAPITRE 2
MICROORGANISMES ANTAGONISTES

2.1. Généralités sur les microorganismes antagonistes

Depuis plus d'un siécle, la compréhension des interactions plantes-
microorganismes dans la rhizosphére a suscité l'intérét de nombreux chercheurs.
Hiltner (1904) [59] fut le premier a définir la rhizosphere comme étant la zone de
sol entourant la racine qui est directement ou indirectement influencée par cette
derniere et qui présente une forte activité microbienne. La rhizosphere est le siége
de nombreuses interactions entre les plantes et les divers microorganismes

associés.

La densité des populations de la microflore associée aux racines est
significativement plus élevée dans la rhizosphére que dans le sol nu [2, 14, 60,
61]. Ces modifications quantitatives de la microflore, ou ‘effet rhizosphere’,
s’accompagnent également de modifications qualitatives. En effet, la diversité et la
structure des communautés microbiennes dans la rhizosphére [2, 18, 19,20] et
leur activité métabolique [12,13, 62] different de celles du sol nu. Les populations
aptes a percevoir les variations de I'environnement rhizosphérique et a adapter
leur physiologie, tirent profit de la perturbation et sont favorisées. Les composeés
organiques exsudés par les plantes dans la rhizosphére activent différents
groupes de microorganismes et augmentent leur prolifération [16].

La microflore rhizosphérique est naturellement constituée d’un assemblage
complexe de microorganismes procaryotes et eucaryotes [20,63]. Parmi ces
microorganismes telluriques, certains champignons appelés PGPF (champignons
promoteurs de la croissance des plantes) et bactéries PGPR (rhizobactéries
promotrices de la croissance des plantes) pouvant étre bénéfiques, en stimulant la
croissance des plantes comme ils peuvent assurer un effet de bio contréle en
induisant une résistance systémique contre de multiples parasites. La croissance,
la santé des plantes et leur diversité sont donc influencées par la diversité des

populations microbiennes présentes dans la rhizosphére [2,10, 64,65].
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La réduction ou I'élimination des applications des pesticides de synthese
dans l'agriculture est hautement désirée. L'un des moyens les plus promoteurs
pour atteindre ce but est Il'utilisation des méthodes basées sur les agents de
biocontréle (BCAS), ou leur intégration avec les produits chimiques pour réduire

les doses afin de minimiser leur impact négatif sur I'environnement [66,67].

Afin d’optimiser les interactions favorables & la croissance et a la santé des
plantes et développer des pratiques agricoles plus respectueuses de
I'environnement et moins consommatrices d’intrants de synthese, il est nécessaire
de mieux connaitre les mécanismes d’interactions entre les plantes et les
microorganismes de la rhizosphere. Actuellement, l'utilisation de microorganismes
pour améliorer la croissance et la santé des plantes repose principalement sur
I'inoculation. La variabilité des résultats obtenue par l'utilisation d’organismes
vivants est souvent supérieure a celle obtenue par l'application de produits de
synthése. De meilleures connaissances des mécanismes d’interaction plantes-
microorganismes permettraient d’envisager de développer des pratiques autres
gue l'utilisation d’inoculant, comme par exemple, favoriser des populations déja

présentes dans la rhizosphére et qui sont bénéfiques pour les plantes.

2.1. 1. Effets bénéfigues des microorganismes antagonistes

En plus des effets bénéfiques assurés dans les interactions directes avec
les agents pathogenes des plantes, certains BCA (biocontrol agent) sont capables
de coloniser les surfaces des racines et causent des changements substantiels
dans le métabolisme de la plante [66]. Il est mentionné que certaines souches
peuvent promouvoir la croissance de la plante, augmenter la disponibilité des
nutriments, améliorer la production et augmenter leur résistance aux maladies
[66].
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2.1.1.1. Stimulation de la croissance végétale

Beaucoup de BCAs, comme les champignons et les bactéries, peuvent non
seulement contrbler les pathogénes qui causent les maladies de plantes, mais
peuvent aussi promouvoir la croissance de la plante et son développement. La
mise en évidence de cette stimulation a été rapportée dans différentes conditions

expérimentales et a divers stades phénologiques [2].

Les mécanismes qui induisent ces gains de croissance sont souvent la
conséquence d'une production ou d'un changement dans la concentration de
certaines métabolites secondaires, tels que 'acide indolacétique (AIA) [40], I'acide

gibbérellique [14], I'éthyléne [12] I'acide succinique [13] et certaines vitamines [2].

Les champignons bénéfiques tels que Trichoderma spp. peuvent stimuler la
croissance des plantes par 'augmentation des éléments nutritifs, par une efficacité
dans l'utilisation de l'azote, et par la solubilisation des éléments nutritifs dans le
sol. Harman et al., [66] ont montré que Trichoderma harzianum 1295-27
solubilisait le phosphate et les micro-éléments impliqués dans la stimulation de la
croissance veégétale. Les effets de stimulation de la croissance proviennent de
I'action directe des Trichoderma sur les plantes et ne sont pas directement liés aux
antagonismes avec les pathogenes. Ces effets sont visibles aussi bien sur des
substrats de culture non désinfectés que sur des substrats stériles. Les
mécanismes de stimulation de croissance sont mal élucidés et pourraient étre dd
a la suppression des dommages oxydatifs sur les racines, a la sécrétion de
facteurs de croissance par le champignon, a l'inhibition de la microflore génante et
a l'amélioration du transport des micronutriments. Les effets sont inégaux d'une
souche a l'autre. Certaines souches possedent des effets stimulateurs de
croissance mais d'autres ont des effets inhibiteurs (par exemple: Trichoderma
viride RF1 [57].

2.1.1.2. Modifications des équilibres microbiens

L'utilisation des microorganismes antagonistes pour la lutte contre les
maladies fongiques d’origine tellurique a fait I'objet de nombreuses études
bibliographiques [2, 67, 68]. La plupart de ces travaux insistent sur le double effet
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de ces germes, antibiose vis-a-vis de certains pathogenes et action stimulante sur
la croissance des plantes via l'activation de leurs activitées meétaboliques.
L’antibiose est le mécanisme le plus connu en phytopathologie ; I'antagonisme
microbien est considéré comme une interaction directe entre deux ou plusieurs
microorganismes qui occupent la méme niche écologique, dont les actions de
confrontation se réalisent et/ou par des actions directes (antibiose) par des actions
indirectes (compétition).

2.1.1.3. Amélioration de I'alimentation minérale de la plante

L’amélioration de 'alimentation minérale de la plante est liée principalement
au fer, au phosphore et au manganese, Les gains en croissance induits par ces
microorganismes sont la conséquence de synthése de métabolites secondaires
analogues aux phytohormones et a 'amélioration de I'alimentation hydrominérale

de la plante [02].

Si I'excrétion des sidérophores par les rhizobactéries est abondante, la

3 +++

plante trouvera a sa disposition du Fe chélaté qu’elle pourra assimiler
facilement [69]. Demange et al.,[70] ont montré grace & I'utilisation du Fe* que la
plante peut assimiler le complexe fer-sidérophores. Briat [71] a observé que la

tomate absorbe le fer de fagon efficace en présence de ce type de bactéries.

Certains Pseudomonas seraient capables de solubiliser le phosphore
organique du sol, abondant mais inutilisable par les végétaux, soit par une
minéralisation des phosphores organiques grace a des phosphatases, soit par
solubilisation des phosphates organiques sous l'effet des acides libérés [72].

Les Pseudomonas spp. fluorescents solubilisent le manganese grace a
des agents chélateurs, tels que les composés phénoliques et les acides
organiques qui forment avec le manganése un complexe soluble qui évite sa
précipitation [72]. La réduction du manganése du sol par les Pseudomonas spp.
fluorescents pourrait augmenter sa disponibilité et favoriser son assimilation par la
plante [73].

Certaines especes de Pseudomonas spp. fluorescents peuvent utiliser des

oxydes d'azote; cette réduction est généralement inhibée en aérobiose et les
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nitrites formées sont rejetés dans le milieu et ils peuvent intervenir comme des
accepteurs d'électrons et réduits en composés gazeux, tels que: les oxydes
nitriques (NO), les oxydes nitreux (N20) et en azote libre (N2); il s’agit de la

dénitrification dissimulatrice profitable pour la plante [74].

2.1.1.4. Compétition trophigue

La compétition trophique est un phénomene tres largement répandu dans le
sol, ou elle participe a la régulation de la dynamique des populations microbiennes
partageant une méme niche écologique [75]. Elle s’exerce pour des éléments
susceptibles d'étre en quantité insuffisante pour satisfaire les besoins des
protagonistes (eau, oxygene, les éléments nutritifs....) ou pour des sites
spécifiques [68]. Dans la vive compétition qui existe entre les microorganismes
telluriques, au sein de la rhizosphere, les BCA possédent un atout majeur car elles
sont aptes a coloniser efficacement et rapidement le systéme racinaire. Méme si
le rdle de la compétition pour I'espace ne peut pas étre complétement exclu,
I'essentiel des travaux relatifs a la compétition exercée par les Pseudomonas spp
fuorescents porte en particulier sur la compétition trophique pour le fer ionique
[76,77, 78]. Ce dernier devient assimilable non seulement par la bactérie, qui en
tire un avantage métabolique évident, mais aussi par la plante assurant a celle-ci
un métabolisme énergétique plus actif, ce qui se répercute indirectement sur sa
croissance et son développement [79]. Méme s'il est évident de la simplicité de la
mise en évidence de ces processus bactériens, en conditions expérimentales
(facilité de culture, multiplication bactérienne rapide...), néanmoins leur
exploitation pratique est étroitement liée aux conditions environnementales [2,80].

Les composés biotiques du sol environnant relévent des effets sur 'activité
de biocontréle de Trichoderma contre les pathogenes des plantes. Bae et
Knudsen [54], en utilisant le mutant Gfp-tagged ont montré que les taux élevés de
la biomasse microbienne du sol induit un changement de la croissance
mycélienne a la sporulation de T.harzianum, réduisant ainsi l'efficacité du
biocontréle. Cet effet peut étre associé avec le phénoméne de fungistase
« fungistasis », qui est largement dépendant de la composition des communautés
microbiennes du sol [50]. En particulier, la production des antibiotiques et la

présence des bactéries appartenant au genre Pseudomonas apparait essentiel
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pour le développement de ce phénomene. Dans ce contexte, une étude détaillée
des métabolites produits par les microorganismes présents dans le sol doit étre

établie dans l'ordre d’éviter la suppression des BCAs [50].

2.1. 2. Combinaison des microorganismes

Vue l'action non spécifigue des souches antagonistes, la variabilité des
réponses en fonction de I'environnement et la diversité de mécanismes impliqués
font que l'efficacité doit étre recherchée a travers I'association de souches aux
propriétés variables [2, 80, 81]. La majorité de cas de biocontréle résulte la
combinaison des microorganismes antagonistes plutét qu’'une grande population
d'un seul antagoniste. De méme, l'application d'une mixture dagents de
biocontrdle doit étre étroitement imitatrice de la situation naturelle et pourrait
élargir le spectre d’activité de biocontrble et améliorer I'efficacité et la fiabilité du

contrble [82].

L’application de la combinaison de trois souches de PGPR, Bacillus
pumilus souche INR 7,B. subtilis souche GB03 et Curtobacterium yaccumfaciens
souche ME1 comme un traitement de semence a abouti a la promotion intensive
de la croissance et une réduction de la maladie que lorsqu’ils sont testés
individuellement. Ceci peut étre di a différents mécanismes d’action pour chaque
souche de PGPR [83].

De part la variabilité des modes d’action obtenus par des utilisations
individualisées, l'efficacité peut étre améliorée par des effets additifs ou
synergiques [2, 80]. De plus, il est souhaitable d'utiliser des microorganismes
ayant un spectre d’action positif relativement large, comme les Pseudomonas spp.
fluoresents et les Trichoderma ssp. avec d’autres microorganismes plus dirigés
vers des actions spécifiques des cultures a traiter [84]. Les chances de
sélectionner des souches efficaces peuvent étre meilleures en isolant des
souches de méme la niche écologique que la plante a traiter [83]. Cependant,
dans certains cas, la mixture de différentes souches a un effet non synergétique.
Plus loin, la combinaison améliorant l'efficacité dépend des conditions de la

culture et de la plante hote [85].



31

2. 2. Sols résistants

Bien que la notion des sols résistants a des maladies d'origine tellurique
soit ancienne, sa compréhension et son exploitation restent relativement
insuffisants et nécessitent plus d’investigations avec les avancées scientifiques
actuelles. De nombreuses études consacrées aux sols résistants, ces dernieres
années, ont montré que le phénoméne est assez répandu et se manifeste a
I'encontre de plusieurs maladies. Ces sols ont été désignés par plusieurs
gualificatifs : immunes, conductifs, suppressifs, résistants, « sensitifs soils »,
« pathogens suppressifs soils », « diseases suppressives soils », «long life
soils », « antagonistic soils », « biologically buffered », « competitive soils »,
« décline soils », fongistatique, « low pathogen », « intolerant » [86]. Le qualificatif
de résistant s'applique a des sols qui limitent fortement ou suppriment la
manifestation d’'une maladie sur une culture sensible, en présence de conditions
environnementales favorables a I'expression de I'agent pathogéne présent ou

introduit dans le sol [47].

2. 2.1. Type de résistance

La résistance d'un sol peut étre spécifique ou générale en fonction des
cibles biotiques inhibées, constitutive ou acquise selon les caracteres biotiques ou
abiotiques du sol et a long ou a court terme selon sa durabilité et sa longévité [87].

Dans un sol caractérisé par une résistance spécifique, la transmission de
ce caractere, lié a la nature microbiologique, pour d’autres sols est une propriété
fondamentale pour ce type de résistance [73, 88]. Dans ce cas, c'est une
suppression ou I'ensemble de la microflore n'est pas indispensable a la
manifestation de la résistance, seulement une fraction fongique et / ou
bactérienne, et spécifiguement Fusarium oxysporum non pathogene et
Pseudomonas spp. fluorescent devraient jouer un réle prépondérant [73]. Cette
résistance a un spectre d’action spécifique, elle s’exerce vis-a-vis de I'ensemble
des espéces de Fusarium oxysporum mais pas a l'encontre d’autres agents
telluriques y compris les especes fusariennes non vasculaires [89]. Il a été
rapporté d’autres cas de sols dont leur résistance est spécifique vis-a-vis de

Geamonomyces graminis var. triticii ou de Aphanomyce enteichtii, ou de
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Thielaviopsis basicola ou de Phytophtora cinnamomi ou de Phytophtora infestans
ou de Pythium splendens ou de Pythium ultimum ou Rhizoctonia solani ou de
Stryptomyces Scabies ou de Plasmodiophora brassicae ou de Ralstonia

solanacearum ou de Pseudomonas solanacearum [90].

La résistance d'un sol suppressif, considérée comme non transmissible est
liee a la biomasse microbienne totale autochtone tellurique, qui entre en
compétition avec les pathogénes nuisibles outre la composante microbienne
antagoniste. L’activité de la biomasse telluriqgue est souvent stimulée par le type
de cultures, la conduite culturale incluant la quantité et la qualité de fertilisants

appliquée ainsi que les travaux du sol [91].

La résistance constitutive est conditionnée par un environnement biologique
et physico-chimique défavorable dans lequel le pathogene ne peut pas s’exprimer,
méme s'il est autochtone ou se développer s’il est introduit. La résistance acquise
peut s’observer dans un sol initialement permissif, progressivement avec la méme

culture « monoculture ».

La résistance a long terme, apres plusieurs années de suite dans un sol
contaminé ou I'agent pathogéne peut s’établir mais ne provoque pas la maladie ; il
s’agit d’'une résistance liée fortement a la stabilité des propriétés physico-
chimiques et biologiques du sol [92]. Contrairement, la résistance a court terme
s’observe  uniguement pendant quelques cycles végétatifs seulement. Ce
phénomeéne est le résultat d’'un changement exogéene rapide dans I'environnement
physique, chimique et / ou biologique du sol (introduction des antagonistes,
matiére organique, engrais...). Les techniques culturales jouent également un réle
important dans l'installation d’une fraction particuliére de la flore antagoniste ; ainsi
le déclin du piétin échaudage n’a pas lieu dans les champs non labourés et semés
directement sur chaumes [88]. Les rotations de cultures sont les plus anciennes
mesures de lutte préventive contre les agents pathogénes, ayant pour effet la
suppression des débris contaminés et des substrats favorables aux pathogénes,

pour éviter 'accumulation de leur inoculum [92].
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2.2. 2.0rigines de la résistance

Une maladie d’origine tellurigue est conditionnée par trois facteurs
principaux : La plante héte, le parasite et le sol. Le pouvoir pathogéne du parasite
peut étre modifié par un ensemble de facteurs liés a I'environnement physiquo-
chimique du sol qui agit sur le parasite lui-méme ou sur la plante ; a cet égard les
sols suppressifs aux flétrissements fusariens, causés par Fusarium oxysporum,
ont été lié a l'influence des propriétés physiques et chimiques du sol (abiotique)
[19], et /ou de la microflore du sol (biotique) [93].

2.2. 2.1. Origine abiotique

Certes, la suppression du sol est due a la balance microbienne totale et ses
activités antagonistes [94], cependant I'explication des mécanismes mis en ceuvre
dans cette résistance sont liées aux propriétés abiotigues du sol. Dans de
nombreuses études sur la réceptivité des sols aux maladies fongiques, il a été
clairement mis en évidence le réle de la structure et de la texture du sol, de
I'humidité, du pH, de la matiere organique et des oligo-éléments. Les agents
fongiques concernés sont, entre autre: Aphanomuces sp, Fusarium,
Geaumanomyces, phytophtora, plasmodiaphora, Rhizoctonia, Sclerotium sp,
streptomyces scabies, Thieloviopsis brasicola et Verticilium sp. Ces facteurs ne
sont pas la cause directe de la résistance mais ont tendance a créer un milieu
défavorable pour la croissance, I'activité, la densité des agents pathogenes et
pour la physiologie de la plante en lui conférant une résistance plus ou moins

importante [95].

L’effet de la proportion et le type d’argile dans le sol sur la sévérité de la
fusariose sont le plus souvent cités [91]. Walker [96], a montré que la fusariose du
pois et du bananier sont plus sévéres dans les sols sableux. La propriété
suppressive des sols, serait d’aprés Semal [97], liée a la présence d'une teneur
élevée en montmorillonite en plus de la balance microbienne. Alabouvette [75] a
noté qu’apres 225 jours de I'apport de Fusarium oxysporum f. sp.lini dans un sol
sableux, on ne retrouve que 0,4% de la population initiale, alors qu’il en subsiste

46% dans le méme sol enrichi en montmorillonite.
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L'effet bénéfique de l'argile peut s’expliquer par sa capacité de stimuler
I'activité bactérienne qui freine ou élimine le développement des fusarium
pathogenes, I'accumulation des éléments nutritifs a l'interface des feuillets fournit
des sites d’échanges pour l'azote ionique et reléve le pH a un niveau favorable a
la multiplication bactérienne [98]. L’argile peut aussi améliorer la résistance a la
dessiccation en assurant une déshydratation plus réguliére du contenu cellulaire
et de diminuer la diffusion et les effets inhibiteurs des toxines et des antibiotiques

en les absorbant [77].

Plusieurs cas d’induction de résistance ont été relatés, les uns font
intervenir quelque oligo-élément (Fe, Zn, Mg), l'autre sont fondés sur l'influence
favorable du Ca et du Br [93]. La variation du pH influence significativement le
niveau de résistance des sols, le déclin du flétrissement fusarien a été associé a
un pH alcalin [3], qui a affecté la disponibilité en fer, en calcium, et en aluminium
[99]. La faible disponibilité du Fe, du Mn, et du Zn dans le sol alcalin a permis
d’expliquer la faible incidence de la fusariose vasculaire du lin et de la tomate
dans les sols chaulés ou naturellement alcalins [93]. Ces oligoéléments stimulent
la synthese de 2-4 diacétylphloroglucinol et des pyoverdines chez les
Pseudomonas spp. fluorescent et inhibent la synthése de l'acide fusarique chez

Fusarium oxyporum pathogéne [100].

2.2.2.2. Origine biotique

Bien que la nature biologique des sols suppressifs aux fusarioses présente
naturellement, mais ce type de résistance ne se trouve que dans quelques zones
géographiques limitée, comme la région de Chateaurenard (France) et dans la
vallée du Rhoéne et les iles Canaries [68]. Dans ces sols les mécanismes de
résistance aux fusarioses vasculaires ont été souvent attribués a leur nature
biologique (antagonistes microbiens). Depuis les premiers travaux de recherches,
durant les années 1970, plusieurs autres travaux ont signalé I'existence des sols
similaires dans d’autres régions du monde [3, 21,89]. Selon Waller [10], la
détection des sols suppressifs ou résistants, nécessite de vérifier les étapes de
stratégie suivante :

e Si les traitements biocides (chaleur humide, radiations, antibiotique)

appliqués détruisent cette résistance corrélativement a une forte
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diminution des populations microbiennes impliquées, la résistance peut
étre directement liée a I'activité microbienne du sol [3].

e Les agents microbiens, responsables du caractére suppressif du sol
doivent inhiber in vitro fortement I'agent pathogene et conférent ce
caractére au substrat naturellement sensible apres leur introduction.

o L’effet suppressif d'un sol traité par la chaleur peut étre restauré par
'addition d’'une petite quantité du sol suppressif (0,7 a 10%) [3]. Weller
[10] a montré que le développement de Fusarium oxyporum f.sp.
cyclaminis pourrait étre freiné lorsque I'on incorporait a la tourbe, utilisée
comme substrat de culture de I'ceillet, 10 % d’'une terre résistant a la
fusariose du melon.

e Comme le phénomeéne de la résistance des sols aux maladies est le plus
souvent la conséquence d'une activité microbienne intense et
particuliere, des caractérisations phénotypiques et génotypiques sont

nécessaires pour identifier les groupements bactériens fonctionnels.

Beaucoup d’'expérimentations ont montré que lintroduction simultanée de
souches non pathogenes sélectionnées de Fusarium oxysporum et de
Pseudomonas spp. fluorescents dans des sols conducteurs ou sur des substrats
de culture augmente leur niveau de résistance [2]. Globalement cette
coinoculation, utilisant différents types d’antagonistes, permettra la mise en action
de divers mécanismes englobant a la fois, 'antagoniste par voie d’antibiose et la

compétition pour I'espace et les nutriments.

Il a été démontré que des phénoménes de compétitions nutritives pour le
fer conditionnent le niveau de la résistance des sols aux fusarioses vasculaires
[101], dans lequel les Pseudomonas spp. fluorescents produisent des
sidérophores. L'introduction de substances nutritives stimule la croissance des
microorganismes antagonistes qui entrent en compétition pour ces substances
avec l'agent pathogene, entrainant un renforcement de la fongistase. L’addition de
certains amendements aux sols suppressifs diminue I'intensité de la compétition et

accroit la réceptivité du sol aux maladies [85].
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2.3. Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes

Dans la rhizosphére, les bactéries sont considérées comme les micro-
organismes les plus abondants. Les rhizobactéries sont des bactéries
compétentes de la rhizosphére qui colonisent intensivement les racines des
plantes, elles peuvent se multiplier et coloniser toutes les niches écologiques
racinaires a toutes les étapes de croissance de la plante, en dépit de la présence

d'une flore microbienne concurrente [102].

La présence des rhizobactéries dans la rhizosphére peut avoir un effet
neutre, nuisible ou bénéfique sur la croissance des plantes. Les rhizobactéries
neutres n'ont probablement aucun effet sur la croissance, tandis que les
rhizobactéries déléteres sont présumés pour compromettre la croissance et le
développement des plantes par la production des  métabolites a effet
phytotoxique, mais également par la concurrence pour des nutriments ou

I'inhibition des activités microbiennes bénéfiques [103,104].

Il est bien connu qu'un nombre considérable d'espéces bactériennes
rhizosphériques, puissent exercer un effet bénéfique sur la croissance des
plantes. Par conséquent, leur utilisation comme bio fertilisants pour I'amélioration
de I'agriculture a été I'objet de nombreuses études et recherches depuis plusieurs
années [2, 74, 105]. Ce groupe de bactéries dénommé PGPR pour Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria [105], des la fin des années 1970, renferme plusieurs
genres bactériens comme Pseudomonas, Azospirillum, Burkholderia, Bacillus,
Enterobacter, Rhizobium, Erwinia, Serratia, Alcaligenes, Arthrobacter,

Acinetobacter et Flavobacterium.

Ces PGPR montrent non seulement un large spectre de diversité dans le
type mais également dans le nombre d'antibiotiques produits [106, 107]. Par
exemple, certaines souches de PGPR ont la capacité d’excréter des métabolites
qui jouent un réle important dans linactivation des facteurs de germination du
pathogene ou dans la dégradation de leurs facteurs de pathogénicité comme les
toxines. Ainsi, la capacité de certaines bactéries a parasiter et a dégrader les
spores des pathogenes a travers la production d’enzymes détruisant la barriére
cellulaire a été démontrée [10]. Une étude récente a démontré que |I'espéce de la
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plante hote exerce une influence significative sur la dynamique, la composition et
I"activité des especes antagonistes indigenes spécifiques de Pseudomonas spp
[74].

2.3.1 Les Pseudomonas spp. fluorescents

Les Pseudomonas forment un large groupe colonisant le sol, les plantes et
I'eau. Ces bactéries Gram négatives, non sporulantes, sont aérobies obligatoires,
a I'exception de certaines pouvant utiliser le NO3 comme accepteur d’électrons.
Leur mobilité est assurée par plusieurs flagelles polaires, et elles ont un

métabolisme mésophile et chimioorganothorphe, la plupart étant saprophytes [72].

Les différentes espéces de Pseudomonas qui colonisent la rhizosphére
possédent plusieurs caractéristiques intrinséques qui les rendent particulierement
intéressantes pour une utilisation comme agents de lutte biologique. Leur capacité
a coloniser les racines et a y maintenir une forte densité de population est
remarquable [73]. Cette grande rhizocompétence vient sans doute de leur taux de
croissance plus élevé que celui de la plupart des autres rhizobactéries et de leur
capacité a métaboliser efficacement plusieurs composés des exsudats racinaires
[74]. De plus, ces bactéries sont trés faciles a isoler et a cultiver au laboratoire et
se prétent aisément aux manipulations génétiques [75, 76].

Plusieurs études ont souligné le haut degré de diversité au sein des P. spp.
fluorescents, ce qui a mené a la subdivision de cette espece en différents biovars
[72]. Les Pseudomonas, principalement I'espece P. fluorescens, sont connues
depuis longtemps pour leur aptitude a réduire I'incidence des maladies racinaires,
ainsi qu’a inhiber la croissance d'un grand nombre d’agents phytopathogénes.
Cette capacité d’inhibition peut se faire selon plusieurs mécanismes incluant la
production d’'une large gamme de métabolites a effet antagoniste vis-a-vis des
microorganismes pathogénes ou déléteres [77].
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2.3.1.1. Modes d’action des Pseudomonas

Sommairement, les effets bénéfiques des rhizobactéries se présentent
directement sur la plante, en stimulant sa physiologie et en améliorant sa
croissance et/ou indirect par I'inhibition et I'élimination des effets néfastes de la

flore racinaire pathogéne (Tableau 2.1).

Tableau 2.1: Exemples de suppression des fusarioses vasculaires par les

Pseudomonas spp fluorescents [2].

Pseudomonas antagonistes Formes spéciales de Fusarium Plantes
oxysporum hoétes
Pseudomonas sp
Souche B10 Fusarium oxysporum f.sp lini Lin
Souche Al12

Pseudomonas fluorescents
Souche PF36

Pseudomonas putida

Souche Al12 Fusarium oxysporum f.sp Concombre
Souche N1R cucumerinum

Pseudomonas sp

Souche 346

Souche 712 et Souche B10
Pseudomonas putida

Souche Al12 Fusarium oxysporum f.sp Radis
Pseudomonas fluorescents conglutinans

Souche WCS374

Pseudomonas putida

Souche Al12 Fusarium oxysporum f.sp Tomate
Souche N1R lycopersici

Pseudomonas putida
Souche G8-32

Souche R17-FP2 Fusarium oxysporum f.sp radicis | Tomate
Pseudomonas sp lycopersici

Souche C7

Souche QP-5

2.3.1.1.1. Biostimulation de la croissance végétale

Outre les activités de biocontrdle, plusieurs études ont montré la capacité
des Pseudomonas spp. fluorescents dans la phytostimulation de diverses espéces

végeétales (Tableau 2.2).
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Tableau 2.2 : Stimulation de la croissance des plantes et du rendement des cultures
aprés leur inoculation par des souches de Pseudomonas spp. fluorescens. Adapté de

Lemanceau [2].

Conditions expérimentales @Z%T?Q:ﬁgﬁg
Plante héte Références

Controlées Production Croissance Rendement
) N N [62]
Beta vulgaris X X 20a 69 21a77 [62]
Brassica campestris X X 22a65 7 a19 [129]
Citrus sp. X —p 116 [133]
Cucumis sativus X 36 a58 [134]
Espéeces florales X 18a41 [131]
Lactuca sativa X 38286 [134]
X 20473 [132]
Lycopersicum seculentum X 25293 [134]
X 26230 [132]

Malus sp.

plantules N [91]
porte-greffes i X gs;alg(l) [91]
fruits X 10 [135]
Oryza sativa X 3a160 [98]
Phaseolus vulgaris X 4a28 [74]
« 567 [74]

X 200
Raphanus sativus X 83a320 [74]
X 10411 [136]
R [136]
X X 7a367 2224 [136]
[136]
X X —%» 550 10415 [138]
Solanum tuberisum [138]
X X 47 2500 1a17 [138]
X 17 437 [139]
Triticum s X 2226 [140]
P X 62439 [141]
Fragaria sp. X 21 16 [142]

x  Indique le type de conditions expérimentales utilisé.

Indique la valeur maximale de l'augmentation.
— q 9

Certaines souches de PGPR de genre Pseudomonas ont été décrites pour
leur effet direct positif sur la croissance des plantes et |"augmentation du
rendement de cultures herbacées, légumiéres et ornementales [108, 109,

110,111]. Ces souches peuvent favoriser la croissance des plantes hotes par
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divers mécanismes, tels que la fixation dazote (N;) et la solubilisation
d’oligoéléments tels que le phosphate (P) [81], linhibition de la synthése
d'éthyléne par la plante, la synthese des phytohormones ou de vitamines [109], et

en diminuant la toxicité des métaux lourds [95, 112].

Un des mécanismes directs par lesquels les PGPR favorisent la croissance
de plantes est la production de régulateurs de croissance ou de phytohormones
[105]. Frankenberger et Arshad [113] ont démontré le réle des auxines, des
cytokinines, des gibbérellines, de I'éthyléne et de I'acide absicisic (ABA) qui, une

fois appliqués aux plantes, améliorent le rendement et favorisent la croissance.

Certaines souches de ce groupe de rhizobactéries ont été examinées
pour leur production de régulateurs de croissance, et établir un rapport entre
I'induction de I'élongation racinaire et la production de concentrations élevées de
cytokinines. Garcia de Salamone et Nelson [114] ont caractérisé la production de
trois cytokinines par des Pseudomonas spp. fluorescents. Ces auteurs ont prouvé
gue la production d’une cytokinine par ces bactéries a été liée a la croissance des

calls chez le tabac.

Des souches de Pseudomonas isolées de la rhizosphére de diverses
cultures ont la capacité de produire des auxines en tant que métabolites
secondaires [115], qui stimulent la croissance et le développement des plantes
[116], en favorisant la croissance racinaire et le nombre des racines secondaires

et des poils absorbants [117].

Dubeikoysky et al.,, [118] ont constaté apres linoculation despéces
végétales différentes avec des Pseudomonas spp. fluorescents, que ces
bactéries stimulent le développement racinaire avec une concentration optimale
d’acide indolacétiqgue (AIA) chez certaines plantes, tandis que le développement
racinaire a été inhibé par des concentrations d’AlA inhibitrices chez d’autres

plantes.

L'éthylene est une hormone qui est impliquée dans la régulation de
plusieurs réponses physiologiques [119], elle est considérée comme une
"hormone de stress" car sa synthése au niveau des tissus végétaux augmente

avec un certain nombre de stress biotiques et abiotiques. La production
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d'éthylene a été souvent associée a la croissance réduite et a la sénescence
prématurée, et peut donc étre un indicateur de susceptibilité des plantes aux
stress telles que la sécheresse et les fortes températures [120, 121]. Un des
principaux mécanismes utilisés par les Pseudomonas pour stimuler la croissance
des plantes est l'abaissement des concentrations d'éthyléne par hydrolyse de
l'acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylic (ACC), le précurseur immédiat de
I'éthyléne dans les plantes. L'enzyme catalysant cette réaction (ACC deaminase)
hydrolyse I'ACC en a-ketobutyrate et en ammoniac [122]. Il a été observé que les
plantes inoculées avec des souches présentant 'ACC deaminase sont
nettement plus résistantes aux effets délétéres de I'éthylene du stress [123],
engendré par la présence des métaux lourds [112, 120], la présence d’agents
phytopathogénes [120], la sécheresse, et les teneurs élevées en sel [124, 125].
Ainsi, certains Pseudomonas produisent une ACC désaminase qui hydrolyse
'’ACC exsudé par les racines et réduit la formation d'éthyléne. Cela a pour
conséquence de favoriser le développement racinaire, augmenter la nodulation et
par conséquent l'efficacité de la fixation d’azote [126]. Les produits de la réaction,
ammonium et a-cétoglutarate, peuvent de surcroit étre utilisés par les bactéries

mais aussi par les plantes [127].

Certaines souches appartenant au groupe des Pseudomonas spp.
fluorescents, semblent améliorer la germination des graines lorsque les conditions
d’environnement sont défavorables. Ainsi, Kloepper et al [74] ont montré que le
taux de germination de graines de colza, semées dans un sol froid et battant,
pouvait étre significativement augmenté grace a linoculation par certaines
souches bactériennes. De méme Hofte et al [128] ont enregistré une
augmentation significative du taux de germination de semences de mais soumises

au froid apres inoculation de deux souches de Pseudomonas fluorescents.

2.3.1.1.2. Antibiose

De nombreux scientifiques attribuent aux Pseudomonas spp fluorescents
des actions d’antibiose sur la microflore pathogene ou délétéere [129, 130]. La
production des antibiotiques par ces rhizobactéries a été reconnue comme un

facteur majeur dans leur aptitude a diminuer significativement le taux de plusieurs
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pathogenes racinaires [98]. Chez les Pseudomonas spp fluorescents se sont
surtout les antibiotiques ; tels que 2.4 diacetylphloroglucinol des phénazines, des
pyoluteorines et des pyrrolnitrines [129, 131], des viscosinamides, des tiensines,
amphisine et 'oomycine A et de la tropolone (Tableau 2.3) [131]. Certaines
souches produisent des cyanides d’hydrogéene [119] et des enzymes lytiques
telles que les chitinases et les B 1-3 glucanases, capables de dégrader la paroi

fongique et les composés toxiques tel que I'acide fusarique [132].

Tableau 2.3 : principales molécules antibiotiques produites par certaines souches

de Pseudomonas fluorescens

Molécules antibiotiques Références
Oomycine [143]
Pyacheline [144]
PCA (Phenazine 1- carboxylique acide) [133]
Pyolnitune (3-chloro-(2-vitro 3 :chlorophenyl-pyrol) [145]

Pyolutéorine

(4,5- Dichloro-1-4 pyrol 2 YL-2,6-DI-OH-Phenyl cétone) [133, 145]
Pseudobactine (Hexapeptide) [130, 136, 145]
Tropolone (2-OH-2,4-cyclocheptatrien 1-1) [133]
Pyoverdine (A.i.A) Acide indol-3 acétique [136]

Le réle des antibiotigues dans [linhibition du développement des
microorganismes phytopathogenes a été mis en évidence grace a l'utilisation de
mutants déficients en synthése d’antibiotiques par rapport aux souches sauvages
[91, 129, 135]. Certaines souches ont été également manipulées génétiguement
afin de leur permettre de produire plusieurs antibiotiques. L’utilisation de genes
rapporteurs et de sondes, pour mesurer I'expression des genes impliqués dans la
production d’antibiotiques, a permis de détecter I'activité de ces génes lors de la
colonisation des racines et directement dans la rhizosphére [135]. Les
antibiotiques produits dans la rhizosphére et la spermosphére ont été reconnus
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comme un facteur majeur dans la suppression de plusieurs maladies telluriques,
telles que le piétin échaudage du blé [10], la pourriture blanche des racines du
tabac [129] et la fusariose vasculaire de la tomate [68].

Plusieurs facteurs abiotiqgues (I'oxygéne, la température, des sources
spécifiques de carbone et d'azote, et des micro-éléments), biotiques (la plante
héte, le pathogene, la microflore indigéne, et la densité de cellules de la souche
productrice) et physiologiques tels que le quorum sensing ont été identifiés pour

influencer la production des antibiotiques par les agents bactériens de biocontréle.

2.3.1.1.3. Production de I'acide Cyanhydrigue (HCN)

La production de 'HCN par certaines souches de Pseudomonas spp
fluorescents peut étre aussi un facteur inhibiteur des pathogénes des racines des
plantes. Ce dernier peut agir directement sur les cellules de I'agent pathogéne en
bloquant le cytochrome oxydase dans la chaine respiratoire. Il a été suggéré que
la production d’HCN par la souche CHAO provoquerait sur la plante un stress
auquel elle réagirait par une augmentation de son systéme racinaire et sa
résistance naturelle [68]. Cependant, en plus d'une activité protectrice, ce

composé peut également étre nocif pour la plante.

La stimulation de la synthése de l'acide cyanhydrique est associée au
catabolisme de la glycine, ce dernier est considéré comme un précurseur de la
synthese bactérienne d’acide cyanhydriqgue Cette stimulation de sa synthese
améliore I'efficacité des bactéries a réduire la gravité de la maladie. Au niveau de
I'adaptation a la rhizosphére, la production d’'HCN peut étre avantageuse pour
acquérir des nutriments par exemple, 'HCN cause une augmentation de

I'exsudation de nutriments par les tissus de la plante [146].

2.3.1.1.4. Production des sidérophores

Le fer est un élément essentiel a la vie de tout organisme vivant, il est
impligué dans les réactions d’oxydoréduction qui se déroulent lors des réactions
fondamentales comme la synthese, la respiration, la fixation d’'azote
atmosphérique, la synthése des désoxyribonucléotides, le transport d’oxygene et

le transport des électrons [78]. Dans des conditions d'aérobie et de pH
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physiologique alcalin, le fer se trouve sous formes oxydées et polymérisées
d’hydroxyde de fer Fe(OH); totalement insoluble, ce qui rend son assimilation
difficile [136].

Dans le sol rhizosphériqgue, la concentration de cet élément est
généralement faible compte tenu des caractéristiques physico-chimiques des sols,
de la forte densité microbienne dans la rhizosphére et des préléevements de fer
ferrique par la plante. Dans un milieu carencé en fer; pour contourner ce
probléme de biodisponibilité, les Pseudomonas spp fluorescents comme la plupart
des microorganismes, ont développé des stratégies spécifiques pour capter le fer
et le stocker a l'intérieur de leurs cellules, en synthétisant des petites molécules
appelées sidérophores pour le transporter a I'intérieur des cellules bactériennes
[137]. Les sidérophores sont des métabolites secondaires synthétisés par
plusieurs especes de Pseudomonas spp fluorescents telles que P. aeroginosa, P.
fluorescens putida, P. ovalis, P. nildenbigii, P. gerniculata et P. calciprecipitans
[136]. Les sidérophores (du Grec, poteur de fer) sont des composés organiques
de faible poids moléculaire (500 a 1500Da) et de forte affinité pour le fer trivalent,
a une constante de stabilité d’environ 10°? [136] se traduisent in vitro par
I'émission d’'un chromophore jaune-vert fluorescent sous rayonnement ultraviolet
[138] caractéristique de ce groupe bactérien [138], qui sont des hydroxamates ou
catéchols. Selon les auteurs, le pigment fluorescent est «fluoresceine » ou
« pyoverdine » [136] ou pseudobactine [2,139]; il est constitué d'une chaine
peptidique d’acide aminé li€ a un chromophore fluorescent responsable de la
fluorescence jaune vert caractéristique de ce pigment [70].

La diversité structurale entre les différents siderophores produits par les
Pseudomonas spp. fluorescents est parfaitement considérable selon les especes
productrices [98], la nature chimique des groupes qui chélatent le fer ferrique et
leurs sites de liaison. Les sidérophores sont classés en deux grandes familles : les
hydroxamates qui possédent une liaison amide N-hydroxylée et des catéchols

chélateurs de Fe®*

et des groupements hydroxyles des catécholes [147]. Une
autre structure intermédiaire comportant les deux types de groupement a été

identifiée dans les siderophores des Pseudomonas spp. fluorescents [78].
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Il a été montré que les pseudobactines produits par la souche WC S358 de
Pseudomonas putida ont une trés grande affinité pour chélater le Fe** [95]. Ainsi
ce complexe Ferric-pyoverdine ou Ferric-pseudobactine est reconnu par des
récepteurs externes de la membrane protéinique de la bactérie «Pup A » [95]. En
effet les protéines membranaires des Pseudomonas spp. Fluorescents
antagonistes seraient peu spécifiques ce qu'il lui permet d'utiliser les complexes
Ferric-pyoverdine produits par d’autres souches de Pseudomonas spp, a l'inverse
leurs complexe ferric-pyoverdines ne seraient reconnus que par un nombre limité
de souches de Pseudomonas spp [2].Des études ont montré que les PGPR
possedent les récepteurs de leurs propres siderophores et aussi ceux des
souches déléteres et méme ceux de certains champignons [78].

La production des sidérophores, corrélativement au pouvoir antagoniste
sont sensibles aux variations de la température, du pH du sol, de la disponibilité
de l'azote, des teneurs en oxygene, en cuivre, en carbone, en phosphore et de la
concentration en oligo-éléments notamment le fer [139, 141, 142].

La présence des sidérophores dans le milieu semble étre indispensable a
I'expression de I'antagonisme. L’activité antagoniste exercée par les pyoverdines
est effectivement liée a la compétition pour le fer, puisqu’elle est annulée lors de
I'apport de fer [74]. Cet élément est stimulé en diminuant la concentration de cet

élément dans le milieu [89].

Il a été rapporté que les activités antagonistes chez plusieurs souches de
Pseudomonas spp. fluorescents a I'encontre de divers agents pathogenes de
genre Fusarium, Rhizoctonia, Pythium, Erwinia [77], dont le potentiel chélateur est

nettement meilleur que celui des autres microorganismes [77].

2.3.1.1.5. Induction de la résistance des plantes

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 ultérieure par un organisme pathogéne. Ce phénoméne

d’'induction de résistance systémique (ISR) par les rhizobactéries est considéré
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comme une stratégie prometteuse dans la lutte biologique contre les maladies de

cultures.

Les principes actifs responsables de l'activité biologique des souches des
PGPR sont classés en trois catégories : les composés de la surface cellulaire, les
métabolites régulés par le fer et les antibiotiques [148]. La mobilité et I'adhésion
racinaire d’'une rhizobactérie sont des éléments importants pour une colonisation
effective de I'héte. Ces propriétés dépendent en partie des lipopolysaccharides
(LPS) et des flagelles présents a la surface des membranes bactériennes [149].
L'implication du flagelle dans le phénoméne d’ISR a été démontrée en comparant
les taux de protection observés apres traitement par la rhizobactérie bénéfique
avec leurs flagelles purifiés ou via l'utilisation des souches mutantes. C’est
notamment le cas de P. putida WCS 358, dont les flagelles interviennent dans
I'induction de la résistance chez Arabidopsis contre P. syringae [150]. L'activité
biologique du flagelle peut étre due a la partie N-terminale (Flg 22) de la flagelline
qui est la protéine constituant le flagelle [151]. D’autre part, l'utilisation d’extraits
d’enveloppe de cellules, de mutants ou de composés purifiés a aussi permis de
montrer le réle des LPS dans I'induction de la résistance. C’est le cas notamment
lors de I'ISR induite par certaines souches de P. fluorescens, de P. putida,
Burkholderia cepacia et Rhizobium elti dont les LPS ont été testés avec des
résultats positifs avec les pathosystemes aussi divers que Arabidopsis /Fusarium

oxysporum, haricot/ Botritis cinerea et pomme de terre/ Cyst nematode [152, 153].

Parmi les métabolites régulés par le fer, les pyoverdines produites par les
especes fluorescentes de Pseudomonas sont des molécules chélatrices du fer
ayant une forte affinit¢ pour les ions Fe®*. Les pyoverdines P. fluorescens
WCS358 peuvent induire 'SR chez Arabidopsis, le haricot, la tomate et
'eucalyptus [128]. Dans les conditions limitantes en fer, certains
microorganismes peuvent produire de l'acide salicylique (SA) dont [lactivité
électrice a été montrée grace a P.aeruginosa 7NSK2 et KMPCH [154] et a P.
fluorescens P3 [155]. L’AS intervient aussi comme précurseur de la biosynthese
de la pyocheline, un autre sidérophore capable de stimuler une réponse défensive
chez les plantes [156].
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Les éliciteurs appartenant a la classe des antibiotiques sont principalement
produits par des bactéries du genre Pseudomonas. Le 2,4- diacetylphoroglucinol
(DAPG), synthétisé par P. fluorescens CHAO, est notamment I'un des premiers a
avoir été mis en évidence pour son action contre Perenospora parsitica et le
nématode Meloidogyne javanicasur via la stimulation des défenses de plants
d’Arabidopsis et la tomate [157, 158]. La pyocyanine, composé de la famille des
phénazines, est I'exemple d’'un autre antibiotique ayant une activité électrice de

résistance [153].

Il a ét¢é montré que les Pseudomonas ssp fluorescents peuvent jouer le
réle d'éliciteurs (Tableau 2.4) sur I'activation des génes de défense des plantes
[159]. La caractérisation des produits des genes de défense chez les plantes a
permis de montrer I'existence de deux catégories majeures de modifications
systématiquement retrouveées : il s’agit d’'une modification structurale de la paroi
cellulaire et des changements physiologiques et biochimiques [49, 122].Les
plantes peuvent faire face a [linvasion d'un pathogene en ralentissant sa
pénétration dans les tissus veégétaux. Ce retardement est assuré par
I'épaississement des parois par apposition de lignine ou de callose, sous forme
d’'une excroissance intracellulaire, ou papille, au niveau du site d'infection [160].
Par ailleurs, les précurseurs da la lignine ainsi que les radicaux libres produits
pendant les réactions de polymérisation peuvent affecter la plasticité de la
membrane ou inactiver les enzymes du pathogene. Dans les plantes pré-
inoculées par des rhizobactéries, il a été noté une trés intense stimulation des
voies métaboliques secondaires conduisant notamment a I'accumulation des
protéines PR « pathogenesis related proteins » (chitinases, -1,3 glucanases), la
synthese des phytoalexines [101, 159,161, 163], de peroxydases [164], de
phenylalanine ammonialyase (PAL)[161] et de chalcone synthase [161].
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Tableau 2.4 : molécules électrices de mécanismes de défense des plantes

Eliciteurs micro organismes références

Lipoplysaccharides (LPS) bactérie (Xanthomonas,Pseudomonas [164]

Sinorhizobium)

Flagelline [peptide Flg22] bactérie (Pseudomonas, Acidovorax) [150, 151]
pyoverdines bactérie (Pseudomonas fluorescens) [128]
AS, pyocheline bactérie (P. fluorescens, P.putida) [156]
N-acylbenzylamine derivative bactérie (P.putida) [148]
2,4-diacetylphloroglucinol bactérie (Pseudomonas fluorescens) [157]
Pyocyanine bactérie (Pseudomonas aeruginosa) [153]
Massetolide A bactérie (Pseudomonas fluorescens) [148]
Surfactine,Fengycine bactérie (bacillus subtilis) [148]
Butandiol bactérie (bacillus subtilis, amyloliquefaciens) [165]
N-Acyl homoserinelactone bactérie (Serratia liquefaciens) [166]

2.4. Spectre de protection des PGPR

Le spectre de protection des PGPR contre les différents pathogenes par
I'ISR dans les différentes cultures a gagné de I'importance [74, 167, 168, 169]. Le
traitement des graines avec la souche de P. fluorescens WCS417 a protége le
radis par linduction de la résistance systémique non seulement contre le
pathogéne des racines F. oxysporum f.sp. riphani, mais aussi contre La bactérie
pathogene des feuilles P. syringae pv. tomato et les champignons pathogénes des
feuilles Alternaria brassicola et F. oxysporum [169]. Ceci implique que la méme
souche de PGPR peut induire la résistance contre multiple pathogenes dans la
méme culture. Il a été également montré que la souche P. fluorescens Pflinduit la
résistance contre différents pathogéenes dans différentes cultures, Rhizoctonia
solani , Colletotrichum falcatum dans la canne a sucre et Pythium

aphanidermatum dans la tomate [167].

2.5. PGPR endophytes

Les bactéries endophytes sont définies comme des bactéries résidentes
des tissus vivants des végétaux sans étre pathogene ou de tirer bénéfices autre

gue d’assurer son habitat [174]. En plus de la colonisation de la rhizosphére et le
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rhizoplan, certaines PGPR sont localisées dans les espaces intercellulaires des

cellules épidermiques des racines et des tissus vasculaires [49, 170, 171].

Plusieurs facteurs favorisent les bactéries endophytes comme des agents
potentiels de I'ISR vu leur association intime et naturelle avec les plantes. Les
tissus internes des plantes fournissent un environnement relativement uniforme et
protége par rapport a celui de la rhizosphére et le rhizoplan [170], ou les bactéries
ectophytes doivent entrer en compétition pour les substances nutritives avec
d’autres microorganismes et supporter les fluctuations de température et
d’humidité, aussi bien I'exposition au rayonnement ultraviolet sur les surfaces.
L'application des bactéries endophytes par l'injection des tiges des plants de
coton réduit la pourriture des racines causée par Rhizoctonia solani et le
flétrissement vasculaire causé par F. oxysporum f. sp. vasinfectum [170]. Cette
bactérie se déplace vers le haut et vers le bas du point d’application en colonisant
les tissus internes, peut exclure l'entré des pathogene dans les vaisseaux
vasculaires [175]. Le traitement des semences de tomate avec la bactérie
endophyte Bacillus pumilus souche SE 34 empéche l'entré de l'agent du
flétrissement vasculaire F. oxysporum f. sp. radicis lycopersici dans les vaisseaux
vasculaires en limitant sa croissance mycélienne a I'épiderme et au cortex
extérieur de la racine [49]. L'application de la souche de P. fluorescens 63-28 a
limité la croissance de Pythium ultimum dans le pois [49] et F. oxysporum f. sp.

radicis-lycopersici dans la tomate [171].

L'utilisation des souches endophytes pour l'induction de la résistance
systémique est plus bénéfique dans les cultures propagées végétativement
comme le bananier et la canne a sucre. Viswanathan et Samiyappan [172] ont
révélé I'utilité de la souche endophyte de P. fuorescens EP1 isolée dans les tissus
de la tige de canne a sucre dans l'induction de la résistance systémique contre
'agent de la pourriture rouge Colletotrichum falcatum. De la méme maniére,
I'inoculation prophylactique des arbres de chéne avec les souches Pseudomonas
denitrixcans 1-15 et P. putida 5-48 protége les arbres contre Ceratocystis
fagacearum [173]. Plus loin, les bactéries endophytes présentes dans la graine

survivent et se déplacent dans la partie végétative pour étre végétativement
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propagées, réduisant ainsi le besoin de l'application fréquente des souches

bactériennes.

2.6. Systéme de sécrétion type lll des Pseudomonas non pathogénes

Les systémes de sécrétion permettent le transport de macromolécules
(protéines ou nucléoprotéines) entre le cytoplasme bactérien et le milieu extérieur,
a travers les membranes internes et externes des bactéries. Cing types de
systemes de sécrétion sont couramment décrits chez les bactéries : type | (SST1),
type 1l (SST2), type lll (SST3), type IV (SST4) et type V (SSTH). lIs sont classés
selon leur composition en protéines, leurs similitudes en acides aminés et leurs
mécanismes de fonctionnement [176]. Trés récemment, un sixiéme type de systéme,

SST6, a eté décrit mais tres peu de données le concernant sont encore disponibles [177].

La majorité des travaux rapportant la présence de SST3 chez des bactéries
non pathogénes concerne des bactéries d'origine tellurique. Des espéces
telluriques n’impliguant aucune pathogénie, telles que Desulfovibrio vulgaris
(réductrice de sulfate), Myxococcus xanthus, Verrumicrobium spinosum et des
bactéries du genre Burkholderia, possédent ainsi un SST3 dont le rble reste
encore inconnu [83]. Plus récemment, la présence d’'un géne de SST3 a été
identifiée chez d’autres souches du genre Burkholderia [178].

Les T3SSs sont connues comme médiateurs des interactions de nature
pathogene entre les cellules bactériennes et eucaryotes. Cependant, la présence
de souches saprotrophes de Pseudomonas spp. fluorescents ayant un pouvoir de
biocontréle contre les pathogénes telluriques dans la rhizosphere [68], indique
I'implication de ces systemes dans des processus autre que pathogéne, telles que
les associations symbiotiques menant a 'augmentation du taux d’échange des
nutriments au niveau des arbuscules mycorhiziens (AM) se développant sur les

cellules corticales des racines [129].

Des SST3 ou des séquences homologues a des génes codant des SST3
ont également été décrits chez des bactéries non symbiotiques appartenant au
groupe des Pseudomonas spp. fluorescents et connues pour étre non pathogénes

voire bénéfiques pour la croissance et la santé des plantes. Un SST3 a été
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détecté chez P. fluorescens PfG32R [84]. Cette souche, isolée de la rhizosphére
de plantes de la famille des Solanaceae et de I'oignon, est capable de supprimer
I'établissement de la BWT (pour bacterial wilt disease of tomato) [203]. Il a
également été montré que PfG32R est capable de produire une large variété

d’antibiotiques et de sidérophores [84].

La présence de séquences d’ADN caractéristiques du SST3 a été mise en
évidence par Mazurier [82] chez P. fluorescens C7R12, une bactérie mutualiste
connue pour ses effets bénéfiques sur la croissance et la santé des plantes.
C7R12 posseéde des propriétés antagonistes de pathogenes d'origine tellurique,
tels que Fusarium oxysporum responsable de la fusariose vasculaire [2] et
Pythium ultimum provoquant des nécroses de la racine. Sanchez et al [180] ont
montré que C7R12 était capable d’induire un effet de type PGPR par la mise en
évidence d'une promotion de croissance sur des plantules de Medicago
truncatula. Plus récemment, Pivato et al [181] ont montré que cette bactérie
possédait également des propriétés promotrices de la mycorhization et pouvait

donc étre considérée comme une bactérie MHB (mycorhization helper bacteria).

Des travaux de Mazurier et al [82] ont montré que prés de la moitié des
souches d’'une collection de Pseudomonas spp. fluorescents saprotrophes isolée
de la rhizosphére possédait des géenes caractéristiques de la présence d’'un SST3.
Rezzonico et al [87] ont également décrit la présence d’'un géne de SST3 chez de
nombreuses souches de Pseudomonas spp. fluorescents de la rhizosphére. Ces
souches comprenaient des bactéries non pathogénes saprotrophes, mais aussi
des agents potentiels de lutte biologique, tels que P. fluorescens F113, Pfl et KD.
Notamment, P. fluorescens KD, est une souche connue pour étre capable de
protéger les plantes contre des pathogenes : le concombre contre P. ultimum et la
tomate contre F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici [182]. Plus récemment, un
géne marqueur de SST3 a été identifié chez plusieurs Pseudomonas non
pathogéenes, tels que P. poae BS053, isolés de la mycosphére de champignons

ectomycorhizogenes [178].

2.6.1. Organisation génétique et structure du SST3
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Preston et al [85] ont comparé I'organisation du cluster hrp d’'une souche de
Pseudomonas pathogene, P. syringae pv. syringae 61, avec celle de SBW25
(Figure 2.1). Les ORF (pour open reading frame) de SBW25 ayant un fort degré
de similarité avec les genes hrp de P. syringae ont été nommeés rsp (pour
rhizosphere-expressed secretion). |l a été montré que le cluster rsp de SBW25
présentait de fortes homologies avec le cluster hrp de P. syringae. En effet,
I'arrangement et l'orientation des ORF de SBW25 sont trés proches de ce qui a
été décrit chez P. syringae pv. syringae 61. Toutefois, 4 différences principales ont
été observées. Ainsi, une partie importante de I'opéron hrcV ainsi que l'intégralité
de hrpZ du cluster hrp de P. syringae ne possedent pas d’équivalent au sein du
cluster rsp de P. fluorescens SBW25. De méme, SBW25 ne posséde qu’'un seul
homologue de régulateurs de réponse (rspR), au lieu de hrpR et hrpS chez P.
syringae. Enfin, sur le cluster rsp, ropE se trouve a une localisation totalement

opposée de son homologue avrE chez P.syringae.

Mulya et al [84] ont montré par hybridation, que P. fluorescens PfG32R
possédait des séquences présentant de fortes homologies avec plusieurs régions
du cluster hrp de phytopathogénes : hrpRS et hrpF de P. syringae pv.
phaseolicola (signaux de forte intensité) et hrpC et hrpD de P. syringae pv. tabaci
(signaux d’intensité moyenne). Des études ont permis de détecter par PCR et
hybridation, la présence des génes hrcR (partiel), hrcS, et hrcT (partiel) chez P.
fluorescens C7R12 et F113 [82]. Il est intéressant de noter que la succession des
genes hrcRST, caractéristique des clusters hrp de la famille Hrp-I décrits pour les
Pseudomonas pathogénes [183] a été retrouvée chez un grand nombre de

Pseudomonas spp. fluorescents non pathogénes (P. fluorescens et P. putida) [82].
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Figure 2.1: Comparaison de l'organisation du cluster rsp de P. fluorescens
SBW?25 avec le cluster hrp de P. syringae pv. syringae 61 d’aprés Preston et al.
(2001). La longueur des opérons a été déterminée approximativement d’aprés
I'échelle et est indiquée en kilo-paires de bases. Les fléeches noires indiquent
I'organisation des différents opérons.

2.6.2. Induction et réqulation des génes de SST3

Chez les Pseudomonas non pathogenes comme pour les bactéries
pathogenes, la présence d'un héte eucaryote apparait nécessaire a l'induction des
genes codant le SST3. Chez P. fluorescens SBW25, I'expression des genes de
SST3 est induite en présence des racines de la betterave a sucre (Beta vulgaris)
[184]. L'expression du cluster rsp de SBW25 serait donc induite en réponse a des

signaux spécifiques aux racines [85].

Cependant, la nature des hétes eucaryotes avec lesquels la bactérie
interagit n’est pas encore connue précisément. En effet, Rezzonico et al [87] ont
montré que ce ne serait pas avec la plante que le SST3 de P. fluorescens KD
interagirait mais avec un organisme fongiforme pathogéne. La présence du SST3
induit une forte diminution de la production d’'une polygalacturonase par Pythium
ultimum ce qui protége le concombre contre la maladie induite par cet oomycete
[87]. En effet, les pectinases, comme la polygalacturonase, contribuent a
détériorer les pectines de la paroi cellulaire des plantes et sont importantes pour

I'induction des maladies par les phytopathogenes [176].

Chez les Pseudomonas non pathogenes, la régulation transcriptionnelle
des genes de SST3 est proche du schéma de régulation des clusters Hrp-l du
phytopathogéne P. syringae [185]. En effet, chez P. fluorescens SBW25, I'étude
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de I'expression des genes de régulation a montré que la protéine RspR contrdle la
transcription du facteur o rspL et que la protéine RspL contréle I'expression du
cluster des génes codant pour les protéines de SST3 [185]. L'organisation des
genes de SST3 des Pseudomonas non pathogenes étant similaire a celle des

genes de SST3 des Pseudomonas phytopathogénes.

2.6.3. Protéines effectrices des Pseudomonas non pathogenes

L’'analyse des séquences du cluster rsp de P. fluorescens SBW25, a révélé
la présence de deux protéines putatives sécrétées : RspA et RopE [85]. Ce travall
a également permis de suggérer I'existence d’une troisieme protéine sécrétée non
identifiée sur le cluster rsp, au vu de I'observation de l'induction de la HR par la
souche sauvage et les mutants ropE de SBW25. Greenberg et Vinatzer [186] ont
montré que SBW25 possédait plusieurs géenes ayant des homologies avec des
genes de protéines effectrices d’autres pathogenes de plantes et d’animaux. Plus
tard, Vinatzer [187] a confirmé que deux de ces genes sont bien des genes codant
pour des protéines effectrices putatives : un géne homologue de avrA et un gene
homologue de exoY de P. syringae. A notre connaissance, ces résultats sont les
seuls existants concernant les protéines effectrices chez les bactéries non

pathogenes non symbiotiques.

2.7. Communication bactérienne « Quorum sensing »

De nombreuses bactéries utilisent des signaux spécifiques hommeés auto
inducteurs pour établir une communication intercellulaire. L’'expression de
beaucoup de fonctions physiologiques et de comportements compte sur la taille
de la communauté bactérienne, qui est mesurée par 'accumulation des signaux
extracellulaires spécifiques autoproduits. Ce phénomene de communication
contrdlant I'expression et la régulation de certains génes bactérien est nommé le

« quorum sensing » [100].

Le quorum sensing est un mécanisme régulateur qui joue un rdle central
dans la physiologie et le développement des bactéries. Il permet a une population
de coordonner I'expression des génes cibles en fonction de sa densité ou des
propriétés du milieu (diffusion, flux...) [188].



55

Le premier «QS» a été découvert chez la bactérie marine
bioluminescente Vibrio fischeri, dans lequel Luxl est responsable de la
biosynthése du signal intercellulaire N-(3-oxohexanoyl)-homoserine lactone, et
LuxR est un régulateur transcriptionnel [189]. Quand la concentration du signal du
« QS » atteint le seuil, il interagit avec la protéine LuxR et le complexe LuxR-auto
inducteur s’attache dans la région promotrice LuxICDABE et active la

transcription des genes cibles [189].

Chez les bactéries Gram négatif, le Quorum Sensing est basé sur la
synthese et la détection de petites molécules signal appelées N-acyl-homosérine
lactones (AHLs) comme autoinducteurs (Figure 2.3) [110, 90] qui est
généralement associé a leur comportement pathogéne ou symbiotique [93, 190].
Les molécules de types acyl-homosérine lactones sont composées, comme leur
nom l'indique, d’'un anneau homosérine lactone d’'une part, et d’'une chaine acyl
variable d’autre part. Suivant I'espéce productrice, la chaine acyl peut varier par
sa longueur (de 4 a 18 carbones) [93, 190], sa saturation et la présence de
différentes substitutions sur le troisieme carbone (groupement carbonyle C=0, ou

groupement hydroxyle CH-OH).
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Figure 2.3 : schéma représentatif du systeme de « Quorum sensing »
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Les AHLs sont synthétisées dans la cellule bactérienne par les AHL-
synthases [191, 192]. Ces enzymes ont été classées en différentes familles en
fonction de leurs séquences et des substrats utilisés lors de la synthése des
molécules signal. Trois types d’AHLs synthétase ont été décrits a ce jour: la
famille LuxI [192], comprenant les homologues de I'enzyme Luxl [193] qui sont les
AHL-synthases les plus répandues puisqu’elles sont conservées dans plus de 50
especes bactériennes [194], et l'enzyme HdtS décrite chez Pseudomonas
fluorescens et qui est responsable de la synthése de trois types différents d’AHLs
chez cette bactérie [195]. Un grand nombre de bactéries, ont été trouvées
gu’elles sont capables de produire AHLs (ou activités semblables a AHL), parmi
celles-ci, beaucoup de signaux de QS sont produits par les bactéries associées a
des plantes et peu entre elles, sont les bactéries promotrices de la croissance des
plantes et de biocontréle comme Pseudomonas aureofaciens, Pseudomonas
putida et Pseudomonas fluorescens [90]. Par exemple, chez Pseudomonas
aureofaciens 30-84, un agent de biocontrole bien caractérisé qui protege le blé
d'une maladie causée par le champignon ascomycete Gaeumannomyces
graminis var. tritici, le QS systeme Phzl —PhzR est employé pour réguler I'opéron
Phz FABCD responsable de la synthese de [lantibiotique phénazine [196].
Récemment, un second systéme de ‘QS’ a été identifié chez la souche P.
aureofaciens 30-84, qui semble régler des propriétés cellulaires superficielles et
joue un réle dans la compétition rhizosphérique, mais pas pour la production de la
phénazine [198]. Chez P. putida Isof, une souche de bioremédiation (dépollution)
qui peut aussi promouvoir la croissance des plantes, le complexe Ppul-PpuR
active ppuA et influence positivement la formation et le développement du biofilm
[199].

L’inactivation ou la dégradation des AHLs présente une cible attractive pour
la création d’'une stratégie innovatrice de contrdle de maladies. Il a été montré que
plusieurs plantes et composés microbiens ont une activité contre les AHLs.
Récemment, deux protéines bactériennes dégradant [I'AHLs ont été décrites.
Chez les isolats du sol de I'espece Bacillus, AHL-lactonase codé par le géne aiiA
a été identifié [200, 201]. Une autre bactérie du sol Variovorax paradoxus, a été

également identifiée qui neutralise AHLs par le clivage de la taille de I'acide gras
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et la minéralisation de l'anneau homosérine lactone via la production d’un

aminoacylase [202].

La premiére application de la perturbation du systeme « QS » dans le but
de contrdle de maladies était par I'introduction du géene aiiA multiplié du Bacillus
sp. dans le tabac transgénique et les plants de pomme de terre [200].
L'expression de ce gene et la production d’AHL lactonase par les plantes
génétiguement modifiées a paralysé le systeme de « QS » de la bactérie
pathogene Erwinia carotovora, aboutissant ainsi a I'augmentation de la résistance

a la maladie [203].

2.7. PGPF ou champignons bénéfiques

Certains champignons peuvent stimuler les défenses de la plante et
présenter une activité antagoniste envers différents phytopathogenes, ceci tout en
stimulant directement la croissance de la plante [10]. Ces champignons
bénéfiques ont été appelés PGPF pour “ Plant Growth-Promoting Fungi”. lls
peuvent étre des champignons filamenteux [98] voire méme des levures
également appelées PGPY pour “Plant Growth-Promoting Yeasts” [192]. Les
PGPF peuvent étre naturellement présents chez diverses plantes, aussi bien chez
des plantes herbacées [16] que des plantes ligneuses [142], notamment la vigne
[176]. Chez ces plantes, les PGPF peuvent étre épiphytiques et / ou
endophytiques et sont méme quelquefois a l'origine de symbioses remarquables

comme c’est le cas avec les mycorrhizes [204].

Trichoderma spp. sont parmi les champignons les plus fréquents dans le
sol et dans les écosystemes des racines des plantes [205]. Ces champignons sont
opportunistes, avirulents pour les plantes, symbiotiques et fonctionnent comme
des parasites et antagonistes de nombreux champignons phytopathogéenes, ce qui

protege les plantes des maladies [205].

Le genre Trichoderma Pers. : Fr décrit par Persson en 1874 [133], est
utilisé depuis les années 1930 dans la lutte biologique appliquée en agriculture.
Différentes espéces de ce genre ont montré leur efficacité dans la lutte contre les

agents phytopathogenes aériens et telluriques.
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Le genre Trichoderma est caractérisé par une vitesse de croissance rapide
et une sporulation abondante sur milieu de culture. Il est facilement
reconnaissable en culture grace a la couleur généralement verte des spores. Ce
genre est caractérisé par des conidiophores fortement ramifiés selon une
structure pyramidale et se terminant par une ou plusieurs phialides. Ces dernieres
peuvent étre cylindriques ou subglobuleuses, regroupées en masse ou en
solitaire. Les conidies sont hyalines, ellipsoides et lisses chez la plupart des
espéces ; les conidies globuleuses sont rares. Certaines especes peuvent
produire des chlamydospores globuleuses, qui sont intercalaires ou terminales. Le
systeme de ramification du conidiophore est hautement variable et dans certains
cas peut ressembler superficiellement au genre Verticillium et Gliocladium [159].

2.7.1. Taxonomie

La division du genre Trichoderma en espéces a fait I'objet de hombreuses
études et de beaucoup de polémiques. Dans le régne vivant les limites de
«l'espece» reposent sur la possibilité de croisement entre individus. Or, les
champignons anamorphes du genre Trichoderma, en tant que tels, n‘ont pas de
reproduction sexuée connue, et ce caractére ne peut donc étre utilisé pour leur
systématique. On se base alors sur les aspects culturaux et la morphologie des
appareils sporogenes ainsi que sur le matériel génétique en s'appuyant sur des

techniques de biologie moléculaires [159].

Au départ, la taxonomie de ce genre était basée en grande partie sur les
caracteres morphologiques et les résultats les plus importants ont été publiés par
Rifai [206] et Bisset [207]. La premiére tentative de subdiviser le genre
Trichoderma a été réalisée par Rifai [206] qui a subdivisé le genre Trichoderma en
9 espéces agrégats, tout en reconnaissant que les dernieres espéces qu'il a décrit
ne sont pas vraiment des espéces biologiques. Cet auteur a bien reconnu que
chaque espéce agrégat est hétérogene et comprend plus qu'une espéce
biologique, car il n’était pas possible de définir les limites des espéces biologiques

individualisées.
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Les neufs agrégats décrits par Rifai [206] sont :

1. Trichoderma piluliferum Webster et Rifai
Trichoderma polysporum (Link : Fr.) Rifai
Trichoderma hamatum (Bon) Bain
Trichoderma Koningii Oud
Trichoderma aureoviride Rifai
Trichoderma harzianum Rifai
Trichoderma longibrachiatum Rifai

Trichoderma pseudokoningii Rifai

© 00 N o g~ w D

Trichoderma viride Pers. : Fr.

En 1991, Bissett [207] propose la notion de « section » pour faire face au
nombre croissant d'espéces nouvelles de Trichoderma sp., sans rapport avec les
especes agrégées. Se basant sur la morphologie des conidiophores et des
phialides, il regroupe les espéces agrégées dans 5 sections (Trichoderma,
Pachybasium, Hypocreanum, Longibrachiatum et Saturnisporum).Le systéme
taxonomique de Bissett est aussi appuyé, entre autres, par des approches de
biologie moléculaire (PCR), pour répondre au positionnement de nouvelles
especes de Trichoderma identifiées (dont les formes téléomorphes sont souvent
non identifiées) et reste le plus fiable actuellement [207]. La méthodologie de cette
taxonomie, repose sur des comparaisons de l'aspect morphologique, le profil
métabolique, I'examen phylogénétique et la séquence d'’ADN avec des bases de

données de références internes au laboratoire de Bissett (Canada).

Les espéeces de Trichoderma ainsi que leurs rares formes téléomorphes
observées sont classées parmi les Ascomycetes (second plus important groupe

fongique en nombre d'espéeces) du genre Hypocrea [207].

Plus de 200 espéces du genre Hypocrea ont été identifiées, mais sont
rarement cultivables, et de ce fait peu décrites en termes modernes. Sous
certaines conditions, méconnues, les Hypocrea sp. (téléomorphes) se
transforment « définitivement » en Trichoderma sp. (anamorphes). On pense alors
gue I'évolution a conduit a la disparition du mode sexué pour I'établissement d'un

genre a reproduction exclusivement asexuée [207].
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La biologie moléculaire nous révéle aujourd’hui que des especes de
Trichoderma  génétiquement  différentes, présentent des  similitudes
morphologiques spectaculaires et leurs caractéristigues se chevauchent ce qui,
d'une part explique la longue controverse connue par ce genre auparavant et
d'une autre part, montre que les seuls criteres morphologiques ne suffisent plus
pour une classification incontestable et rigoureuse des formes anamorphes de
Trichoderma sp.[207].

La taxonomie actualisée des champignons a aboli I'embranchement des
Deuteromycotina, auquel appartenait le genre Trichoderma. La position
taxonomique actuelle des Trichoderma sp. se présente comme suit, selon Bissett,
2004 [207] :

Embranchement Amastigomycota et/ou Eumycetes

Sous embranchement ~ Ascomycotina

Classe Sordariomycetes

Ordre Hypocréales

Famille Hypocraceae

Genre Hypocrea mitosporique (Trichoderma)

2.7.2. Utilisation du genre Trichoderma dans la lutte biologigue

Le potentiel des especes de Trichoderma comme agents de lutte biologique
avait été observé pour la premiére fois par Weinding (1932) [133]. Ce dernier
auteur a rapporté l'action mycoparasitaire de T. lignorum (Tode) Harz contre
Rhizoctonia solani Kuhn. Il avait décrit avec détail 'enroulement des hyphes de
I'agent antagoniste contre celles de I'agent pathogéne, la pénétration, ainsi que la
dissolution du cytoplasme de I'héte. Deux années plus tard Weinding [133] avait
rapporté que la souche de T. lignorum produisait une substance toxique contre R.
solani et Sclerotinia americana et la nomma gliotoxine. Plus tard il avait démontré
que l'espece qui produisait la gliotoxine n’était pas T. lignorum mais plutét
Gliocladium virens Miller. Cette derniére est récemment renommée comme T.
virens [133].
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Dans les années qui suivent ces travaux, plusieurs exemples de succés de
la lutte biologique ont été attribués aux mécanismes de mycoparasitisme et ou
de l'antibiose, a la rhizosphére compétence, aux enzymes lytiques qui dégradent
les polysaccharides, la chitine et le B-glucane telles que les chitinases et
glucanases et a I'induction des mécanismes de la résistance des plantes [209]. Le
renforcement des activités antifongiques a été montré chez les plantes et les
microorganismes. Des plants de tabac et de tomate exprimant des chitinases
recombinantes a partir de Trichoderma harzianum ont exprimé une grande
résistance a I'égard d’'un grand nombre d’agents phytopathogenes. Selon Migheli
[210], la souche T.longibrachiatum (CECT2606) transformée par un géne codant
pour le B-1,4 endoglucanase (over expression) est efficace que la souche

sauvage.

2.7.3. Interaction Trichoderma-pathogenes

Le genre Trichoderma posséde une batterie de mécanismes d’attaque
potentiellement utilisables mais qui demeurent toutefois complexes. Il peut
employer un ou plusieurs modes d’action en méme temps pour maitriser un agent

pathogene.

Le déploiement des modes d’action varie également selon les partenaires
en présence et les conditions physico-chimiques du milieu (températures,
humidité, etc....). Trichoderma est efficace lorsqu’on lui permet de s’installer avant
I'arrivée des champignons pathogenes. Son action est donc préventive. Il permet,
au niveau des racines, de créer un manchon protecteur autour de celles-ci et ainsi
contrer I'entrée des agents pathogénes a l'intérieur des racines. Une fois installée,
Trichoderma peut avoir un effet stimulant pour la plante en absence de

champignons pathogénes [211].

2.7.3.1. Mycoparasitisme et enzymes lytiques

Le processus complexe du mycoparasitisme consiste a plusieurs
événements, incluant la reconnaissance de I'héte, I'attaque et par conséquence la
pénétration et la mort de I'hdte. Durant ce processus Trichoderma secrete des

CWDEs (Cell wall degrading enzymes) qui hydrolysent la paroi des cellules de
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I'néte, relachant par conséquence des oligomeres de la paroi des cellules de I'hote
[28, 90]. Il a été montré que Trichoderma secrete des enzymes hydrolytiques a un
taux constitutif et détecte la présence des autres champignons par la sensation

des molécules relachées de la dégradation enzymatique de I'héte [28].

Les enzymes qui dégradent les parois cellulaires fongiques secrétées par
Trichoderma spp.telles que les chitinases et les B glucanases sont coréviéles
comme étant les déterminants majeurs de l'activité antagoniste [33,198]. Des
données récentes indiquent clairement qu’en particulier les chitinases jouent un
réle principal [28]. Quelques enzymes chitinolytiques de T.harzianum ont été

purifiées et caractérisées [34].

Les enzymes chitinolytiques de Trichoderma spp. sont secrétées de
maniere extracellulaire pour dégrader les substrats a base de chitine (exemple : le
mycélium des champignons). Certaines de ces enzymes ont un rdle nutritionnel et
peuvent étre impliquées dans la lutte biologique [198]. Lorito [212] ont observé
gu'une souche de T.harzianum efficace dans la lutte biologique agissait en
premier lieu par la production d’antibiotiques pour tuer I'h6te, et beaucoup plus
tard des enzymes chitinolytiques pour la colonisation saprophytique des tissus de
la plante héte déja morte. Selon ces données, I'efficacité de la lutte biologique des
souches de Trichoderma spp. serait associée a la production d’antibiotiques non
volatils ou avec d’autres mécanismes autre que le mycoparasitisme [198]. Par
contre, beaucoup de travaux ont montré l'implication importante des enzymes
chitinolytiques dans le mycoparasitisme, I'antagonisme et la lutte biologique. Dans
I'interaction mycoparasitaire in vitro, une induction de I'expression des enzymes
chitinolytiques est induite dans les premieres heures de contact avec le
pathogene, ces enzymes apparaissent a étre impliquées dans la pénétration et la
mort de I'héte [36]. Certains isolats de Trichoderma spp. commercialisés et
utilisés dans la lutte biologique ne produisent pas d’antibiotiques non volatils [34],
et une corrélation directe est trouvée entre I'activité chitinolytique in vitro et la
capacité de biocontréle de certains isolats de T.harzianum [33]. Certaines
enzymes chitinolytiques de Trichoderma spp.et Gliocladium spp. peuvent étre
directement utilisées en combinaison avec les fongicides chimiques pour protéger

les fruits au cours du stockage contre les maladies de conservation. Des
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applications basées sur des préparations enzymatiques dans les serres ou en
plein champ peuvent étre utilisées, puisque les enzymes peuvent améliorer
I'efficacité des fongicides systématiques et des bactéries antagonistes [35]. Ce qui
est également prometteur pour la défense des plantes, et le transfert des génes

codant pour les enzymes chitinolytiques de différentes espéces végétales [41].

Concernant la derniére approche de lutte, de nombreux végétaux d’intérét
économique ont été génétiquement modifiés avec des chitinases d’origine diverse
afin d'accroitre leur résistance systématique antifongique et insecticide. Le
renforcement des activités antifongiques est montré chez les plantes exprimant

des chitinases recombinantes d’origine bactérienne et fongique [11].

Le géne codant pour I'endochitinase chit-42 est exprimé de maniere
constitutive dans les plants de tabac, de tomate, de pomme de terre et d’autre
espéce. En effet, chez le tabac transgénique, le géne chit-42 maintenait son
activité antifongique accumulée de maniere extracellulaire dans les feuilles, dans
les racines, les tiges et les fleurs. Il n’affecte pas l'interaction de la plante avec les
champignons mycorhiziques [11]. L’endochitinase peut agir en synergie avec les
PR-protéines des plantes pour inhiber la pénétration des champignons, et libérer
les oligomeéres qui élicitent les défenses des plantes [11]. Par conséquent les
lignées transgéniques des plants de tabac, de pomme de terre et de pomme ont
montré une augmentation de la résistance aux champignons aériens et telluriques

tels que Alternaria alterna, Rhizoctonia solani et Venturia inaequalis [11].

2.7.3.2. Antibiose et métabolites secondaires

La mise en évidence de la production de métabolites secondaires par les
Trichoderma sp. a été rapportée pour la premiere fois par Weidling (1934),
concernant un antifongique [133]. Depuis, les études successives ont démontré
gue ces micromycetes étaient virtuoses dans la biosynthése de métabolites
secondaires, processus régi par des interactions biochimiques extrémement

complexes et parfaitement coordonnées [34].
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La littérature ne cite que les métabolites importants de Trichoderma sp.
sont principalement des enzymes et des molécules bioactives. Ils sont classés

selon Ghisalberti et Sivasithamparam [213] en trois groupes :

(i) Métabolites volatils: 6 pentyl pyroneéthylene, cyanure
d'hydrogéne, alcools, aldéhydes [214].

(i) Métabolites non volatils diffusibles: polyacétates
(antifongiques, antibiotiques), trichotécenes (variété de toxines actives
sur microorganismes et mammiféres) notamment les trichodermines
[213].

(iii) Métabolites polypeptidiques ciclosporines
Immunosuppresseurs anti- inflammatoire; (et les peptaibols, qui sont

généralement assimilés a des mycotoxines peptidiques) [214].

Les structures chimiques des antibiotiques de Trichoderma peuvent
suggérer deux différents mécanismes d’action. La production des composés de
faible poids moléculaire, non polaires et volatils résultant dans une grande
concentration d’ antibiotiques dans sol d’environnement, qui a relativement une
gamme de longue distance d’influence sur la communauté microbienne. Au
contraire, I'effet d’'une courte distance peut étre du a des antibiotiques polaires et

des peptaboils actant (activant) en proximité de la production des hyphes [212].

Lorito et al [212], démontrent que les peptaboils inhibent l'activité @& -
glucane synthétase dans les champignons hétes, alors ils agissent en synergie
avec le B-glucanase de T.harzianum. L’inhibition de glucane synthétase empéche
la reconstruction des parois des cellules du pathogene, ceci facilite l'action
disruptive des [B-glucane.

La synergie existante entre les enzymes et les antibiotiques polaires est
strictement en relation avec leurs mécanismes d’action [213]. Bien que le réle et
les effets des peptaboils soient clairs, le mode d’action des autres métabolites
secondaires et leurs synergies possibles avec d'autres composés n'est pas
encore élucidé [214].

Selon le métabolite secondaire produit, Howell [133] divise les souches de

T.virens en deux groupes : les souches « Q » qui produisent la gliotoxine et les
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souches « P » qui produisent le composé gliovine au lieu de la gliotoxine [304]. La
gliotoxine a un large spectre d’activité antibiotique, alors que la gliovirine est un
spécifique inhibiteur des oomycétes et sa production est positivement en
corrélation avec l'efficacité du biocontrdle du groupe de la souche « P » de
contrbler Pythium Damping-off du coton [133]. Dans les substrats avec une haute
ration C/N, les deux groupes «P» et «Q» de T.virens produisent une
phytoalexine similaire a la viridine, nommé viridiole [213]. Les souches produisant
les virioles peuvent étre appliqué en sol comme bio-herbicide pour les mauvaises

herbes, alors qu’ils n’affectent pas la plante cultivée en sol traité [133].

2. 7.4 Interaction Trichoderma-plantes

En plus des actions de biocontréle qui se résument dans l'inhibition des
capacités infectieuses des agents phytopathogenes, en inhibant leur croissance
(antibiose) ou par des actions compétitives pour les niches écologiques. Certaines
especes de Trichoderma peuvent coloniser efficacement les racines des plantes
et augmenter la résistance aux maladies via l'induction des mécanismes de

défense de la plante.

2.7.4.1. Colonisation des racines des plantes

L’interaction physique entre Trichoderma et la plante a été observée par le
microscope électronique pour étre limitée dans les premiéres couches des cellules
de I'épiderme de la plante et le cortex extérieur des racines [215]. Les hyphes des
BCAs péneétrent dans le cortex racinaire mais la colonisation par Trichoderma est
stoppée, probablement par la déposition des barrieres de callose par
I'encerclement des tissus de la plante [215]. Il apparait que cette interaction
développe une relation symbiotique plutbét qu’une relation parasitaire entre le
champignon et la plante, par lequel le champignon occupe une niche nutritionnelle

et la plante est protégée de la maladie.

Une active signalisation moléculaire s’effectue entre le champignon et la
plante. Les éliciteurs de Trichoderma activent I'expression des genes impliqués
dans le systéme des réponses de défense, et la promotion de la croissance de la

plante, le systeme racinaire et la disponibilité des nutriments. Cet effet a son tour
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augmente la zone de colonisation et les nutriments disponibles pour les
champignons de biocontrle, par conséquence l'augmentation en général
d’antagonisme des pathogénes des plantes [216]. Il a été montré que Trichoderma
virens colonise les racines du coton et inhibe la croissance de Macrophomina

phaseolina (pourriture des racines) apporté par le sol [215, 216].

2.7.4.2. Induction des mécanismes de défense

L’induction des réponses de défense des plantes par les champignons
antagonistes a éteé tres bien étudiée [215, 216]. Des plantes variées, des espéeces
mono et dicotylédones, ont montré une augmentation de leur résistance aux
pathogenes lorsqu’elles sont prétraitées avec Trichoderma [216]. La colonisation
des plantes par Trichoderma spp. réduit la maladie causée par un ou plusieurs
différents pathogenes, au site d’'inoculation (induced localized acquired resistance,
LAR), aussi bien que lorsque le champignon est inoculé dans différents sites et

temps (périodes) que celui du pathogene (induced systemic resistance ou ISR).

L’induction de la résistance des plantes par la colonisation de certaines
espéeces de Trichoderma est similaire a celle élicitée par les rhizobactéries, qui
améliorent le systéme de défense mais elles n’impliquent la production des
protéines PR (pathogenesis-related) [217, 218]. |l a été rapporté que Trichoderma
induit les génes qui sont associés au stress biotique et abiotique, aussi bien que
'ADN, I'ARN et les protéines de métabolisme. En particulier, les genes codant
pour I'extensine et les protéines similaires ont été trouvés induits par les BCA,
mais non ceux codant pour les protéines appartenant a la famille PR-5 (thaumatin-
like proteins), qui sont considérées comme le principal marqueur moléculaire de la
SAR.

Durant linteraction de Trichoderma avec la plante, différentes classes de
métabolites peuvent agir comme des éliciteurs de linduction de la résistance
[219]. Ces molécules incluent : (i) protéines avec une activité enzymatique comme
la xylanase [217]; (ii) produits des genes d’avirulence (avirulence like gene)
capables d’induire des réactions de défense de la plante [216] ; (iii) des composés
de faible poids moléculaire relachés des parois des cellules des plantes ou des
champignons par I'activité enzymatique de Trichoderma [216, 217, 218]. Certains
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produits de faible poids moléculaires ont été purifiés et caractérisés et ils sont
considérés comme des composés qui élicitent une réaction chez la plante
lorsqu’ils sont appliqués au niveau des feuilles ou lorsqu’ils sont injectés dans les
tissus des feuilles ou des racines. Plus loin, ils stimulent également la capacité de
biocontréle de Trichoderma en activant I'expression des génes cascades de
mycoparasitisme. Une autre protéine (Sml) elicitrice secrétée par T.virens a été
impliqguée dans l'activation de mécanisme de défense et I'induction du systéme de
résistance. En plus de leur effet antimicrobien inné, leur action peut aussi stimuler
I'activité biologique des populations microbiennes antagonistes résidentes ou les
souches de Trichoderma introduits, et promeuvent un effet d'ISR a la plante.
D'autre métabolites secondaires (peptaiboles) peuvent agir comme eliciteurs des
systemes de défense des plantes contre les pathogenes. En fait, I'application de

peptaiboles active une réponse de défense aux plantes de tabac [219].
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CHAPITRE 3
MATERIELS ET METHODES

3.1. Matériel biologique

Les antagonistes testés dans notre expérimentation sont de deux natures
différentes, une bactérie Pseudomonas fluorescens et un champignon
Trichoderma harzianum. Ces tests ayant comme objectif d’expérimenter les
différentes voies d’action de ce deux types de microorganismes. Concernant
I'isolat pathogéne, il s’agit de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici agent de

fletrissement vasculaire de la tomate (Tableau 3.1).

3.1.1. Souche bactérienne

Nos travaux ont été conduit avec de la souche modéle Pseudomonas
fluorescens C7R12, mutant de la souche C7, résistante a la rifampicine, isolée de
la rhizosphere du lin cultivé dans le sol de Chateaurenard, agent de biocontrdle du
flétrissement fusarien. Cette souche posséde un systeme de sécrétion de type Il
(SST3) [82], présente des effets type PGPR [180], des effets antagonistes a
I'encontre de pathogenes fongiques d’origine telluriqgue [02] et des propriétés de
bactéries MHB (Mycorhization Helper Bacteria) [181]. A partir des cultures
conservées sur le milieu B de King [220] (Appendice B), des repiquages ont été
réalisés sur le méme milieu dans des boites de Pétri pour vérifier la pureté des

souches ; ainsi les cultures pures ont été conservées a 4°C.

3.1.2. Isolats cryptogamiques

Concernant les isolats cryptogamiques utilisés dans cette recherche (essais
expérimentaux), nous avons :

e Un isolat antagoniste Trichoderma harzianum G4, isolé en Belgique ; il se

caractérise par sa capacité d'attaquer les agents pathogénes via différents

modes d’action [211].
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e un isolat pathogéne de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, isolé en
Belgique (collection de Gembloux), qui se caractérise par un pouvoir

pathogene élevé en interaction avec plusieurs cultivars de tomate.

La pureté des isolats fongiques a été veérifiée par des cultures
monosporiques obtenues sur le milieu eau agar (Appendice B) et repiqué
individuellement sur le milieu PDA « potato dextrose agar » [221]. A partir de
cette culture ; des inoculums fongiques ont été préparés avec des cultures agées

de 7 a10 jours cultivés sur le milieu PDA a 25°C.

Tableau 3.1 : Origine des microorganismes testés

Microorganisme  origine origine observations
Végétale géographique

C7R12 rhizosphére  Chéateaurenard Envoi du Pr.Lemanceau
du lin France laboratoire de microbiologie
et géochimie du sol (INRA)
Dijon-France

G4 tomate Belgique collection microbiologique
Gembloux (Belgique)

FOL tomate Dijon (France) Envoi du Pr.Lemanceau
laboratoire de microbiologie
et géochimie du sol (INRA)
Dijon-France

Il s’agit d’'un mutant résistant a la rifampicine de la souche C7

3.1. 3. Matériel végétal

Les essais d’'application d’activité antagoniste in vivo ont été effectués avec
deux variétés de I'espece vegétale la tomate (lycopersicon esculentum var Aicha
et Heinz améliorée 1350), elles ont été choisies sur la base de leur sensibilité a
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici et leur durée de végétation. Les graines des
deux variétés ont été désinfectées par trempage dans une solution d’hypochlorite
de sodium a 2% pendant 10 minutes, puis rincées abondamment a I'eau distillée
stérile et séchées sur un papier filtre absorbant.

Les opérations de semis, d’élevage et de conduite des plants ont été

réalisées dans un substrat composé de tourbe et de sol nature (1/2 tourbe, 2/3
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sol). Le sol utilisé dans les essais d’antagonisme in situ a été prélevé au niveau de
la station expérimentale de l'université de Blida (Département d’Agronomie).
Aprés séchage et tamisage (4 mm de diamétre) afin d’éliminer les éléments
grossiers, le sol a été désinfecté selon la méthode de Berjerac, en I'étalant sur une
plague en acier chauffée a une température avoisinant 200°C pendant 15 minutes.
Le sol sur la plaque est remué de temps a l'autre en I'arrosant avec de I'eau. Cette
opération vise a éliminer ou inhiber le maximum d’activité microbienne, des
nématodes et les semences des plantes indésirables. Aprés désinfection, le sol a
été meélangé avec la tourbe (1/3 de tourbe, 2/3 de sol). Les caractéristiques
physicochimiques du sol ont été étudiées durant 'année 2005 au niveau du
laboratoire de pédologie du département d’Agronomie de I'Université de Blida
(Tableau 3.2).

Tableau 3.2 : caractéristiques physicochimiques du sol [222]

Caractéristiques Taux (%)
pHeau 6.9
pHKCL 6.7
K" 0.63%
Na* 2.63%
Ca+* + Mg* 6.36%
s’ 9.65%
C.E 0.44
C.E.C (meq /100g de sol) 12.5
V (taux de saturation) 77.2
P2 O5 assimilable (ppm) 189.33
Ca CO3 0
Matiere organique 1.89
Hcc (humidité pondérale a la capacité au champ) 10.45
Argile 16.36%
L (limon) 24.12%
LG (limon grossier) 16.26%
SF (sable fin) 14.28%
SG (sable grossier) 28.98%
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3.2. Conditions de plantation et de culture

Notre expérimentation a été réalisée a la station expérimentale du
Département d’agronomie de [l'université de Blida, sous serre en verre a
Charpente métallique, d'une hauteur de 4.5 metres et de dimensions de (17.5 m x
22.5 m). L’aération est assurée par des fenétres latérales et chauffée par des
radiateurs a chauffage central.

e Le repiquage des graines a été realisé dans des plaques
d’'alvéoles contenant 50% de tourbe et 50% de sol préalablement
désinfecté.

e La transplantation de chaque variété de tomate a été effectuée
lorsque cette derniere atteint le stade deux a trois feuilles bien
étalées dans des sachets en polyéthylene rempli de 1/3 de tourbe
et 2/3 de sol d’'une contenance de 1kg.

e Les plants ainsi transplantés sont irrigués régulierement avec l'eau
de robinet.

e L’élevage de ces plants a duré environ 4 semaines.

3.3. Antagonisme in vitro

Ce test consiste en la vérification des activités antagonistes in vitro des
microorganismes antagonistes sélectionnés vis-a-vis de L’agent phytopathogéne

étudie.

3.3.1. Inhibition de la croissance mycélienne

Le pouvoir antagoniste des souches C7R12 et G4 sur linhibition de la
croissance mycélienne du pathogéne FOL a été testé sur trois milieux gélosés : le
milieu PDA favorable au développement des champignons, le milieu KB favorable
au développement des bactéries et le milieu mixte composé de parts égales des
deux premiers milieux (KB + PDA). Au début, des tests préliminaires ont été
réalisés sur la croissance mycélienne, sur la germination des conidies et sur
I'élongation des tubes germinatifs pour détecter d’éventuelles activités

antagonistes.
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3.3.1.1. Confrontation par contact direct sur milieux de culture

Cette technique consiste a placer, dans la méme boite de Pétri, a 5cm 'un
de l'autre deux explants de 8 mm de diametre provenant de deux cultures de
champignons parasite et antagoniste (G4 et G7).Pour la souche de Pseudomonas
C7R12, il s’agit de placer sur la méme boite de Pétri 5 pastilles de 5 mm de
diametre, I'une portant le pathogéne au centre de la boite et les autres portant
I'antagoniste (C7R12) a la périphérie. Les pastilles gélosées des bactéries sont
préparées a partir de cultures de 36 heures, alors que celle des champignons ont
été préparées a partir de cultures agés de 7 a 10 jours. Pour chaque interaction,
trois répétitions sont prévues. Au terme de la période d’incubation, 8 a 10 jours a
25 °C, les diametres des colonies fongiques sont mesurées en prenant en compte
le diamétre des zones d’inhibition formées a la limite du développement entre le
pathogene et Il'antagoniste. Le pourcentage d’inhibition de la croissance
mycélienne exercé par les antagonistes a été évalué selon la méthode de Sy
[223].

IC (%) = DT-DPA x 100
DT
IC : inhibition de la croissance

DT : croissance diamétrale du témoin
DPA: croissance diamétrale mycélienne du pathogéne en présence de
I'antagoniste.

3.3.2. Inhibition de la germination conidienne

3.3.2.1. Préparation des suspensions conidienne

Selon les techniques décrites par Schers et Backer [89], la production des
conidies de l'isolat cryptogamique (FOL) est effectuée en déposant un disque
mycélien dans un flacon de 100 ml contenant le milieu PDA et laissé en agitation
continue pendant 20 jours a 25°C + 2°C a l'obscurité. Apres l'incubation, la
vérification de la présence des conidies est réalisée par des observations
microscopiques (G : 10x40).
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3.3.2.2 Interaction antagonistes-pathogene

L'objectif de cet essai est de tester l'effet des agents antagonistes sur
I'inhibition de la germination conidienne dans un milieu liquide. A cet égard, des
confrontations ont été effectuées dans des tubes a essai contenant 5ml des trois
milieux liquides PDA, KB ou (PDA+KB). Les suspensions antagonistes
bactériennes et fongiques de la souche C7R12 et de lisolat G4 et ont été
préparées successivement avec des cultures agées de 36H et de 07 jours, par

homogénéisation dans I'eau distillée stérile.

Dans chaque tube a essai, un volume de 3ml des suspensions antagonistes
C7R12, G4 ou C7R12+G4 a été apporté et mis en incubation a 25°C, 24h avant
I'addition de la suspension conidienne du FOL d'une concentration de 10°
conidie/ml. Les témoins sont représentés par I'ensemencement du FOL dans les
trois milieux liquides. Il est important de signaler que la concentration des
suspensions antagonistes a été apportée a la méme que celle du pathogéne selon
trois répétions pour chaque traitement.

La lecture des résultats consiste a effectuer le comptage des conidies totales
et les conidies germées aux différents temps TO, T1 et T2 afin de déterminer le
taux d’inhibition de la germination conidienne.

e TO:au méme temps de l'introduction de la suspension conidienne du FOL.

e T1:6h apres l'introduction de la suspension conidienne du FOL.

e T3: 24h apres l'introduction de la suspension conidienne du FOL.

3.3.3. Inhibition de I'élongation du tube germinatif

Le but de ce test est de Vvérifier le pouvoir inhibiteur des agents antagonistes
sur I'élongation du tube germinatif vis-a-vis de lisolat FOL (Fusarium oxysporum

f.sp. lycopersici).

Sur les mémes tubes a essai précédemment utilisés, en plus du comptage
de nombres de conidies totales et germées, des mesures des tubes germinatifs
ont effectués aux trois temps TO, T1 et T2. Ces dernieres ont été précédées par
I'étalonnage du microscope (G : 10x40x0.5), a I'aide de micrométre objet et du

micrometre oculaire.
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3.4. Inhibition du pathogéne dans le sol

Ce test est porté sur I'action des agents antagonistes a I'’égard des agents
pathogenes et leur développement dans le sol. A cet effet, des confrontations ont
ete effectuées dans des boites de Pétri en verre (@14mm) (antagoniste -
pathogene) contenant 100 g de sol stérilisé au préalable par autoclavage. Les
inoculums bactériens, d’'une concentration de 10° cfu /ml, ont été préparés dans
de l'eau distillée stérile a partir de cultures bactériennes de 36 h cultivées sur le
milieu KB. Les inoculums fongiques, d'une concentration de 10° conidies /ml, ont

été préparés a partir de cultures de 7 a 10 jours cultivées sur le milieu PDA.

Dans chaque boite, les 100g de sol sont imprégnés avec la suspension
antagoniste C7R12, G4 ou (C7R12+G4) 24H avant I'addition de la suspension
fongique pathogéne (FOL) ou en méme temps, apres une légere agitation en
mouvements circulaires pour homogénéiser la répartition dans le milieu.

L’incubation a été effectuée a 25 °C pendant 10 a 15 jours.
A titre comparatif, Les témoins sont traités selon la méme procédure, il s'agit de :

e Le témoin positif, représenté par des boites ou le sol a été inoculé
seulement avec I'agent pathogene.

e Le témoin négatif ou les apports ont été remplacés selon les mémes
volumes avec de I'eau distillée stérile.

e Le troisieme témoin ou le sol a été inoculé uniquement avec

'antagoniste

Les observations de développement des agents microbiens ont été
effectuées, selon trois répétitions de chaque traitement, apres incubation de 10 a
15 jours a 25°C. La comparaison s’est basée sur le développement optimal du

témoin positif.

Dans ces essais, nous avons étudié deux variantes :
e La premiere consiste a inoculer le sol avec l'antagoniste et le
pathogéne; ceci dans le but de permettre a I'antagoniste de s’adapter et
d’initier sa croissance et ses activités métaboliques.

e Dans la deuxiéme variante, nous avons effectué des traitements ou
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'antagoniste est représenté par une combinaison de deux souches
antagonistes (C7R12+G4).

Selon le protocole de dénombrement établi au laboratoire d'écologie
microbienne et pathologie des sols (IMR-INRA-Dijon-France), le calcul de la
concentration de la solution mere se fait selon la formule suivante :

Concentration de la solution mére= Nombre de colonie/VVolume x Dilution

3.5. Antagonisme in situ

Les essais d’antagonisme in situ ont été effectués avec I'application des
antagonistes (C7R12 et G4) vis-a-vis du pathogene Fusarium oxysporum f.sp
lycopersici (FOL) en interaction avec les deux variétés de tomate (Aicha et

Heinz).

3.5.1. Application des antagonistes et infestation du sol

L’inoculation des graines de tomate, préalablement désinfectés, a été
effectuée par trempage dans une suspension de I'antagoniste préparée selon les
mémes techniques précédentes (cf.3.3.2.2). La tourbe stérile a été utilisée a titre
de support dans la préparation finale de l'inoculum a appliquer. A cet effet, un
volume de 50 ml de la suspension antagoniste est mélangé a 20 g de tourbe, pour
obtenir une péate qui s’adhére facilement sur les graines. Dans le cas du témoin,

les semences sont placées dans la tourbe imbibée avec de I'eau distillée stérile.

Les semences enrobées avec la pate de tourbe ont été laissées pendant
une heure pour assurer une bonne adhésion des antagonistes. Le semis a été
réalisé dans des plagues a alvéoles arrosées pour assurer une humidité suffisante
a linstallation des antagonistes. L'infestation par le pathogéne (10° conidie /g de
sol) a été effectuée apres la transplantation dans des sacs en polyéthylene,

lorsque les plants atteignent le stade de trois feuilles bien étalées.
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3.5.2 Dispositif expérimental

Les essais ont été conduits selon un dispositif expérimental en blocs
aléatoires complets avec trois répétitions (Figures 3.1 et 3.2). Dans chaque bloc
figure les dix traitements étudiés avec 15 plants par bloc, soit 45 plants par

traitement.

Les traitements en question sont (Figure 3.2) :

e T 1etT6 : Témoins positifs (malades): plants de la variété Aicha et
Heinz inoculés avec le pathogene FOL

e T 2etT7: Témoins négatifs (sains): plants de la variété Aicha et Heinz
inoculés avec I'eau distillée stérile.

e T3, T4 et T5: Plants de la variété Aicha traités respectivement par
C7R12, G4 et C7TR12+G4 et infestés par le FOL.

e T8, T9 et T10: Plants de la variété Heinz traités respectivement par
C7R12, G4 et C7TR12+GA4 et infestés par le FOL.

Figure 3.1 : Dispositif expérimental des essais
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T4 T7 T10 T8 T3
T2 T6 T1 T9 T5
BLOC1
| T1 | T9 | T2 | T6 | T10
| | | | |
T3 T7 T8 T5 T4
BLOC2
T9 T3 T7 T10 T1

BLOC 3
Variété Aicha variété Heinz
T1 : témoin positif T6 : témoin positif
T2 : témoin négatif T7 : témoin négatif
T3 : C7R12+FOL T8 : C7TR12+FOL
T4 :G4 +FOL T9 : G4+FOL
T5 :G4+C7R12+FOL T10 :G4+C7R12+FOL

Figure 3. 2: Dispositif expérimental des essais d’antagonisme in situ
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3.5.3. Paramétres analysés

Aprés les étapes de transplantation et d’inoculation, des observations
guotidiennes ont été réalisées pendant 30 jours. Ces observations concernent
'apparition et le développement des symptomes typiques de la fusariose

vasculaire (Figure 4.3) selon des échelles adaptées [80].

Fusariose vasculaire de la tomate :

0. pas de symptémes.

1. Jaunissement de quelques ou plusieurs feuilles.
2. Jaunissement généralisé.

3. Flétrissement latéral.

4. Mortalité du plant.

0 1 2 3 4

Figure 3.3 : Symptomes de la fusariose vasculaire de la tomate

Le suivi de I'évolution de la maladie est basé sur deux parametres :
e Le taux d’infection (I %) qui correspond au pourcentage des plants

malades.

| (%) = (total de plants malades / total de plants observés) x 100.

| (%) : Taux d'infection (en pourcentage).
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e De plus la gravité de la maladie est prie comme critere pour évaluer la
séverité des attaques des pathogenes. Selon la formule décrite par Fuch

[11], la gravité (S %) a été calculée comme suit :

S (%) = Z (E .a/ N.T) 100.

S (%) : Sévérité de la maladie exprimée en pourcentage.
N : nombre total de plants observés.

T : valeur du degré le plus haut (4) de I'échelle.

E : classe de symptome qui varie de 0 a 4 selon I'échelle.

A : nombre de plants malades a la classe considérée.

A la fin des notations, la longueur, le poids frais et sec des parties

aériennes ont été évalués aprés passage a I'étuve a 105 °C (5 a 7 jours).

3.5.4. Paramétres de croissance

Au terme de I'expérience, les plants sont dépotés, les racines sont lavées
pour les débarrasser du substrat y adhérant afin de mesurer leur longueur. Le
poids frais et le poids sec de la biomasse racinaire de chaque plant sont ensuite

déterminés.

3.5.4.1. Dosage des protéines totales

L’évaluation du taux des protéines totales dans les extraits des plants traités a
été réalisée selon la méthode de Bradford [224]. Elle consiste a broyer un extrait
foliaire de 0.1g de matiere fraiche dans 6ml de NaOH (N=0O.1 et PH=12.8).
L’extrait foliaire a été laissé 30minutes avant sa centrifugation a 5000 tours /min
pendant 10minutes. La lecture de I'absorbance a été réalisée avec les surnageant
obtenus aux longueurs d'onde A280 et A260. La concentration des protéines est

calculée comme suit :

Protéines totales (mg /ml)= 1.5 A 280- 0.76A 260.
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3.5.4.2. Dosage de la chlorophylle

La chlorophylle totale a été dosée selon la technique de Francis; qui
consiste en une macération des feuilles (0.1g) dans 10ml d’'un mélange de
'acétone et de I'éthanol (75%et 25%) de volume et de (80% et40%) de
concentration. le broyage est répété plusieurs fois afin d’extraire la totalité des
pigments chlorophylliens. L'extrait obtenu a été conservé a l'étuve (25°C) et a
I'abri de la lumiere pendant 48 heure, avant sa centrifugation (2500 tours /mn)
pendant 5 mn. La densité optique de la totalité des surnagents obtenus est
mesurée a 645 nm, 663nm et a 470nm (spectrophotometre Perkin Elmer 5UV). La
détermination des teneurs en chlorophylle a, b et ¢ a été effectuée par les
formules suivantes :

Chl a (ug/g MF) =12.7% DOgg3)-2.59%V (1000xW).

Chl b (ng/g MF) =22.9% DO g45)-4.68xV (1000xW).

Chl ¢ (ug/g MF) =1000x DO70-[1.82 Chl a- 85.02 Chl b xV]/198.

V : le volume de I'extrait total en litre

W : la masse de la matiére fraiche de I'échantillon en grammes

3.5.5. Vérification de la viabilité des agents microbiens

A la fin de notre expérimentation, des prélevements des parties racinaires
ont été utilisés pour vérifier la viabilité des microorganismes appliqués
(I'antagoniste et le pathogene). A cet effet, des parties racinaires prélevées et
débrasées du sol adhérant, ont été découpés a partir du collet, rincés plusieurs
fois avec I'eau distillée stérile et séchés séparément sur un papier filtre avant les
déposé sur les milieux nutritifs gélosés (PDA ou KB) et laissées en incubation a
25°C. Le développement des bactéries et des champignons a été observé aprés

respectivement, 24 h et sept jours d'incubation.
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CHAPITRE 4
RESULTATS ET DISCUSSION

4.1. Activités antagonistes directes

4.1.1. Inhibition de la croissance mycélienne

Les résultats des tests préliminaires concernant les activités antagonistes
de la souche bactérienne de Pseudomonas fluonescens (C7R12) et l'agent
fongique Trichoderma harzianum (G4), montrent des activités antagonistes
appréciables vis-a-vis de la souche fongique phytopathogéne Fusarium

oxysporum f.sp lycoparsici (FOL) sur les trois milieux de culture.

L’estimation des taux d’inhibition de la croissance mycélienne de I'agent
pathogene FOL, a montré des intensités inhibitrices qui varient seulement selon
I'agent antagoniste mais non pas selon le milieu de culture (Tableau 4.1, Figure
4.1). Le diametre de la souche fongique pathogene FOL en absence des
antagonistes sur les milieux de culture PDA, KB et mixte sont respectivement
451+0,11,4,13+0,21 et 4,72 £ 0 ,21.

Dans tous les essais, il a été constaté que la croissance mycélienne du
pathogene est nettement inférieure par rapport aux témoins respectifs sur les trois

milieux de culture.

L’'analyse statistique des taux d’inhibition de la croissance mycélienne
selon le test Student (a=5% et a=1%), a révelé une différence hautement
significative avec les agents antagonistes et non pas avec les milieux de culture
(Appendice C). En présence des souches antagonistes des régressions de la
croissance mycélienne induisant des taux d’inhibitions importants relativement
élevés sur les trois milieux de cultures. Les interactions entre les antagonistes et
le pathogéne ont montré des taux d’inhibition allant de 26,65 + 2,94 a 75,28 + 2,81
(Tableau 4.2).
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Tableau 4.1 : Activités antagonistes dans les trois milieux de culture

Interactions Milieux Répétitions
1 2 3
PDA 4,6* 4.4 4,5
Témoin FOL KB 4,3 3,9 4,2
Mixte 5 4,7 4,7
PDA + + +
G2-G4 KB + + +
Mixte + + +
PDA + + +
G2-C7R12 KB + + +
Mixte + + +
PDA + + +
G4-G2-G4 KB + + +
Mixte + + +

- : Absence d’inhibition; +: Présence d’inhibition; * diamétres des colonies (cm).
C7R12 :Pseudomonas fluorescens; G4: Trichoderma harzianum; FOL:

F.oxysporum.

Tableau 4.2 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne sur les trois milieux de

culture.
Interaction Milieux Répétitions Moyenne +ET*
1 2 3
PDA 63,29 57,12 66,37 62,26 + 04,71
G2-G4 KB 23,26 28,58 28,10 26,65 + 02,94
Mixte 74,00 73,34 78,50 75,28 + 02,81
PDA 70,63 75,17 70,86 72,22 £ 02,56
G4-G2-G4 | KB 29,91 35,72 15,39 27,00 + 10,47
Mixte 68,00 88,5 82,37 79,62 £ 10,52
PDA 39,53 43,57 30,50 37,87 £+ 06,69
G2-C7R12 | KB 69,77 57,15 55,65 60,86 + 07,76
Mixte 62,00 60,00 62,00 61,33+ 01,15
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KB : milieu B de King ; PDA: milieu potato-dextrose-agar; M : milieu mixte; * : écart
type ; C7R12 :Pseudomonas fluorescens; G4 : Trichoderma harzianum ; FOL:

F.oxysporum.

Les meilleures performances de la souche bactérienne C7R12 ont été
enregistrées sur les milieux KB et le milieu mixte, en provoquant des taux
d’inhibition appréciables dépassant les 60%. Quant a l'isolat fongique Trichoderma
harzianum, les taux les plus appréciables ont été observés sur le milieu mixte
(75%) aprés quatre jours seulement d’incubation, dont la boite a été complétement
envahie par la souche Trichodrma harzianum, alors que la souche fongique
pathogene FOL n’occupe qu’une surface réduite ne dépassant pas les 25%. Au-
dela de cette période et apres six jours, T. harzianum envahit les colonies de
Fusarium oxysporum FOL et sporule méme sur celle-ci, révélant ainsi son pouvoir

hautement mycoparasitaire (Figue 4.2).

La comparaison des actions inhibitrices des deux agents antagonistes a
I'égard de l'agent phytopathogéne sur les différents milieux de cultures a révélé
une différence plus ou moins significative ; en comparant l'interaction de la souche
C7R12 avec le FOL sur le milieu KB et mixte; I'agent pathogene semble plus
sensible aux effets de la souche C7R12, en montrant des taux d’inhibition allant
de 60,86 £+ 7,76 sur le KB & 61,33 £ 1,15 sur le milieu mixte, alors qu’il montre une
certaine résistance sur le milieu PDA avec taux d'inhibition relativement faible ne
dépassant pas 37,87 + 6,69%.

Lorsqu’on compare l'interaction de lisolat fongique T. harzianum avec le
FOL, nous remarquons que le FOL est plus sensible sur le milieu mixte que sur le
milieu PDA, ce qui correspond a un taux de réduction de croissance plus
important que celui sur PDA. Alors que le milieu KB semble plus favorable au
développement du FOL avec une croissance plus rapide que celle de
Trichoderma, correspondant ainsi @ un taux d’inhibition faible qui est de
26,65 + 2,94%.

Il a été également constaté, que les taux d’inhibitions les plus élevés ont été
enregistrés avec lisolat T. harzianum par rapport a ceux provoqués par la souche
bactérienne C7R12.
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Figure 4.1 : Inhibition in vitro du FOL Figure 4.2 : Inhibition in vitro du FOL
par C7TR12 par G4.

4.1.2. Inhibition de I'élongation du tube germinatif

Le comportement noté sur les milieux de culture liquides des trois
interactions C7R12+FOL, G4+FOL et C7R12+G4+FOL a montré une
hétérogénéité de I'élongation de tube germinatif et de la germination conidienne
de I'agent pathogene FOL. Des taux dinhibition variables ont été enregistrés,

selon I'agent antagoniste appliqué et le milieu de culture.

En effet, aprés 24h d’incubation, I'élongation moyenne de tube germinatif
du FOL en présence d’antagonistes est significativement inférieure a celui du
témoin. L'élongation moyenne de tube germinatif du témoin sur les milieux PDA,
KB et le milieu Mixte est respectivement de 18,56 = 3,12%, 10,94 + 5,43% et
16,59 + 5,29% (Tableau 4.3).

L’'analyse statistique des taux d'inhibitions de [I'élongation de tube
germinatif, selon le test de Student (0=5%), a mis @iden ce des différences
significatives avec les milieux de culture et également avec les agents
antagonistes (Appendice C). En présence des agents antagonistes, des
diminutions de [I'élongation de tube germinatif du FOL ont été constatées,
traduisant ainsi des taux d’inhibition importants, dont le taux le plus élevé a été
enregistré avec l'interaction du FOL avec la souche bactérienne C7R12 sur le
milieu KB (58,22 = 5,43%) suivi de celui de l'interaction avec la combinaison
C7R12+Trichoderma sur le milieu mixte (57,02 + 7,13%) (Tableau 4.4).
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Concernant l'effet des milieux de culture, il a été noté que chaque
antagoniste réagit differemment sur chague milieu de culture. Selon le test de
Tukey (0=5%), trois groupes (sous ensembles ha&meg) ont été mis en
évidence ; un premier groupe représenté par le milieu PDA qui semble plus
favorable a l'action de l'agent antagoniste fongique Trichoderma harzianum
montrant ainsi des taux d'inhibitions appréciables allant de 48,35 + 1,07% a
52,9+0,56%. A I'encontre du premier groupe, le deuxieme groupe représente le
milieu KB qui est plus favorable a la souche bactérienne C7R12, traduisant ainsi
des taux d’inhibitions élevés allant de 48,69 + 0,45% a 58,22 + 0,2%. Quant au
milieu mixte caractéristique du troisieme groupe, une susceptibilité du FOL a
I'action des deux antagonistes fongique et bactérien a été enregistré ou les taux
d’'inhibitions sont importants (35,68 + 1,9%, 49,72 + 0,93% et 57,02 + 1,23%)
respectivement pour les interactions : FOL+C7R12, FOL+G4 et FOL+G4+C7R12.

Tableau 4.3 : Elongation du tube germinatif de I'isolat FOL (en mm)

PDA KB Mixte
Traitement TO T1 T2 TO T1 T2 TO T1 T2
FOL 10,01 12,86 18,56 | 7,66 8,54 10,94 | 9,91 12,08 16,59
FOL-C7R12 8,27 9,2 13,35 | 3,93 4,13 4,57 |6,90 8,16 10,67
FOL-G4 5,17 6,11 9,05 | 5,54 589 7,37 |5,48 6,08 8,34
FOL-G4-C7R12 | 6,43 7,33 10,25 | 5,07 6,56 7,10 | 5,33 547 7,13
TO :00h T1 :06h T2 :24h
Tableau 4.4 : Taux d’inhibition de I'élongation du tube germinatif de I'isolat FOL
PDA KB Mixte
Traitement TO T1 T2 TO T1 T2 TO T1 T2
FOL-C7R12 17,38 23,7 28,07 | 48,69 51,63 58,22 | 30,37 32,45 35,68
FOL-G4 48,35 52,48 529 27,67 31,03 32,63 | 44,7 49,66 49,72
FOL-G4-C7R12 | 35,76 43 44,77 | 33,8 34,89 35,1 46,21 54,71 57,02
TO :00h T1:06h T2 :24h



Figure 4.3 : Isolat fongique témoin Figure 4.4 : Inhibition de I'élongation
du FOL par G4

Figure 4.5 : Inhibition de I'élongation Figure 4.6: Inhibition de I'élongation
du FOL par C7R12 du FOL par G4+C7R12

4.1.3. Inhibition de la germination conidienne

En plus de l'inhibition de I'élongation du tube germinatif, un décroissement
de la germination conidienne en confrontation avec les antagonistes a été
également signalé, qui est variable selon les milieux de culture utilisés et la

souche antagoniste (Appendice C).

Aprés 24h d’inhibition, en comparant I'effet d’inhibition de la germination
conidienne, il en ressort que les deux souches antagonistes présentent une
apparence hétérogéne dans leur activité. En effet, les taux de germination des
conidies de Fusarium oxysporum sur le milieu PDA confronté a C7R12, T.
harzianum et C7R12+T.harzianum sont respectivement de 33,18 + 1,9%, 11,88
1,38% et 26,26 + 2,11%, en le comparant au témoin (47,13 + 2,99). La souche
Trichoderma harzianum G4 a montré plus d’antagonisme avec Les taux de
germination les plus faibles sur les milieux PDA et mixte (11,88 + 1,38% et 13,07
2,09%) (Tableau 4.5), suivi de la combinaison C7R12+T.harzianum qui a montré

une efficacité sur les trois milieux de culture.
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Tableau 4.5 : Taux de la germination conidienne de l'isolat FOL

PDA KB Mixte
Traitement TO T1 T2 TO T1 T2 | TO T1 T2
FOL 26,16 38,77 47,13 | 18,75 22,3 25,32 | 16,8 24,89 32,33
FOL-C7R12 25,58 27,09 33,18 | 13,08 14,11 14,89 | 15,75 16,00 18,22
FOL-G4 11,62 11,73 11,88 | 16,67 17,09 17,86 | 12,78 12,99 13,07
FOL-G4-C7R12 | 13,90 16,14 16,26 | 11,46 12,04 13,95 |10,8 12,73 13,82

TO :00h T1:06h T2 :24h

4.1.4. Inhibition du pathogéne dans le sol

Dans les sols inoculés uniquement avec le pathogéne, un développement
mycélien abondant a été constaté aprés 10jours de linfestation des échantillons
du sol. Contrairement, dans les sols ou les antagonistes ont été apportés, le
développement mycélien était faible ou nul (Tableaux 4.6, 4.7, Figure 4.7).
Globalement dans les essais ou un seul antagoniste ou la combinaison de la
souche bactérienne C7R12 avec Trichoderma harzianum étaient apportés 24h
avant l'infestation du sol par le pathogene, il a été noté une meilleure activité
inhibitrice allant jusqu’a I'inhibition totale du pathogene, par rapport aux essais ou
le ou les antagonistes ont été apportés au méme temps que le pathogéne
(Tableau 4.8). A travers les résultats obtenus, il en ressort de meilleures activités
inhibitrices dans les situations ou il y a la combinaison des deux antagonistes

Trichoderma harzianum + C7R12.

Figure 4.7 : Inhibition du pathogéene dans le sol
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Tableau 4.6 : Effet des traitements sur le développement du pathogéne dans le

sol

Traitements couleur texture de la colonie croissance

FOL témoin+ blanche  mycélium ras au centre et aérien a la +++
périphérie (100%)

C7R12 beige répartition d’'une créme bactérienne -

G4 verte répartition d’'un mycélium verdatre ras -

FOL+C7R12 blanche = mycélium ras abondant a la périphérie (50%) +
FOL+G4 blanche mycélium ras et subaérien et abondant a ++
La périphérie (80%)

FOL+C7R12+G4 blanche  mycélium subaérien et tres abondant (90%)  +++

Couleur : couleur de la colonie ; - pas de croissance du pathogene ; +: légére
croissance ; +++: croissance importante ; C7R12 :Pseudomonas fluorescens ;

G4 : Trichoderma harzianum ; FOL: F.oxysporum.

Tableau 4.7 . Effet des traitements sur le développement du pathogéne dans le
sol (24 heures d'intervalle).

Traitements couleur texture de la colonie croissance

FOL témoin+ blanche mycélium ras au centre et aérien a la périphérie  +++

(100%)
C7R12 beige répartition d’'une créeme bactérienne -
G4 verte répartition d’'un mycélium verdatre ras -
FOL+C7R12 beige répartition d’'une créme bactérienne sur 75% de

La superficie de la boite avec un mycélium -
périphérique
FOL+G4 verdatre myceélium vert ras au centre de la boite sur

80% de la superficie de la boite avec un mycélium

Périphérique blanchatre.

FOL+C7R12+G4 verdatre mycélium vert sur environ toute la boite avec des

Colonies bactériennes au dessous

Couleur : couleur de la colonie ; - pas de croissance du pathogene ; +: légére
croissance ; +++: croissance importante ; C7R12 :Pseudomonas fluorescens ;

G4 : Trichoderma harzianum ; FOL: F.oxysporum
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Tableau 4.8 : Effet des antagonistes sur le développement du champignon
pathogéne dans le sol

Interactions croissance

au méme temps avant 24h
FOL-C7R12 +* +*
FOL-G4 + -
FOL-C7R12-G4 + -

*: léger développement ; C7R12 :Pseudomonas fluorescens ; G4 : Trichoderma

harzianum ; FOL: F.oxysporum

L’effet des antagonistes appliqués sur la sporulation de I'agent pathogene
FOL dans le sol, nous a permis de constater que la densité de la population
pathogéne a été réduite de 10°conidie/g du sol & 10° conidie/g du sol en présence
des antagonistes suite a leur application 24h avant I'inoculation du sol par le
pathogene (FOL) (Tableau 4.9, Figures 4.8, 4.9).

Tableau 4.9 : Effet des antagonistes sur la densité du pathogene par gramme du

sol.

Nombre des conidies /g du sol
Interactions Au méme temps 24h avant
FOL témoin+ 7,2.10° 7,6.10°
FOL+C7R12 3,6.10° 3,1.10°
FOL+G4 4,8.10° 2.10°
FOL+C7R12+G4 2,5.10° 1.10°

Afin de confirmer l'appartenance des populations obtenues au Fusarium
sp., des observations au microscope ont révélé la présence des formes

caractéristiques de mycélium et des fructifications conidienne de F.oxysporum.

Selon les résultats obtenus (Tableau 4.9), il a été constaté que la densité
fusarienne est en étroite relation avec I'agent antagoniste. Elle est la moindre a
trés faible dans les prélevements du sol traité avec Trichoderma harzianum suivi

des ceux du sol traité avec la souche bactérienne C7R12.
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Figure 4.8 : Inhibition de Fusarium par Figure 4.9 : Inhibition de Fusarium
Trichoderma par C7TR12

4.1.5. Interprétation des résultats

Avant la mise en ceuvre d’'une stratégie de lutte contre les champignons
phytopathogénes a I'aide des produits biologiques, il est nécessaire de connaitre
le comportement des agents antagonistes et leurs interactions avec le pathogéne.
Méme si les performances évaluées in vitro souvent ne sont pas corrélées aux
activités biologiques naturelles, néanmoins ce genre de test reste comme un outil

indicateur dans la sélection et le criblage des souches performantes.

Les essais d’antagonisme in vitro vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp
lycopersici ont mis en évidence des effets inhibiteurs suite a I'application des
antagonistes. Ces tests ont permis de confirmer les potentialités inhibitrices des
deux souches C7R12 et G4.

Des réductions appréciables en croissance de l'agent pathogéne, de la
germination conidienne ainsi que de [I'élongation du tube germinatif ont été
enregistrées avec les différentes interactions sur les trois milieux de culture et ce
malgré leur composition chimique variée. L’'antagonisme entre les deux souches a
réevelé que la souche G4 a exercé une forte activité antagoniste sur les trois

milieux de culture par rapport a celle obtenue par la souche bactérienne C7R12.

Le principal mécanisme mis en cause dans I'effet antagoniste des souches
de Pseudomonas fluorescents in vitro pourrait étre liée a la synthése des
sidérophores qui chélatent les ions de fer trivalent, suite a la production de

pigments fluorescents [90]. Le fer est un facteur limitant pour le développement
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des microorganismes et leurs activités biologiques [78], il a un role important dans
la régulation de plusieurs métabolites extracellulaires produits par les
Pseudomonas spp. fluonescents, notamment les siderophores et les antibiotiques
[145], autres métabolites fongistatiques [2] et des composés volatils (HCN) [2].
Plusieurs études ont montré qu'il y a une corrélation entre lintensité de la
synthese de siderophores par les Pseudomonas spp. fluonescent in vitro et leur
aptitude a réduire la germination des chlamydospores de Fusarium dans le sol
[98, 147, 148, 225]. Cette aptitude s'explique par la forte affinité des pyoverdines
pour le fer ferrique (1024 a 1032moles /l) par rapport aux fusarinines,
siderophones synthétisé par Fusarium [89, 105, 136], qui sont inaptes a se
procurer dans un milieu carencé en fer, cet élément nécessaire a la germination
des chlamydospores et a I'élongation des tubes germinatifs [148, 225]. Des essais
réalisés in vitro ont mis en évidence l'importance des pyoverdins sur la réduction
de la croissance de nombreux champignons telluriques, surtout les espéces du

genre Fusarium et Pythium [136].

Nos résultats montrent que sur les deux milieux PDA et mixte qui ne sont
pas favorables a la production de pigments fluorescents, la souche bactérienne se
caractérise par des activités antagonistes importantes. Ceci peut s’expliquer par
I'implication d’autres mécanismes d’action, en montrant que la fluorescence
indice de synthése des sidérophores, n'est pas subordonnée obligatoirement a

I'activité antagoniste.

Méme lorsque la synthése de siderophores est réprimée a la suite de
I'enrichissement en fer du milieu de culture, certaines souches de Pseudomonas
spp. fluorescents continuent a exercer leurs activités antagonistes a l'encontre de
divers microorganismes [10]. Ceci s'expliquerait par I'aptitude des Pseudomonas a
produire d'autres substances inhibitrices qui sont capables de limiter et méme de
stopper le développement de I'agent pathogéne. Ces substances peuvent étre des
antibiotiques [68, 132], des enzymes et des substances volatiles [2]. Dans ce
méme sens, plusieurs auteurs ont montré que la production de ces métabolites

varie selon le milieu de culture [131].

Des mutants, de la souche CHAO, déficients en synthese de siderophores

ou d'antibiotiqgues phenaziniques, ont perdu leurs facultés inhibitrices dans des
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essais in vitro et in situ. Cette faculté d'antagonisme a pu étre restaurée apres
insertion plasmidique des séquences géniques codant pour ces métabolites [90].
Ce type d'inhibition a été réalisé également avec d'autres composés comme le
2.4-déacetylphloroglucinol, la pyrrolnitrine, la pyoluteorine et le HCN [2].
L'utilisation de mutants permet d'assurer de facon directe I'implication de tel ou de
tel métabolite dans le processus de biocontrle. Globalement le phénomene
d'antibiose peut se manifester soit par une inhibition de la germination des spores
des champignons (mycostase), soit par une lyse mycélienne (mycolyse) [61].
L'antibiose exercée par certains Pseudomonas spp. fluonescents a d'abord été
mise en évidence in vitro et plusieurs études ont montré que le 2.4-
déacetylphloroglucinol a des propriétés antifongiques [129]. De méme Howell et
Stipanovic [133], ont mis en évidence l'effet antagoniste de la pyrrolnitrine a
I'encontre de Rhizoctonia solani. In vitro la production de PCN (phénazine-1-
caraboxamide) a un réle dans la distorsion de la croissance polarisée des hyphes
mycéliens en inhibant leur élongation et leur ramification [226]. La production
d'acide cyanhydrique est également impliquée dans l'inhibition de la croissance de

plusieurs champignons phytopatologénes via son activité volatile.

Des études ont porté sur le mode d’action des Pseudomonas fluorescents
mais aussi sur leur capacité a se développer et se maintenir dans les sols et la
rhizosphere. Ainsi, grace a l'obtention de mutants de P. fluorescents C7R12
affectés dans la synthese de pyoverdine et de nitrate réductase, respectivement
par mutagenése aléatoire et dirigée, le réle de ces deux composés dans la
compétence saprophyte de cet agent de lutte biologique dans le sol et la
rhizosphére a été démontré [198], de méme que le réle de la pyoverdine dans
'antagonisme microbien et la protection de la tomate contre la fusariose

vasculaire.

Les autres métabolites, qui peuvent intervenir dans I'antagonisme
microbien, peuvent étre la compétition pour les nutriments [10] et pour I'espace
[2], ainsi que l'augmentation de la concentration de glucose dans le milieu de

culture peut induire une réduction des taux d'inhibition de certains champignons.

Pour le test d’'inhibition de I'élongation du tube germinatif des conidies, des

microconidies et des macroconidies de Fusarium oxysporum présentent des
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vitesses de germination et de croissance différentes. La vitesse de croissance est
en fonction du nombre de cellules qui composent les spores. Les microconidies
unicellulaires germent et croissent lentement; au bout de 6 heures, les tube
germent et atteignent a peine 0,2 mm. Les microconidies bicellulaires germent
plus rapidement aprés 3 heures, leurs tubes dépassent 0,2 mm. La germination
des macroconidies est pendant les premiéres heures, identiques a celle des
microconidies bicellulaires, mais, ensuite, I'allongement des hyphes est bien plus

rapide [227].

Dans les conditions de carence en fer, la germination et/ou I'élongation des
tubes germinatifs des chlamydospores de F. oxysporum est trés faible en
présence de certaines souches de Pseudomonas et de leurs pseudobactines
purifiées ou de 'EDDHA (éthyléne, diamine o-hydroxyphényl, acide acétique).
L'ion Fe** est donc un facteur limitant pour le développement de Fusarium
oxysporum et des Pseudomonas spp. fluorescents; ces dernieres sont les plus
compétitifs [41, 43, 50].

L’envahissement du mycélium du pathogene par T. harzianum a été
observé par Benhamou et Chet [49] en réalisant une confrontation directe sur
milieu de culture entre cet antagoniste et un autre champignon tellurique Pythium
ultimum, au bout de quatre a cing jours aprés I'inoculation. Cependant, Daami-
Remadi et EI Mahjoub [228] ont signalé, en testant I'activité antagoniste de T.
harzianum vis-a-vis de deux espéces de Pythium, que pendant les trois premiers
jours la boite de Pétri est totalement envahie par Pythium spp et que T. harzianum
ne commence a exercer son activité antagoniste qu'a partir du 4éeme jour
d’incubation. Ce méme isolat de T. harzianum a été testé sur F. solani var
coerulum, F. solani var sambucinum et F.roseum var graminearum, responsables
des pourritures seches sur tubercules de pomme de terre envers lesquels ils
induisent également une lyse importante au niveau du mycélium des ces
pathogénes. Il en est de méme des mycéliums de pythium spp. en présence du
méme antagoniste [228]. De méme sens, Benhamou [49] a signalé une altération
du mycélium de Sclerotinium rolfsii causée par T.harzianum, se traduisant par une
agrégation, une rétraction et une vacuolisation du cytoplasme qui illustre bien le

pouvoir hautement myco-parasitaire que posséde T.harzianum.
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Il en ressort que malgré I'absence d’'un contact direct entre les isolats de
Fusarium testés et T. harzianum, ce dernier a pu exercer une activité inhibitrice
sur le développement des colonies de Fusarium oxysporum f.sp.radicis-
lycopersici. Ceci s’expliquerait par I'aptitude de Trichoderma a produire des
substances volatiles qui sont capables de limiter ou méme de stopper le
développement de l'agent pathogene [228]. Des observations microscopigues
réalisées au niveau du mycélium de F.oxysporum f.sp. radicis-lycopercisi en
présence de T.harzianum ont révélé la présence d'une lyse importante et une
transformation en cordons du mycélium du pathogéne et ce comparativement au
témoin non traité. Cela confirme les observations de la confrontation directe. Ces
résultats rejoignent ceux obtenus par Chérif et Benhamou [49] qui ont signalé la
présence d'altérations avec une perte cytoplasmiqgue du mycélium de
F.oxysporum f.sp. radicis-lycopercisi F.oxysporum f.sp. radicis-lycopercisi suite a
l'action du T.harzianum, malgré l'absence de contact direct entre les deux

champignons.

D’aprés Comporata [229], cette interprétation favorise I'action des enzymes
(B1-3) gluconase- chitinase qui conduisent a la lyse du mycélium du parasite.
Beaucoup de travaux ont montré [implication importante des enzymes
chitinolytiques dans le mycoparasitisme, I'antagonisme et la lutte biologique. Dans
I'interaction mycoparastaire in vitro, une induction de I'expression des enzymes
chitinolytiques est induite dans les premieres heures de contact avec le
pathogene, ces enzymes apparaissent a étre impliquées dans la pénétration et la
mort de [I'h6te [230]. Une corrélation directe est signalée entre [lactivité
chitinolytique in vitro et la capacité de biocontrble de certains isolats de T.
harzianum. Lorito et al [218] ont observé qu'une souche de Trichoderma
harzianum efficace dans la lutte biologique agissait en premier lieu par la
production d’antibiotiques pour tuer I'hote et beaucoup plus tard produit des
enzymes chitinolytiques pour la colonisation saprophytique des tissus de la plante

héte déja morte.
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4.2. Effet de bioprotection

4.2.1. Antagonisme in situ

Au cours de la période d’expérimentation, le matériel végétal inoculé avec
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici a montré des réactions variables se
caractérisant avec des degrés d’'attaque allant de 0 a 100%. Il a été constaté une
nette régression de la maladie au niveau des plantes traitées avec les deux
antagonistes bactérien et fongique par rapport aux témoins malades (Tableau
4.11). D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté une variation selon les
traitements appliqués (un seul ou une combinaison d’antagonistes) et les variétés
de tomate utilisées; dans certains cas nous avons remarqué que les plants traités
ayant un développement végétatif plus important ou montrant de légers
jaunissements des feuilles basales et des premiéres feuilles et un systeme

racinaire bien développé, presque similaire a celui des plants témoins.

Les notations individuelles réalisées sur chaque plante ont permis
d'exprimer en pourcentage I'évolution de la maladie durant 4 semaines
d’observation. Le traitement des plants de tomate, conduite en sol désinfecté par
la souche pathogéne et I'antagoniste (s) n’a pas engendré de fortes attaques. En
effet, le taux d'infection de ces plants n'a pas dépassé 48% et quelques plants
seulement ont atteint I'indice 03 de I'échelle symptomatologique appliquée. Pour
les plants inoculés uniquement avec le pathogene (témoin malade), l'indice de
I'ordre 03 a été observé sur la totalité des plants, méme l'indice 04 correspondant

a la mortalité de plante.

L’analyse de la variance (ANOVA), en considérant I'essai factoriel ¢=5%)
des taux d'inhibitions de [linfection, a mis en évidence des différences
significatives  avec les différents traitements appliqués (Appendice C). En
présence des souches antagonistes, des régressions des taux d’infections ont été
constaté, traduisant ainsi des taux d’inhibitions importants allant de 51,22 % chez
la variété Aicha traitée avec Trichoderma harzianum a 65,58 % chez la variété

Heinz traité avec I'association de T.harzianum avec la souche bactérienne C7R12.
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La comparaison des taux d’infection en fin des notations (30 jours) a
permet de dégager deux groupes de réponses, en se basant sur la plus petite
amplitude significative (PPAS) du test Newman-keuls :

e Le groupe (a) avec les taux d'inhibition les plus éleveés, il regroupe les
plants de la variété Aicha inoculés avec la souche C7R12
e Le groupe (b) représenté par les plants des deux variétés traités avec les

autres traitements.

L’apport de la souche bactérienne antagoniste C7R12 a engendré un retard
dans I'apparition des symptémes typiques de la fusariose vasculaire, en réduisant
ainsi intensément la cinétique de I'évolution de I'infection par rapport aux témoins
malades, dont I'évolution était trés rapide avec un taux allant de 45% dans la
premiere semaine a 100% dans la quatrieme semaine chez la variété Aicha et de
28,94% a 92% chez la variété Heinz. Ces résultats révelent une certaine inhibition
de linfection chez de la variété Heinz au Fusarium oxysporum par rapport a la
variété Aicha (Tableau 4.10).

Tableau 4.10 : Evolution de l'infection (%) de la fusariose vasculaire de la tomate

Durée (semaine)

Traitements 1°€ 2eme 3°me 4°me

Variété Aicha

FOL 45,00 67,50 97,50 100

FOL -C7R12 00,00 11,36 18,18 36,36
FOL -G4 19,51 34,14 46,34 48,78
FOL -C7R12-G4 16,66 40,00 33,33 36,66

Variété Heinz

FOL 28,94 57,89 86,84 92,10
FOL -C7R12 00,00 34,14 39,02 39, 02
FOL -G4 13,51 29,72 32,34 32,43
FOL -C7R12-G4 g 75 26,82 26,82 31,70

C7R12 :Pseudomonas fluorescens; G4 : Trichoderma harzianum; FOL:

F.oxysporum.
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Figure 4.10: Evolution de l'infection (%) de la fusariose vasculaire de la tomate

Bien que la déclaration de la maladie chez les jeunes plants traités avec les
autres traitements (G4 et G4+C7R12) ait commencé au méme temps que les
témoins positifs, des taux d’infection trés faibles ont été enregistrés au début de la
maladie, dont les moins importants ont été obtenus chez la variété Heinz traitée
avec l'association G4+C7R12 au taux de 9,75% suivi de ceux traités avec
T.harzianum (G4) au taux de 13,51%.

En fin d’expérimentation, apres 30 jours, I'association de l'isolat fongique
Trichoderma harzianum avec la souche bactérienne antagoniste C7R12 a permis
d’observer les meilleures performances avec des taux d’infection relativement
faibles ne dépassant pas les 31,7% chez la variété Heinz et les 36,66% chez la
variété Aicha. En plus de ces résultats, il en ressort aussi la souche C7R12 a
montré une certaine affinité avec la variété Aicha en permettant d’enregistrer des
taux importants d’inhibition de linfection qui dépasse 63%, alors que lisolat
T.harzianum a montré plus de compatibilité avec la variété Heinz avec des taux

d’inhibitions similaires & ceux obtenus avec la combinaison (C7R12+T.harzianum).

L'estimation de la sévérité de la maladie est calculée sur la base de
I'échelle symptomatologique adoptée, a montré une diminution significative de la

gravité de la maladie ou les antagonistes sont appliqués individuellement ou en

BUYIIY

ZUI9H
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combinaison (Figure 4.10). Comparativement aux témoins malades. La sévérité
de la maladie s’est déclarée chez les témoins malades dés le début d’infection
avec des taux de 16,87 % et 13,75 % respectivement pour les deux variétés Aicha
et Heinz et atteignent les taux de 44,91% et 43,18 % au bout de 21 jours, pour
atteindre les taux de 51,25 % et 53,81 % a la fin des notations. Chez les plants
traités uniquement avec la souche C7R12, l'apparition de la maladie n'a
commenceé qu’'a partir de la deuxieme semaine pour atteindre lentement les taux
de 9,09 % et 10,38 % aprés 30 jours de suivi. Quant aux autres traitements, la
séverité dés la premiére semaine était moins accentuée par rapport aux témoins
malades, allant de 3,04 % a 5 % pour atteindre au maximum le taux de 14,42 % a

la fin de I'expérimentation.

Tableau 4. 11 : Effet des traitements sur le développement de la fusariose de la

tomate apres 30 jours de plantation.

Inhibition par rapport au témoin positif

Traitement infection(%) sévérité(%) Infection (%) sévérité(%)

Variété Aicha

FOL 100 51,25 - -

FOL-C7R12 36,36 09,09 63,64 82,26
FOL-G4 48,78 12,19 51,22 76,21
FOL-C7R12-G4 36,66 10,00 63,34 78,94

Variété Heinz

FOL 92,10 53,81 - -

FOL-C7R12 39,02 11,55 57,63 78,53
FOL-G4 32,43 14,42 64,78 73,20
FOL-G4-C7R12 31,70 10,38 65,58 80,76

C7R12 :Pseudomonas fluorescens; G4 : Trichoderma harzianum; FOL:
F.oxysporum
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4.2.2. Effet de phytostimulation

4.2.2.1. Paramétres de croissance

4.2.2.1.1. Cinétigue de la croissance

Selon les résultats obtenus, il a été constaté une différence dans la
cinétique de croissance entre les différents traitements étudiés. Il a été remarqué
une croissance plus rapide chez les plants de la variété Aicha traités par la souche
de Pseudomonas C7R12, et par la combinaison des deux souches C7R12 de
Pseudomonas et G4 de Trichoderma harzianum, quant a la variété Heinz, la
croissance était plus rapide avec la souche G4 et par la combinaison C7R12 et
G4. Cette cinétique est plus apparente pendant la deuxieme et la troisieme
semaine, oU nous avons enregistré des hauteurs de 32.45 cm et de 46.12 cm
chez les plants bactérisés par la souche C7R12. A la quatrieme semaine de
culture, les plants traités par l'interaction C7R12-G4 ont enregistré les meilleures
hauteurs 55,6cm et 49,12cm, respectivement, pour les deux variétés Aicha et
Heinz. Les autres traitements étudiés ont présenté des croissances supérieures

par rapport aux témoins.

4.2.2.1.2. Hauteur des tiges

L'estimation des hauteurs des tiges chez les plants traités avec les
antagonistes a mis en évidence une meilleure élongation de la partie aérienne par
rapport aux témoins, dont les hauteurs maximales ont été enregistrées chez les
deux variétés suite leur traitement avec la combinaison C7R12-G4, (49,12 cm) et
(55,16 cm) respectivement pour les variétés Heinz et Aicha, contre 38,78 cm et
42,74 cm chez les témoins sains non traités (Tableau 4.12, Figure 4. 13).

Figure 4.13 : Vue comparative entre plant traité et non traité (témoin négatif).
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4.2.2.1.3. Poids sec et frais de la partie aérienne

Pour le poids frais, Les meilleures performances ont été enregistrées chez
les plants de la variété Heinz traités par la souche de Trichoderma harzianum G4,
qui a révélé les poids les plus élevés (36,37g), comparativement au témoin
(15,6449), Alors que les plants de la variété Aicha ont montré les meilleurs poids
avec leur interaction avec la souche de Pseudomonas C7R12 (35,15g). Les
autres interactions entre la souche C7R12 et G4 avec les deux variétés Aicha et

Heinz ont montré des poids supérieurs a celui du témoin (Tableau 4.12).

Les pesées en poids sec ont montré des différences significatives trés
notables entre les plants traités et ceux non traités (témoins). Les effets
maximums ont été enregistrés chez la variété Aicha avec les deux souches
C7R12 et G4 en enregistrant des valeurs qui dépasse le 5g, comparativement au
témoin qui a enregistré la valeur de 3,7g. La combinaison (C7R12+G4) a montré

des résultats rapprochés aux témoins sains chez les deux variétés.

Tableau 4.12: Hauteur (cm), poids frais et sec(g) de la partie aérienne

Hauteur poids frais poids sec

Variété Aicha

FOL 17,61 + 4,66 16,39 + 0,83 0,83+0,24
Témoin- 42,74 + 2,50 27,14 £ 4,21 3,70+ 0,74
FOL-C7R12 48,02 + 6,06 35,15 + 3,70 533+0,45
FOL-G4 42,05 + 2,61 29,74 £ 6,82 5,14 +0,31
FOL-C7R12-G4 55,16 +5,81 33,84 £ 2,02 3,90 £ 0,67
Variété Heinz

FOL 20,25 + 2,34 15,64 + 2,52 0,99 £ 0,34
Témoin- 38,78 + 5,51 31,29 + 4,40 3,35+ 0,39
FOL-C7R12 47,01 £ 3,32 24,15+ 0,41 1,96 £ 0,45
FOL-G4 48,00 £ 4,28 36,37 £ 0,24 4,66 + 0,56
FOL-C7R12-G4 49,12 + 4,40 34,01 £ 0,39 3,71+0,24

(*): ecart type issus d'une trentaine de répétition; C7R12: Pseudomonas

fluorescens ; G4 : Trichoderma harzianum ; FOL: F.oxysporum
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4.2.2.1.4. longeur des racines

Les mensurations relatives a la longueur des racines montrent des
variances notables chez les plants traités par les antagonistes, par rapport a leurs
témoins respectifs. La longueur maximale moyenne (27,37 cm) a été notée chez
les plants de la variété Aicha bactérisés avec la souche C7R12, suivie de ceux
traités avec la combinaison C7R12-G4. Chez la variété Heinz, les meilleures
longueurs ont été enregistrées avec leur traitement avec la souche G4 de
Trichoderma (Figure 4.14).

4.2.2.1.5. Poids sec et frais de la partie racinaire

La comparaison des poids des systemes racinaires montre des différences
significatives entre les plants traités et ceux non traités. Ce constat est rapporté
chez les deux variétés. Les poids frais racinaires les plus importants ont été
obtenus chez les racines de la variété Aicha bactérisées avec la souche C7R12
(Tableau 4.13).

Les observations concernant les poids secs des racines ont montré des
différences significatives pour les trois traitements appliqués sur les deux variétes,
chez la premiere variété (Aicha), les meilleurs poids ont été observés avec la
souche C7R12 et la combinaison C7R12-G4. Chez la deuxiéme variété (Heinz),
Nous constatons que les effets des traitements sont presque similaires avec leurs
témoins sains, sauf la souche G4 qui a montré un poids supérieur a celui du
témoin (3,579).

Figure 4.14 : Vue comparative des racines d’'un plant traité (C7R12) et non traité
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Tableau 4.13: Longueur (cm), poids frais et sec(g) de la partie racinaire

Longueur Poids frais Poids sec

Variété Aicha

FOL 09,67 £ 0,40 08,89 + 2,19 01,34 +0,12
Témoin- 15,33 £ 5,50 18,33 + 3,20 02,63 £ 0,55
FOL-C7R12 27,37 £ 0,06 26,13 + 4,31 03,27 £ 0,65
FOL-G4 14,45 + 3,13 19,55+ 2,12 02,97 + 0,21
FOL-C7R12-G4 22,10+ 4,34 22,53 +1,33 03,09 + 1,37
Variété Heinz

FOL 07,25+ 2,14 07,72 + 2,52 01,02 + 0,27
Témoin- 12,48 + 7,01 19,14 + 4,24 02,35 £ 0,39
FOL-C7R12 17,02 £ 5,10 23,22 + 3,05 02,46 + 0,35
FOL-G4 24,00 £ 5,18 25,40 + 3,58 03,57 £ 0,08
FOL-C7R12-G4 15,97 £1,19 21,59 + 2,27 02,71 +0,14

C7R12 :Pseudomonas fluorescens; G4 : Trichoderma harzianum; FOL:

F.oxysporum

4.2.2.2. Dosage des protéines totales

L’analyse des protéines totales foliaires a montré une variabilité selon les
traitements appliqués (Tableau 4.14). Comparativement aux témoins malades,
tous les traitements leur restent supérieurs. Méme en comparant certains
traitements au témoin sain, nous constatons des gains significatifs,
particulierement chez les plants traités avec l'interaction C7R12-G4 ou les gains
sont de 10,59%, synonyme d'une stimulation du métabolisme général de la plante.

4.2.2.3. Dosage de la chlorophylle

Le dosage de la chlorophylle montre une différence significative entre les
traitements étudiés. Des teneurs trés appréciables en chlorophylle (a) ont été
obtenues chez tous les plants traités, sauf ceux de la variété Heinz traités par la
combinaison C7R12-G4 qui restent inferieurs au témoin sain. Concernant les
teneurs en chlorophylle (b), tous les plants traités par les antagonistes ont montré
des valeurs supérieures comparativement aux témoins sains. Chez les plants de

la variété Heinz, les antagonistes ont induit des teneurs en la chlorophylle (c)
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supérieurs comparativement aux témoins sains, contrairement aux plants de la

variété Aicha qui montré des teneurs supérieures aux témoins malades mais

inférieures par rapport aux témoins sains (Tableau 4.14).

Tableau 4.14: Effet des traitements sur la phytostimulation des plants de tomate

Traitement

Chlorophylle (mg/g MF)

Protéines totales
(mg/ml de I'extrait)

Chl(a) chi(b) chi(c)
Variété Aicha
FOL 159+0,18 0,079+0,01 0,73+0,01 0,67 +0,32
Temoin(-) 2,09+0,11 0,40+0,08 156+0,10 1,51+0,52
FOL-C7R12 2,01+0,11 0,33+£0,03 0,87+0,01 1,49 +0,94
FOL-G4 1,88 + 0,20 0,20+0,01 0,89+0,01 1,32+ 0,50
FOL-C7R12-G4 1,90 £ 0,37 0,31 £ 0,05 0,82 £ 0,02 1,67 £0,14
Variété Heinz
FOL 1,49+0,12 0,025 + 0,02 0,71+0,01 0,76 £ 0,25
Témoin (-) 1,80 £ 0,10 0,32 + 0,02 0,78+0,01 1,09 + 0,93
FOL-C7R12 1,84 +0,14 0,16 £ 0,01 0,78+0,03 1,04 £ 0,84
FOL-G4 1,86 + 0,20 0,20 £ 0,06 1,49+0,12 1,08 £ 0,47
FOL-C7R12-G4 1,69 + 0,15 0,10+ 0,01 1,50+0,15 1,18 + 0,04

C7R12 :Pseudomonas
F.oxysporum

fluorescens; G4 : Trichoderma harzianum; FOL:

4.2.3. Quantification des gains

La quantification des gains, aprés étude comparative entre les traitements
et leurs témoins, montre que les effets sont tres notables a la fin des observations,
c'est-a-dire apres 4 semaines de suivi. En effet, nous constatons que les effets
de bioprotection, assurés par les antagonistes appliqués, procurent aux plants de
tomate une activation physiologique. Cette phytostimulation s'est traduite a travers
les accroissements enregistrés, par rapport aux témoins, notamment en terme de
gains en biomasse aérienne et racinaire (poids frais et sec), la stimulation de
I'activité chlorophyllienne (chlorophylle a, b et c) et protéigue. Ces activités
physiologiques stimulées peuvent étre le fruit de la régression ou de I'élimination
du symptdbme, tout en activant la physiologie générale de la plante et son

métabolisme.
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Pour I'ensemble des parametres de croissance évalués, les taux de gains
varient selon les traitements appliqués, sachant bien que les conditions dans
lesquelles nos essais ont été réalisés (la conduite en pot), ne sont pas assez

favorables pour une croissance végétale optimale.

Nos résultats montrent I'obtention de gains en phytomasse aérienne, qui
varient de I'absence des gains a 29,05 et de 21,22 % a 26,66% respectivement
pour les variétés Aicha et Heinz en hauteur ; de 9,57% a 29,51 % en poids frais,
et de 5,40% a 44,05 % en poids secs (Figure 4.15).

La phytostimulation a été aussi notable au niveau de la partie souterraine.
Les gains en volume racinaire sont assez appréciables, atteignant des niveaux en
longueur (92,30 %), en poids frais (42,55 %) et en poids sec (51,91 %)
(Figure4.16).

Méme si la phytostimulation a été enregistrée sur la partie aérienne, le
constat général fait ressortir que les effets de biostimulation sont plus importants

au niveau de la partie souterraine.
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Figure 4. 15 : Gains en hauteur, en poids sec et frais des plants de tomate.
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Figure 4.16: Gains en longueur, en poids frais et sec des racines des plants

4.3. Vérification de la viabilité des agents microbiens

Les vérifications sur des échantillons de sol, aléatoirement prélevés des
différents traitements, ont montré que les agents fongiques sont toujours actifs et

présentent un développement important.

Figure 4.17 : Fragments de racines de tomates traités apres 4 jours d’incubation.

Les observations effectuées sur les fragments racinaires, aprés 72 heures
d’'incubation a 27°C, révelent la présence de nombreuses colonies de
Pseudomonas fluorescens C7R12 autour de ces fragments (Figure 4.14).
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Figure 4.18: Fragments des racines de tomate bactérisés par Pseudomonas
fluorescens C7R12 aprés 24 heures d’incubation.

Sur la base des concentrations initiales apportées dans le sol, nous avons
constaté pour la souche de Pseudomonas fluorescens C7R12, une nette évolution
de leurs populations bactériennes avec des degrés de colonisation appréciables
(Figure 4.19). En effet, nous avons noté des concentrations bactériennes trés
élevées, de I'ordre de 10° CFU/g de sol, par rapport & la concentration initialement
introduite qui est de 10® CFU/g de sol.

Figure 4. 19 : Boite présentant des colonies bactériennes sur le milieu King B

apres 24 heures d’incubation.
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4.4. Interprétation des résultats

Les essais d’antagonisme in situ ont mis en évidence la capacité des
souches antagonistes utilisées (C7R12 et G4) a induire aux plants de tomate des
effets bénéfiques significatifs, de protection vis-a-vis Fusarium oxysporum f.sp.
lycopercisi et de phytostimulation. Cette bioprotection s’est traduite par une nette
réduction de l'infection et de la sévérité des symptdomes. Cette derniére est
variable selon les souches antagonistes appliquées et leurs associations ainsi que

la variété de la tomate utilisée.

L’'analyse des résultats ont révélé le pouvoir inhibiteur des souches
antagonistes, en montrant que le pourcentage des plants malades, la sévérité des
symptémes ainsi que la cinétique de leur évolution sont toujours inférieurs par
rapport aux témoins. Les meilleures performances de protection ont été obtenues
avec l'association des deux antagonistes (C7R12+G4). Les effets de protection de
la souche G4 étaient meilleurs chez la variété Heinz, contrairement a la variété

Aicha ou la souche bactérienne C7R12 a induit une meilleure protection.

La réduction de la sévérité de la maladie, provoquée par la souche C7R12,
peut s’expliquer par les divers mécanismes connus chez cette souche, telle que la

synthéese des siderophores (pyocheline et pyoverdine) et d'antibiotiques.

La croissance de divers champignons, en présence de souches de
Pseudomonas spp. fluorescents, a été réduite a cause des carences en fer
constatées. Ainsi l'introduction de la souche WCS358 dans le sol provoque une
diminution du taux de germination de chlamydospores de plusieurs especes des
Fusarium par la synthése des sidérophores [231]. L'activité antagoniste exercée
par la pyoverdine est effectivement liée a la compétition pour le fer, puisqu’elle est
annulée lors de son apport [174, 136]. A linverse, l'activité antagoniste des
Pseudomonas spp fluorescents a été plus importante en abaissant la
concentration en fer disponible, a la suite de Iintroduction d’'un puissant ligand du
fer : (EDDHA) éthyléne, diamine [(o-hydroxyphényl), acide acétique] [89, 225].

La compétition pour le fer n’est cependant pas le seul mode d’action chez

ces rhizobacteries; méme lorsque la synthese de sidérophores est réprimée chez
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la souche CK400 (=CHAO, sid-) déficient en synthése de siderophores, Son
antagonisme reste appréciable a I'encontre de divers pathogénes telluriques.
D'apres Defago [68], cette souche synthétise également des composés
antibiotiques, tels que le 2,4 - diacétylphloroglucinol et la pyolutéorine souvent
associés a la bioprotection exercée par cette bactérie [129]. Le 2,4 -
diacétylphloroglucinol synthétisé par la souche CHAO est en partie responsable
de son activité antagoniste a I'encontre de Geaumanomyces graminis var. tritici.
La production de pyrrolnitrine par P. fluorescens est impliquée dans le contréle de
certains agents pathogénes racinaires comme Rhizoctonia solani, Verticillium
dahliae, Geaumanomyces graminis et Fusarium oxysporum [232, 233]; d'ailleurs
un dérivé de cette molécule a été développé comme fongicide agricole
(fludoixonil). En outre, la pyolutéorine est produite par plusieurs espéces de
Pseudomonas mais son réle dans la suppression des agents phytopathogenes a
eté éetudié surtout chez les souches CHAO et Pf 5 de P. fluorescens. D’apres les
travaux de Thomashow [91], la tropolone produit par les Pseudomonas manifeste
des propriétés antagonistes a I'encontre de plusieurs champignons des genres
Alternaria, Cladosporium, Diplodia, Fusarium, Helmintosporium, Pythium,
Rhizoctonia et Pyricularia. Enfin la production de I'acide cyanhydrique (HCN) par
la souche CHAO est responsable de linhibition des maladies causées par P.
ultimum et Thielaviopsis basicolae [68], il agit directement sur les cellules de
'agent pathogene en bloquant les cytochromes oxydases dans la chaine

respiratoire [234].

L'implication de certains métabolites secondaires confére également une
meilleure adaptation écologique a la bactérie [88, 134], Ainsi au niveau de la
rhizosphére, la production d’HCN peut étre avantageuse, du fait que cet élément
cause une augmentation de I'exsudation racinaire. Ce métabolite peut aussi
contribuer dans l'acquisition de quelgues ions métalliques en formant des
complexes avec ceux-ci. L'avantage de la production de phénazines pour la
colonisation et la survie dans la rhizosphére a également été démontré en
comparant le comportement des souches parentales et des souches mutantes
[91].



110

De nombreux travaux ont utilisé T.harzianum dans des essais réalisés sous
serres ou en plein champs ont montré son efficacité antagoniste vis-a-vis de
plusieurs formes spéciales de Fusarium oxysporum et d’autres champignons
pathogenes [17]. L'effet bénéfique du T.harzianum a été signalé par Sivan et al
[235] qui ont montré que I'enrobage des semences de tomate a l'aide de cet
antagoniste a réduit de 80% l'attaque de la fusariose des racines et du collet de la
tomate. De plus, I'application de T.harzianum dans le substrat de culture réduit
significativement l'incidence de la maladie durant la saison de culture et par
conséguent une augmentation significative de 18,8% du rendement total est
obtenue. Des résultats similaires ont été obtenus par Hjeljord et al [236], qui ont
montré que I'application des conidies quiescentes de T.harzianum sur les fleurs de
fraisier permettait une réduction de plus de 85% des attaques de Botrytis cinerea
a une température de 24°C. La bioprotection assurée par cette souche en
guantité reste assez proche de celle des antagonistes bactériens, mais en qualité
peut étre différente. Cette différence réside dans la nature des modes d’action
développés par ce champignon antagoniste. Globalement les effets bénéfiques
réalisés chez cet isolat impligués dans le biocontrdle des fusarioses vasculaire
s’expliquent selon trois mécanismes majeurs: compétition pour les nutriments,
'occupation des sites d’infection, linduction de la résistance systémique et
I'antibiose. Davet et al [237] ont montré que lors de linoculation du sol par
Tricoderma, il est nécessaire d'introduire I'inoculum avec un support qui lui fourni
une base nutritive suffisante pour échapper, au moins temporairement, a la
compétition des autres microorganismes telluriques. Ainsi, la tourbe, adhérant aux
racines des plantules, est utilisée comme support physigue afin de permettre a
I'inoculum de Trichoderma de se multiplier au cours des premiers jours loin de

I'influence des populations microbiologiques du sol.

Les résultats obtenus dans notre expérimentation, mettent en évidence
également des effets significatifs appréciables de phytostimulation des plants de
tomate. Cette stimulation de la croissance s’est traduite par des gains en cinétique
de croissance, en phytomasse aérienne et racinaire et en teneur de la chlorophylle

et de protéines totales.
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La biostimulation induite par les PGPR est la conséguence de synthese de
métabolites secondaires analogues aux phytohormones et a I'amélioration de
l'alimentation hydrominérale de la plante [238]. Les Pseudomonas spp.
fluorescents peuvent agir directement sur la plante en modifiant positivement sa
physiologie, tout en améliorant son bilan minérale, et son métabolisme en
induisant meilleure résistance [225]. Les Pseudomonas spp. fluorescent peuvent
provoquer une tres intense stimulation des voies métaboligues secondaires
conduisant notamment a la production de quantités importantes en composés
protéiques liés aux mécanismes de défense de la plante héte [2], notamment la

production de I'acide salicylique[74, 239 ] de jasmonate [240] et de I'éthylene [ 24].

Les mécanismes proposes par lesquels les PGPR stimulent la croissance
des plantes, incluent la synthése bactérienne d'hormones analogue a ceux des
végétaux, tels que I'AlA [78]; les cytokinines, les gibbérellines et méme des
vitamines [241]. En cas de manque en éthylene produit par la plante, il peut étre
remplacé par I'ACC (Aminocyclopropane-1-carboxylate désaminase) d'origine
bactérienne [105]. L'acide gibbérellique agit en permettant la croissance d'un plus

grand nombre de germes [242].

L'amélioration des acquisitions hydrominérales se réalise par I'évaluation de
la disponibilité des éléments nutritifs assimilables par les plantes, surtout que la
tomate se classe parmi les plantes tres exigeantes en fer, en phosphore et en

manganeése.

Le fer ionique est considéré parmi les mécanismes susceptibles d'étre
influencé par la présence des PGPR dans le sol. Pour la plante, les besoins en cet
élément sont considérés comme les plus élevés, entre les oligoéléments; allant a
des niveaux de 100 g/ha et qui peut étre bloqué en cas de fortes alcalinité ou
acidité dans le sol [244]. L'intervention des sidérophores microbiens, et en
particulier ceux des Pseudomonas fluorescents, peuvent influencer directement
l'alimentation de la plante en fer. Si I'excrétion de sidérophores par les
rhizobactéries est abondante, la plante trouvera a sa disposition du Fe+++ chélaté
gu'elle pourra assimiler facilement [244] sous forme de complexe fer-sidérophore
[70].
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Dans les sols agricoles, la dissolution des phosphates inorganiques est
étroitement liée a l'activité des microorganismes du sol [244]. Le phosphore est
souvent immobilisé sous forme de phosphates insolubles (phosphates de calcium,
de fer ou d'aluminium...) [244]. La souche (P221) de Pseudomonas fluorescens
est capable, en conditions contrélées, de transformer le phosphore total en
phosphate assimilable par les céréales [245]. De son coté, Lemanceau [2] pense
gue les Pseudomonas spp. fluorescents, augmenteraient la concentration en
phosphore soluble dans le sol, soit par minéralisation des phosphates organiques,
grace a des phosphatases, soit par solubilisation des phosphates inorganiques
sous l'effet d'acides libres. La réduction du manganése dans le sol par les
Pseudomonas ssp.fluorescents pourrait augmenter sa disponibilité et favoriser son

assimilation par la plante [2].

Le dosage des protéines totales a révélé des concentrations plus
importantes dans les extraits foliaires des plantes traitées par les antagonistes
appliqués, ce qui suggere la présence des meétabolites protéiques associés aux
meécanismes de défense de la plante. L’accumulation de produits d’origine
protéique a été associée a l'activation des systemes de défense suite a la
bactérisation des plants par les Pseudomonas spp. fluorescents du pois contre la
fusariose vasculaire sous forme de protéines PR, de glucangsks -3 et des
endochitinases [101]. En effet les familles des glucanases 31-3 et des chitinases
semblent agir en synergie, pour une meilleure efficacité de leur potentiel

destructeur de I'agresseur [10].

Les résultats du test de viabilit¢é microbienne, dans les essais de la
phytostimulation des plants de tomate montrent que la souche bactérienne
inoculée C7R12 et l'isolat fongique G4 ont réussi a coloniser intensivement le sol
expérimenté. D’ailleurs cette souche, C7R12, est utilisée dans de nombreuses
études relatives a la compétence rhizopherique. Selon Raaij-makers et al [231],
une bonne colonisation rhizosphérique se traduit par une densité de 10° cfu /g de
sol. La colonisation intensive de la surface de la plante et de la rhizosphere par
les rhizobactéries, améliore la croissance et le développement des plantes [231].
La colonisation rhizosphérique peut empécher les agents pathogénes de s'installer

sur ou dans les plantes. Cependant, les interactions directes et indirectes, entre
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les rhizobactéries et les pathogenes, réduisent le développement et la sévérité

des maladies [10].

Les PGPR doivent étre présents sur les racines en nombre suffisant pour
induire des effets bénéfiques sur les plantes afin de pouvoir instaurer une
compétition pour les nutriments dans la rhizosphere [14]. Outre la vitesse de
croissance intrinseque, les autres propriétés renforcant le potentiel colonisateur
d’'une souche, telles que la mobilité (présence d'un flagelle) [101], le
chimiotactisme et la faculté d"utilisation des composés excrétés par les racines, en
tant que sources de carbone et d"azote, sont des caractéristiques recherchées
chez les souches bactériennes bénéfiques [171]. D’aprés Digat [145], une souche
bactérienne stimulatrice pour qu'elle soit efficace, elle doit pouvoir parvenir a
coloniser efficacement la spermosphére et/ou la rhizosphére. Donc, la capacité de
coloniser les racines par les PGPR est considérée comme un critere déterminant,
de l'efficacité de I'inoculum dans la stimulation de la croissance et le biocontrdle
des maladies [91]. La compétence rhizosphérique chez les Pseudomonas. spp.
fluorescents dépend de leurs caractéristiques intrinseques, donc génotypiques et
des conditions rhizosphériques. Ces dernieres sont déterminées par le sol, la
plante et la flore tellurique. D’allleurs, la colonisation rhizosphérique dépend, aussi
bien de la concentration bactérienne apportée que de la technique de
bactérisation utilisée. La nature du support des inoculums bactériens, introduits au
niveau de la rhizosphere ou sur les semences, joue un réle important dans le
maintien de la viabilité des bactéries [80]. Généralement la durabilité de la
résistance pour les PGPR differe d'une culture a une autre et aussi selon les

souches bactériennes appliquées [120].

L'observation de I'état des plants inoculés par le pathogéne et par
I'antagoniste, comparativement a ceux du témoin sain, montre que les plants
traités avec Trichoderma harzianum présentent un développement végétatif plus
important. De méme la comparaison du systéme racinaire des plants traités par
I'antagoniste et le pathogene a celui des plants témoins inoculés par le pathogéne
seul, montre une nette différence entre les deux. En effet, pour les plants traités
par T.harzianum, le systéeme racinaire se développe normalement et aucun

brunissement ou pourriture sont observés [228]. Windham et al [246] ont montré
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gue l'addition de T. harzianum et de T.koningii a un sol préalablement autoclavé a
augmenté le pourcentage de germination des semences de tomate et de tabac en
le comparant au témoin et que I'application de ces deux espéces au substrat de
culture a amélioré le poids sec des racines ainsi que la partie aérienne de ces
deux espéces qui représentait 213% a 291% de celui du témoin non traité. De
méme sens, Yedidia et al [215] ont rapporté que I'application de T.harzianum a
une culture hydroponique de melon a entrainé un meilleur développement des
plants traités par rapport aux plants non traités par le Trichoderma. Cela
s’expliqgue par une activation de systeme de défense de la plante, une
augmentation de l'activité chitinase et peroxidase et un accroissement de
I'activité enzymatique dans les feuilles induisant ainsi une résistance systémique
chez ces plants. Trichoderma spp peuvent stimuler la croissance des plantes par
'augmentation des éléments nutritifs, par une efficacité dans I'utilisation de I'azote,
et par la solubilisation des éléments nutritifs dans le sol [216]. || a été montré que
Trichoderma harzianum 1295-27 solubilisait le phosphate et les micro-éléments
impligués dans la stimulation de la croissance végétale [255]. Les mécanismes de
stimulation de croissance pourraient étre dus a la suppression des dommages
oxydatifs sur les racines, a la sécrétion de facteurs de croissance par le
champignon [216].
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4 5. Discussion générale

Dans les systemes de production des matieres premieres d'origine
végétale, ce sont essentiellement les pesticides de synthése qui sont utilisés pour
lutter contre les agents phytopathogenes. Ces dernieres années, Il est clairement
considéré, et méme mis en cause que ces produits chimiques constituent une
menace sérieuse pour I'environnement et la santé humaine. Actuellement, un
intérét particulier s'est porté sur I'exploitation des ressources microbiennes
bénéfiques dans la gestion des écosystemes et dans les pratiques agronomiques.
Le recours aux ressources biologiques renouvelables est considéré comme un
potentiel important alternatif a ces pratiques indésirables. Les rhizobactéries
"PGPR" et champignons "PGPF" renferment une source de microorganismes qui
peuvent stimuler la croissance des plantes, tout en assurant leur bioprotection.
Diailleurs des formulations a base de ces microorganismes commencent a
connaitre des issues commerciales apres ces dernieres décennies

d'expérimentation.

Les résultats obtenus de notre expérimentation menée avec les deux
souches Pseudomonas et Trichoderma, ont mis en évidence les effets bénéfiques
assurés en bioprotection et en phytostimulation. Ainsi, nous avons enregistré des
taux d’inhibition notables de I'infection et de la sévérité de la fusariose vasculaire
de la tomate, tout en empéchant I'expression de Fusarium oxysporum sur les deux
variétés de tomate. Khalid et al. [247] ont montré que les réponses de la
croissance et la protection des plantes a linoculation avec des rhizobactéries
dépendent du génotype végétal, des souches de PGPR, et des conditions

environnementales.

Les mécanismes par lesquels les PGPR favorisent la croissance des
plantes, incluent la capacité de produire les phytohormones [248], la fixation non
symbiotique d’azote [249], la solubilisation des phosphates minéraux et d’autres
éléments nutritifs [250] et la protection contre les infections par les
phytopathogénes. Les rhizobactéries bénéfigues ont la capacité d'agir sur
I'inactivation des facteurs de germination du pathogene et/ou l'inhibition de leur
croissance et de leur pathogénicité [74]. D'autre part, les Pseudomonas spp.

fluorescents, sécrétent une gamme variée de substances antifongiques, comme
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I'HCN, la pyoluteorine, le 2,4-diacety le phloroglucinol, la pyrrolnitine, les
phenazines et les butyrolactones qui sont impliquées directement dans le
biocontrdle de nombreux pathogenes [231].

Un autre aspect dans l'intérét des PGPR et PGPF réside dans leur
possibilité d'assurer une bioprotection des plantes, d'une facon indirecte, par la
stimulation de mécanismes de défense inductibles chez la plante; ce qui peut
rendre I'h6te beaucoup plus résistant a d'éventuelles agressions par des agents
pathogenes [16]. Une meilleure connaissance, du point de vue moléculaire, de
toutes les étapes du phénomene est nécessaire pour mieux comprendre la
combinaison des facteurs qui sont a l'origine de cette spécificité. Le principal
avantage des PGPR et des PGPF est qu'une fois la résistance systémique est
induite, les mécanismes de défense naturels de la plante deviennent
opérationnels [14]. Cette réduction est associée typiqguement avec la diminution de
la croissance du pathogéne et réduit la colonisation du tissu infecté en permettant
a la plante de mieux résister aux attaques du pathogéne. Cependant,
I'abaissement ou le ralentissement du développement de la maladie peut au

moins augmenter le rendement de la culture [251].

Dans les sols associés aux PGPR et PGPF, plusieurs changements
chimiques peuvent avoir lieu. Certaines souches activent la physiologie de la
plante par la synthese d'hormones similaires a celles de la plante, alors que
d'autres augmentent l'acquisition des minéraux et la disponibilité de I'azote dans le
sol. L'identification des signaux chimiques bactériens qui déclenchent Ila
stimulation de la croissance a été limitée, en partie, & la compréhension de la

facon par laquelle les plantes répondent aux stimuli externes [251].

L'efficacité des effets bénéfigues des Pseudomonas fluorescens et de
Trichoderma harzianum dans le champ, dépend d'une colonisation racinaire
réussie qui nécessite une bonne compréhension de la localisation, de
I'organisation, de l'activité et de la viabilité des colonies dans la rhizosphere le
long de la racine [252]. Plusieurs facteurs biotiques et abiotiques contribuent au
processus de la colonisation par les Pseudomonas dans la rhizosphére. Ces
facteurs s’étendent du type et de la quantité des exsudats racinaires produits par

les plantes et la capacité des bactéries d’utiliser ces sources pour leur mobilité
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[253]. Le type et la quantité d’exsudats racinaires sont influencés par I'espece et
'age de la plante, la zone d'excrétion [252], ainsi que les conditions
environnementales [68]. Ceci peut supprimer ou stimuler la croissance de
certaines bactéries, influencer la composition bactérienne en espéce, aussi bien

gue la proportion de cellules viables et mortes [252].

Selon le type d’exsudats et la zone d’excrétion, Dandurant et al. [254], ont
observé la formation des colonies bactériennes sur les racines du pois apres
inoculation avec Pseudomonas fluorescens 2-79RN10 et Pseudomonas
fluorescens 2-79B44. Les colonies ont été localisées uniformément sur la longueur
des parois cellulaires de la racine, bien que la densité bactérienne diminuée vers

le bout, jusqu’a absence des bactéries au bout de la racine.

Bloemberg et Lugtenberg [255] ont montré que la compétition et le
potentiel de colonisation sont liés a des génes qui sont impliqués dans la
colonisation rhizosphérique. Rainey [256] a décrit une méthode qui a permet
I'isolement des génes de Pseudomonas fluorescens qui ont montré des niveaux
élevés de I'expression dans la rhizosphere. Cette méthode a identifié 20 genes qui
ont été induit dans la colonisation rhizosphérique. Quatorze génes ont montré une
homologie significative, ils sont impliqués dans I'acquisition des éléments nutritifs
et la réponse aux différents stress, six genes n’ont montré aucune homologie, et
sept génes de l'induction rhizosphérique (rhi) ont une homologie pour connaitre
les génes non-Pseudomonas. La grande capacité de quelques souches de
Pseudomonas fluorescens a coloniser la rhizosphére des plantes, a permis son

utilisation dans la rhizoremediation [257].

Les résultats de notre expérimentation mettent en évidence que les
associations d'antagonistes assurent une meilleure protection des plantes. Ceci
peut étre expliqué par I'effet synergique de la combinaison de Trichoderma avec
Pseudomonas. Cette hypothese s’accorde avec d'autres déductions similaires [2,
57, 252] qui ont observé que l'effet synergique résultant entre la souche WCS358
de P. putida et de FO47 de Fusarium est due principalement aux compétitions
pour le carbone réalisé par l'isolat fongique et pour le fer réalisé par la souche
bactérienne [78]. Il serait intéressant d’utiliser en combianison des souches qui se

caractérisent par des mécanismes différents et complémentaires.
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L’optimisation des interactions plantes-microorganismes est nécessaire
pour développer cette pratique plus respectueuse de I'environnement et moins
consommatrice d’énergie que [l'utilisation d'intrants de synthése. Toutefois, ces
interactions complexes entre organismes vivants doivent étre mieux comprises

pour étre mieux gérées.

La formulation et les méthodes d'application restent des questions clés qui
influent sur l'efficacité des produits commerciaux, la recherche sur ces thémes
devrait étre axée sur le dépassement des contraintes environnementales, qui sont
les principales raisons de I'échec et sur le manque de cohérence des agents de
lutte biologique en plein champ. Le génie génétique peut fournir un outil utile pour
I'amélioration de la performance de ces agents de lutte biologique.

Face a la grande diversité des PGPF et PGPR et de leurs pouvoir
antagoniste vis-a-vis les agents phytopathogénes, il serait de méme importance
de les classer selon le type d’antagonisme. De nombreuses travaux ont porté sur
d'ISR induite par les PGPR, il serait intéressant d'axer les recherches sur les
caractéristiques biochimiques conduisant a la promotion de la croissance de la
plante et enfin, associer le changement de son métabolisme avec l'acquisition de

la résistance vis —a-vis des différents agents phytopathogénes.
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CONCLUSION

Notre expérimentation s’est intéressée a l'application des deux agents
antagonistes ; l'agent bactérien Pseudomonas fluorescens C7R12 et lisolat
fongique Trichoderma harzianum G4 vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici agent de flétrissement vasculaire de la tomate. L'application de ces
antagonistes a été évalué a deux niveaux ; en premier lieu, in vitro sur différents
milieux de culture solides et liquides et en second lieu, in situ en interaction avec

la plante héte, a savoir la tomate.

Dans les essais in vitro, les tests de confrontation directe entre I'agent
pathogéne FOL et les souches antagonistes G4 et C7R12 sur trois différents
milieux de culture solides (PDA, KB et PDA+KB), ont permis de mettre en
évidence les potentialités d’antagonisme, en inhibant la croissance et la
sporulation du pathogene. En effet, des taux d’inhibition appréciables de la
croissance ont été enregistrés, dépassant parfois les 75%, ce qui confirme le haut
pouvoir antagoniste des deux souches. La différence dans la composition des
milieux de culture, prouve que ces agents antagonistes possedent divers
mécanismes d’action vis-a-vis du pathogene, notamment les antibiotiques et les
substances volatiles qui sont capables d'arréter ou d’inhiber a distance le
développement de l'agent pathogene. En plus le pouvoir mycoparasitaire et la
compétition trophique dont leur déploiement varie selon les partenaires cibles et
les conditions physico-chimiques du milieu (température, humidité, éléments
disponibles...) sont mis en partie dans l'action globale. Les tests réalisés en
milieux de culture liquides, ont permis d’observer des effets antagonistes sur la
germination des structures conidienne ainsi que I'élongation des tubes germinatifs
de l'agent pathogéne, en provoquant des inhibitions appréciables atteignant le
seuil de 58%.

Dans la deuxieme partie de notre travail expérimental, il a été démontré que

I'interaction des agents antagonistes avec la plante héte tomate a empéché
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fortement I'expression de Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici, en atténuant par
conséquence les niveaux d'infection et de la sévérité de la maladie. Cette
bioprotection s’est traduite par une nette réduction du nombre de plants atteints et
la gravité des symptémes. Mieux encore, I'addition de ces antagonistes méme en
présence de l'agent pathogéne, a permis d’obtenir des gains appréciables trés
prononcés en terme de parameétres de croissance, notamment la longueur, la
biomasse végétative et la teneur en protéines totales. Cela suggéere que ces
souches antagonistes présentent une bonne colonisation rhizosphérique et
participent directement dans I'amélioration des acquisitions hydrominérales et
dans l'induction de la résistance systémique qui active les capacités défensives de
la plante.

L'utilisation des PGPR et des PGPF comme phytostimulateurs de la
croissance végétale et de biocontréle, et leur inoculation dans la rhizosphére
peuvent avoir un impact sur la communauté microbienne rhizosphérique, ce qui
peut influencer les effets bénéfiques des antagonistes. Pour cela, il est nécessaire
de mieux comprendre les mécanismes de communication entre les rhizobactéries
(Qurom sensing), qui sont impliqués dans les interactions plante-bactérie. Il est
indispensable de sélectionner des souches douées de potentialités stables,
reproductibles et adaptées aux différentes conditions telluriques. L'actualité de la
recherche sur l'exploitation des PGPR et PGPF dans la phytostimulation et le
biocontréle, se focalise sur les mécanismes moléculaires régissant le métabolisme
secondaire bactérien d'une part, et d'autre part sur les signaux de transduction
interactifs avec la perception de la plante héte.

Les PGPR et les PGPF possédent plusieurs avantages pour une utilisation
a grande échelle, ils colonisent efficacement les racines de plantes génétiguement
tres éloignées, Il faux aussi souligner I'inmportance des effets de bioprotection
obtenus suite a I'association de plusieurs antagonistes, méme s'il s'agit de deux
types différents (champignon et bactéries). Cette association peut procurer d’'une
part une complémentation dans les effets, en plus du cumul, voire méme des
actions synergiques pour de meilleures actions de biocontréle. De plus, les
nombreuses connaissances acquises sur leur production commerciale, leur

physiologie et leur génétigue s'ajoutent a ces avantages. La formulation des
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inoculums de bactéries et des champignons sélectionnés, destinés aux
applications  pratiques comme biofertilisants, constitue une solution
economiquement rentable afin de minimiser I'application de fertilisants chimiques,

maximiser la croissance et la nutrition des plantes.
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APPENDICE A

Liste des abréviations

. analyse de la variance

: agent de biocontréle "biocontrol agent”

: enzymes dégradants la paroi des cellules

: chlorophylle

. densité optique

: écart type

. fer ferrique

. induction de la résistance systémique

: milieu king de B

: kilogramme

: lypopolysaccharide

: milieu potato-dextrose-agar

. poids frais

: champignons promoteurs de la croissance des plantes
: rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes
. poids sec

. systemic acquired resistance

. unite formant colonies (colony forming unit)

: groupe de compatibilité végétative

: forme spéciale
: gramme

. heure

: litre

: métre

: millilitre

: millimétre

. minute

. microgramme

: variété
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APPENDICE B

Milieux de culture

Milieu B de King (KB) (King et al., 1954)

Peptone (Difco) 209
Glycerole (Prolabo) 15 mi
K2 Hpo4 (Sigma) 1,59
MgSO4 (Sigma) 1,59
Agar (Sigma) 15¢
Eau distillée 1000 ml

pH = 7,2 autoclavage 20 minutes a 120° C

Milieu B de King (KB) liquide :
Milieu B de King (KB) [428] sans Agar
Milieu PDA (potato Dextrose Agar) (Jonsthon et Booth, 1983)

Pomme de terre 200g
Dextrose 209
Agar 15¢g
Eau distillée 1000ml

pH = 7,2 autoclavage 20 minutes a 120° C

Milieu PDA liquide :
Milieu PDA [429] sans agar



APPENDICE C

Analyse de la variance

1. Inhibition de la croissance mycélienne

ANOVA
TAUX_INHIBTION / MILIEU
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 1291,810 2 645,905 ,644 ,548
Intra-groupes 9023,678 9 1002,631
Total 10315,488 11
TAUX_INHIBTION/ TRAITEMENT
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 7081,361 2360,454 5,839 ,021
Intra-groupes 3234,126 404,266
Total 10315,488 11
Sous-ensembles homogeénes
TRAITEMENT N Sous-ensemble pour alpha =
0.05
1 2
FOL 3 ,0000
G2-C7R12 3 53,3533
Student-Newman-Keuls? G2-G4 3 54,7300
G4-G2-G4 3 59,4800
Signification 1,000 ,927
FOL 3 ,0000
G2-C7R12 3 53,3533
Test de Tukey® G2-G4 3 54,7300
G4-G2-G4 3 59,4800
Signification 1,000 ,981

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3,000.

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.




2. Elongation du tube germinatif

MOY-ELONGATION/TRAITEMENT

ANOVA

Somme des Moyenne des

carrés ddl| carrés F Signification
Inter-groupes 1,951 3 ,650 7,405 ,001
Intra-groupes 2,811 32 ,088
Total 4,762 35

Sous-ensembles homogenes

MOY_ELONGATION

Sous-ensemble pour alpha = 0.05

traitement N 1 2
Student-Newman-Keuls® FOL-G4 9 2,5623

FOL-G4-C7R12 9 2,5861

FOL-C7R12 9 2,6586

FOL 9 3,1337

Signification 772 1,000
Test de Tukey? FOL-G4 9 2,5623

FOL-G4-C7R12 9 2,5861

FOL-C7R12 9 2,6586

FOL 9 3,1337

Signification ,901 1,000
Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 9,000.
MOY_ELONGATION/ MILIEU

Somme des Moyenne des
carrés carrés F Signification

Inter-groupes ,939 ,469 4,051 ,027
Intra-groupes 3,824 , 116
Total 4,762

125



Sous-ensembles homogenes

MOY_ELONGATION

Sous-ensemble pour alpha = 0.05
milieux N 1 2
Student-Newman-Keuls? KB 12 2,5197
MIXTE 12 2,7775 2,7775
PDA 12 2,9084
Signification ,072 ,353
Test de Tukey® KB 12 2,5197
MIXTE 12 2,7775 2,7775
PDA 12 2,9084
Signification ,168 ,618
Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 12,000.
3. Germination conidienne
ANOVA
MOY-GERMINATION/ TRAITEMENT
Somme des Moyenne des
carrés ddl carrés F Signification
Inter-groupes 2,669 3 ,890 11,165 ,000
Intra-groupes 2,550 32 ,080
Total 5,219 35
MOY-GERMINATION/ MILIEU
Somme des Moyenne des
carrés ddl carrés F Signification
Inter-groupes ,788 2 ,394 2,933 ,067
Intra-groupes 4,431 33 , 134
Total 5,219 35
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Sous-ensembles homogenes

MOY-GERMINATION
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Sous-ensemble pour alpha = 0.05

milieux N 1
Student-Newman-Keuls® MIXTE 12 3,4589

KB 12 3,4678

PDA 12 3,7770

Signification ,100
Test de Tukey? MIXTE 12 3,4589

KB 12 3,4678

PDA 12 3,7770

Signification ,100

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.

a.

Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 12,000



4. Taux d'infection

ANOVA
TAUX D'INFECTION
Somme des Moyenne des
carrés ddl carrés F Signification
Inter-groupes 9,404 7 1,343 3,938 ,005
Intra-groupes 8,188 24 , 341
Total 17,592 31

Sous-ensembles homogenes
TAUX D’'INFECTION

Sous-ensemble pour alpha = 0.05

traitement N 1 2
Student-Newman-Keuls? FOL1-C7R12 4 3,1411
FOL2-C7R12-G4 4 3,7720 3,7720
FOL2-G4 4 3,9313 3,9313
FOL1-C7R12-G4 4 4,0960 4,0960
FOL2-C7R12 4 4,1175 4,1175
FOL1-G4 4 4,2496 4,2496
FOL2 4 4,7959
FOL1 4 4,9942
Signification , 116 ,085
Test de Tukey® FOL1-C7R12 4 3,1411

FOL2-C7R12-G4 4 3,7720 3,7720
FOL2-G4 4 3,9313 3,9313
FOL1-C7R12-G4 4 4,0960 4,0960
FOL2-C7R12 4 4,1175 4,1175
FOL1-G4 4 4,2496 4,2496
FOL2 4 4,7959
FOL1 4 4,9942
Signification ,176 ,104

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
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