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RESUME

Certaines bactéries de la rhizosphére (PGPR, rhizobactéries promotrices de la
croissance des plantes) exercent des effets bénéfiques sur la croissance des plantes et le
biocontrdle des agents pathogénes. Notre objectif consiste en la mise en évidence de la
capacité de trois souches de Pseudomonas fluorescens a générer des effets bénéfiques
sur les déférentes étapes du cycle de la production de la pomme de terre (Solanum
tuberosum L.). Le travail expérimental porte sur la biotisation des principales étapes de la
production de tubercules destinés a la plantation. Trois essais indépendants ont été
réalisés: (i) le premier concerne la biotisation d'explants destinés a la vitroculture; (i) le
deuxieme porte sur I'étude des effets de phytostimulation des plants de pomme de terre
issus de tubercules bactérisés; (iii) le dernier essai porte sur l'induction de la résistance
systémique (IRS) vis-a-vis du virus Y (PVY).

Dans la premiére expérimentation, les explants bactérisés ont donné des vitroplants
plus vigoureux, se caractérisant par un meilleur développement racinaire et une
augmentation de leur phytomasse. Il a été observé une forte colonisation racinaire dans le
milieu de vitroculture.

Dans l'expérimentation réalisée sur des plants entiers, nous avons enregistré des
gains notables en paramétres de croissance (Nombre et Hauteur de tiges, poids frais et
poids sec des tiges, longueur racinaire, poids frais et poids sec des racines) et en
parametres de production (Nombre de stolon et tubercules, poids frais et poids sec des
tubercules). En raison de la variabilité du sol utilisé (trois variantes), nous avons noté que
les conséquences de la bactérisation, en engendrant des effets bénéfigues de
phytostimulation, sont mieux perceptibles dans les conditions défavorables: cas du sol
cultivé couramment en pomme de terre.

Les essais d'induction de la résistance systémique ont montre méme en présence
du virus (inoculation artificielle), la bactérisation a induit des inhibitions notables et
significatives dans I'extériorisation de la virose étudiée (PVY). Ces réesultats ont été
confirmés avec I'expression symptomatologique (séveérité de l'infection) et par I'évaluation
de la charge virale (DAS-ELISA).

Mots clés : Pseudomonas fluorescens, PGPR, biotisation, pomme de terre, vitroplants, IRS .



ABSTRACT

Some bacteria of the rhizosphere (PGPR, plant growth promoting rhizobacteria)
induce beneficial effects on the growth of the plants and the biocontrol of the pathogenic
agents. Our objective consists in studying the capacity of three Pseudomonas fluorescens
strains in generating beneficial effects on the potato production cycle stages. The
experimental work concerns the tubers and plants biotisation: Three independent tests
have been performed: (i) the first concerns vitroplants biotisation; (ii) the second is about
the study of phytostimulation of the plants stemming from bacterised potato tubers; (iii) the
last test is about the induction of the systemic resistance (IRS) against the PVY virus
(Potato Y Virus).

In the first experimentation, the vitroplants obtained have more vigor and are
characterized by a better root development with increasing of their shoots. Also a good
level of root colonization in the vitroculture media was observed.

In the experimentation realized with whole plants, considerable increase in growth
parameters was noted (Stems Number and Height, stems fresh and dry weight, roots
length, fresh and dry weights of the roots) and in production parameters (Stolons and
tubers number, tubers fresh and dry weights). In the second experiment where soll
variability was used (three variants), we noted that the consequences of the bacterisation,
while generating beneficial effects of phytostimulation, are better in the unfavorable
conditions: case of soils cultivated frequently with potato.

The tests of induction of the systemic resistance despite the presence of the virus
(artificial inoculation) have shown that the bacterisation led considerable inhibitions in the
expression of the studied viral infection (PVY). These results have been confirmed with the
symptomatologic diagnostic (severity of the infection) and by the assessment of the viral
particules (DAS-ELISA).

Keywords: Pseudomonas fluorescens, PGPR, biotisation, potato, vitroplants, IRS.
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INTRODUCTION

La Pomme de terre joue un réle clé dans le systéme alimentaire mondial, elle est
considérée comme la principale denrée alimentaire non céréaliére en sa qualité de
quatrieme culture vivriere derriere le blé, le mais et le riz. En raison du role de la pomme
de terre dans la consolidation de la sécurité alimentaire et la diminution de l'impact de la
pauvreté, la FAO (Food Alimentation Organization) a déclaré I'année 2008 comme l'année

internationale de la pomme de terre (YIP: Year International of Potato) [1].

La surface mondiale cultivée en pomme de terre est de l'ordre de 19.325.661 ha,
assurant une production globale de 321.696.483 tonnes. La production nationale estimée
en 2007 est de 1.900.000 tonnes, sur une surface de 90.000 ha, soit un rendement de
21,1 tonnes/ha, comparativement aux années 1990 ou la surface n’était que de 10.000 ha.
Dans les années 1960, le consommateur algérien avait des habitudes alimentaires a base
de céréales et de légumes, ainsi la pomme de terre occupera une place de plus en plus
importante, avec une consommation moyenne qui passe de 16 Kg/an (1960-70) a 35
Kg/an (1990) et a 57 Kg/an (2005) [1]. Ces chiffres montrent limportance du

développement de cette culture, en surface, en rendement et en consommation.

Malgré l'intérét accordé a cette culture, le marché national a enregistré de fortes
perturbations en termes d'approvisionnement et de disponibilité de cette denrée, en raison
d'une dépendance quasi-totale en matiere de semences importées des pays européens.
L’Algérie importe annuellement entre 80.000 a 120.000 tonnes de semences de pomme
de terre, soit 70% de ses besoins [2]. Ces dernieres années un intérét particulier a été
accordé a la filiere semences pour diminuer cette dépendance, notamment aprés la crise
gu'a connu notre pays durant le deuxieme semestre de I'année 2006, ou les prix ont
flambé, allant jusqu'a 100 DA/Kkg. Il est a signaler que durant cette méme année le mildiou
a ravagé de nombreuses plantations, arrivant méme a anéantir la totalité des productions

dans certaines régions a l'ouest du pays.

Face a cette demande, le programme national n'a pu satisfaire les besoins
nationaux et il a été engagé en urgence une réflexion sur les possibilités de production de

semences localement. Au début des années 1990, I'TCMI (Institut Technique des
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Cultures Maraicheres et Industrielles — Staoueli) a initié un projet de production de
semences de base a partir de multiplications végétatives in vitro, dont les structures ont
été crées a Sétif (Guellal), dans le but de produire sous serre les premieres géenérations
de minitubercules qui devraient servir a la production de semences «classe A» a partir de
la compagne 1993/1994 [3].

En plus, un réseau de multiplication de la pomme de terre commenca a s'installer a
travers le territoire national, estimé a plus de 400 multiplicateurs. Selon les données
établies par les services de contréle du CNCC (Centre National de Certification des
Semences et Plants — El Harrach), la superficie réservée a la production semenciere est
passée de 4.603 ha en 2001-2002 a 6.639 ha en 2006-2007. Les cultures développées a
partir de semences non certifiees présentent des rendements peu élevés, et sont en outre
plus sensibles aux maladies et aux insectes tout au long de leur croissance, méme apres
la récolte et pendant le stockage. De ce fait, le choix de semences a la fois résistantes et
saines apparait comme primordial pour obtenir une culture rentable. Au cours des
dernieres années 16 % des surface controlées ont été refusées et déclassées par les
services du CNCC, a cause de leur état sanitaire ne répondant pas aux normes fixées par

la 1égislation.

En raison du retard dans le début de ses activités et aprés différentes
structurations, le centre de Sétif (Guellal) a été affilié a 'ONCV (Office National des
Produits vitivinicoles — Alger) en 1998; sous forme SPA (Société Par Actions), en le dotant
d'infrastructures lui permettant d'initier ce programme. L’objectif principal étant la
production de la premiére génération de minitubercules, en laboratoire et sous serre, pour
I'obtention des semences de la classe A. Ainsi un schéma de production a été élaboré, qui
devrait se dérouler dans ses étapes successives, au laboratoire in-vitro, au laboratoire de
contrble phytosanitaire, sous serre insect-proof et enfin au champ. Pour la réalisation d'un
tel schéma de production, des exigences en terme de conception des conditions de
réussite des techniques de vitroculture, s'imposent pour I'obtention de vitroplants sains et
vigoureux. Les techniques modernes se basent essentiellement sur des apports
spécifiques en éléments nutritifs (vitroculture), en éléments fertilisants (serre insect-proof

et champ) et en assurant une couverture phytosanitaires adéequate.

La biotisation des cycles de production de pomme de terre a apparu comme une
technigue, nouvellement appliquée, dans le but d'augmenter les niveaux de production et

de rentabilité, particulierement pour renforcer sa résistance vis-a-vis des maladies [4]. De
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nombreux travaux de recherche ont accordé, depuis plusieurs années, un intérét
particulier aux effets bénéfiques des rhizobactéries non symbiotiques dans la promotion
de la croissance végétale et le biocontréle des agents pathogénes. Ces rhizobactéries ont
éete dénommées PGPR "Plant Growth Promoting Rhizobacteria”; elles colonisent le
systeme racinaire des plantes et puisent dans les ressources nécessaires pour leur
métabolisme. Les effets positifs recherchés s'expriment via la stimulation de la croissance
des plantes (assimilation de nutriments, production de phytohormones ...), ou en
conférant une protection contre les agressions des phytopathogenes [5], en produisant
des métabolites secondaires a effet d’antibiose [6] et par l'induction de la résistance

systémique (IRS) chez les végétaux [5].

Notre objectif consiste en I'expérimentation des effets de la biotisation de la pomme
de terre par des souches de Pseudomonas fluorescens dans les différentes étapes du

cycle de production, appliqué a la SAGRODEYV de Guellal (Sétif).
e En premier lieu, durant le processus de production de vitroplants.

e En deuxiéme lieu, un essai de phytostimulation des plants issus de

tubercules, durant la phase qui se déroule sur champ.

e En dernier lieu, ces souches bactériennes ont été expérimentées dans le
processus d'induction de la résistance systémique (IRS) chez la pomme de
terre infectée par le virus PVY. Il est a rappeler que ce virus est considéré

comme l'un des virus de quarantaine les plus redoutables pour cette culture.



CHAPITRE 1
IMPORTANCE DES Pseudomonas spp. FLUORESCENTS

1.1 Intérét des Pseudomonas fluorescents en agriculture

1.1.1 Actions de phytostimulation
1.1.2 Actions de biocontréle

1.1.3 Induction de la résistance chez les plantes
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CHAPITRE 1
IMPORTANCE DES Pseudomonas spp. FLUORESENTS

1.1 Intérét des Pseudomonas fluorescents en agriculture

Les Pseudomonas appartiennent a la famille des Pseudomonadaceae, subclasse y
des Protcobacteria. Les Pseudomonas spp. fluorescents constituent un groupe bactérien
du genre Pseudomonas "sensu stricto” [7, 8]. Ces espéces colonisent abondamment les
sols et les environnements aquatique et marin; certaines se développent dans la
rhizosphére au contact des racines (les rhizobactéries) [9, 10], d’autre sur les parties

aériennes (phyllosphére) [10].

Ce groupe bactérien est assigné aux rhizobactéries dites PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobactéria), synonyme de Rhizobactéries promotrices de la croissance des
plantes [11, 12]. Ces bactéries arrivent a s’adapter facilement et s’associer avec plusieurs
plantes et induisent des améliorations significatives des rendements [13, 14]. Par leurs
effets bénéfiques résultent des actions de phytostimulation [15, 9, 6] et de biocontrble de
divers agents phytopathogenes [12, 16, 17]. De nombreux travaux ont mis en évidence
I'implication de ces rhizobactéries dans linduction de la résistance systémique de
plusieurs espéces végétales vis-a-vis de multiples parasites [18]. Des effets bénéfiques
sur le plan écologique ont été également signalés, avec ces rhizobactéries, par leur role
dans la dégradation de certaines substances xénobiotiques dans le sol [19, 20, 21, 22, 23,
24].

1.1.1 Actions de phytostimulation

Les rhizobactéries, du groupe Pseudomonas spp. fluorescents, agissent
directement sur la croissance des plantes en stimulant leurs aptitudes physiologiques [25,
26], et/ou indirectement en limitant les actions néfastes des agents pathogénes et
delétéres [27, 28]. Les actions directes résultent des activités rhizobactériennes par la
solubilisation de divers éléments minéraux et la production de régulateurs de croissance

[29, 30]. Les actions indirectes se résument dans la gestion des équilibres microbiens
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rhizosphériques au profit des plantes par des mécanismes antagonistes ou compétitifs
[31]. Méme si la réussite de I'expression de tels effet phytobénéfiques dépend en grande
partie de la nature de la plante hoéte, d'autres parametres, particulierement les
caractéristiques du sol, les rotations des cultures, les travaux meécaniques et de
fertilisation, ainsi que I'emploi de pesticides ont des effets notables (Figure 1.1) [32, 33,
34, 35].

Plantes
Génétique
Nutrition
Croissance
Rhizodéposition

Impact de la
chaine nutritive

/

Sol

Influence
anthropogénique

N

Organismes

RHIZOSPHER

Génétique Nutriments
Croissance Structure
Nutrition Eau

Interactions Pollution

Figure 1.1: Les interactions dans la rhizosphére [36].

1.1.1.1 Effet de la plante hote

La plante modifie les caractéristiques du rhizoplan, en induisant une modulation de
la densité et de I'activité microbienne tellurigue. Les conditions particulieres de la
rhizosphére exercent des actions spécifiques et favorisent certains groupes microbiens
[37, 38]. Les racines comme support mécanique et la microflore tellurique comme moyen
d’absorption et de prélevement d’eau et de nutriments, assurent des activités spécifiques

de synthése et d’accumulation de divers composeés nutritifs pour la plante [39].

La nature qualitative et quantitative des exsudats racinaires peut varier en fonction
de I'espece veégeétale et méme du cultivar [40]. Le stade phénologique de la plante et les
conditions environnementales exercent des effets notables sur les populations

microbiennes du sol [36, 41].
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Les exsudats racinaires peuvent représenter 10 a 20 % de photosyntétats et
conditionnent la densité et l'activité des microorganismes rhizosphériques [42]; elles
peuvent étre des sucres, des acides aminés, des acides organiques ou des hormones
[43]. Des populations microbiennes spécifiques peuvent étre favorisées par I'adéquation
de leur activité métaboligue avec la composition des exsudats racinaires [44]. D’une
maniére spécifique certains acides aminés qui sont une composante importante des
exsudats racinaires, peuvent jouer un réle essentiel dans l'induction de la production de

divers métabolites secondaires synthétisés par les Pseudomonas rhizosphériques [45].

Les rhizodépositions représentent la source principale en carbone dans la
rhizosphére, elles joueraient un rdle important dans ['établissement et [l'efficacité

antagoniste et promotrice de la croissance microbienne [46, 47].

De nombreux travaux réalisés en conditions contrdlées ou en plein champs ont mis
en évidence des interactions bénéfiques entre ces rhizobactéries et diverses espéces
végétales herbacées, ligneuses et ornementales [48, 49, 50, 51, 52, 53, 54].

Certains effets bénéfiques induits par quelques souches bactériennes, appartenant
en particulier au groupe de Pseudomonas spp. fluorescents, semblent stimuler et
améliorer la germination des graines et la levée des plantes, notamment lorsque les
conditions d’environnement sont défavorables a leur germination [55, 43]. La vitesse de
levée a été améliorée chez plusieurs espéeces végeétales, surtout chez les espéces
herbacées apres leur bactérisation [48, 56, 57, 58, 59, 60]. Ces microorganismes peuvent
aussi améliorer la vigueur et I'adaptation des plantules en conditions de vitroculture

(vitroplants et acclimatation) [4, 54, 61, 62].

Des travaux, réalisés dans des conditions de vitroculture, ont mis en évidence des
effets positifs de la bactérisation sur la rhizogénese, la croissance et le développement de
vitroplants [63, 64]. D'autres travaux de Kloepper et al., [12] ont rapporté des incidences
favorables sur le développement racinaire, sur l'initialisation foliaire et la longueur des
entre-nceuds des vitroplants. Ces effets positifs de ces rhizobactéries restent aussi
perceptibles pendant et aprés les phases d'acclimatation ou les conséquences sont

notables, particulierement sur la vigueur des plants [65, 66].
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1.1.1.2 Mécanismes d'action

Sommairement, les PGPR peuvent stimuler la croissance des plantes par les
principaux mécanismes suivants: (i) en augmentant la biodisponibilité des nutriments
minéraux; (i) en changeant la balance hormonale chez la plante héte et (iii) en exercant

des actions d'antagonisme envers les pathogénes de la plante [27].

1.1.1.2.1 Amélioration de la nutrition

La quasi-totalité des travaux effectués sur la phytostimulation a mis en exergue une
amélioration généralisée sur la nutrition minérale de la plante, néanmoins des études
spécifiques ont montré des effets particuliers sur les apports en fer, en phosphore, en

azote et en manganése [55].

Fer: Les Pseudomonas spp. fluorescents ont la capacité de synthétiser des
sidérophore, des molécules chélatrices du fer, surtout en conditions de carence en cet
éliment, nécessaire a leur croissance [67, 68, 69]. Le terme sidérophore (du grec, porteur
de fer) désigne des composés du métabolisme secondaire a faible poid moléculaire
solubles dans l'eau et caractérisés par leur affinité¢ aux ions Fe®* [70, 71, 72]. Les
sidérophore sont aussi parmi les composées des rhizobactéries ayant un effet sur la
stimulation de la croissance [73, 74, 75, 76, 77, 78].

Les Pseudomonas spp. fluorescents synthétisent de nombreux sidérophores
chélateurs du fer ionique, qui exhibent des effets fongistatique et bactériostatique, tels que
les pyoverdines, les pseudobactines, les pyochelines et I'acide salicylique [73, 74, 75, 77,
79, 80]. D'autres types de sidérophores ont été trouvés chez ces bactéries, tels que les
ferribactines, les pseudomonines et les pyochelines [81, 82, 83]. Il est admis que la
synthese de sidérophores, méme si les caractéristiques génotypiques sont déterminants,
dépend des caractéristiques du sol, de la concentration en oligo—éléments, notamment en
fer, du pH du sol et de la disponibilité du carbone et de I'azote [84, 85, 86, 87]. En plus de
ces facteurs, certains métaux lourds, tels que le zinc et le cadmium semblent stimuler leur
production [88, 89].

Phosphore: Le prélevement dautres minéraux, nécessaires pour le

développement des plantes, comme le phosphore est fortement liée a l'activité des micro-
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organismes telluriqgues [90, 91, 92, 93]. La dissolution des phosphates par les micro-
organismes n’est par liée a un phénomeéene passif, comme par exemple la baisse du pH
dde a la libération des acides organiques ; en fait les bactéries sont capables d’extraire le
phosphore « assimilable » en séquestrant les cations métalliques intervenant dans son
absorption et en le libérant lorsque il est lié aux argiles et a I'oxyde de fer d’aluminium.
Pour que le phosphore naturel puisse servir dans le métabolisme et la croissance des
plantes, il faut que les conditions de son utilisation favorisent sa dissolution, ce qui reléve
de la nature du sol (physique, chimigue et biologique) [94, 95, 96, 97, 98, 99]. Les activités
enzymatiques des Pseudomonas rhizosphériques peuvent contribuer, particuliéerement, en
'absence de formes assimilables de phosphores dans le sol, dans I'approvisionnement de

la plante en cet élément [100, 101].

Azote: Certaines espéeces de Pseudomonas spp. fluorescents peuvent utiliser des
oxydes d’azote; cette réduction est généralement inhibée en aérobiose et les 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 (N2O) et en azote libre (Ny); il s’agit de la dénitrification dissimulatrice profitable
pour la plante [102, 103].

D’autres souches, de ce méme groupe bactérien, stimulent la nodulation des
légumineuses en association avec Rhizobium spp. [104, 105, 106]. Grimes et Mount [107]
ont montré que la souche B72 de P. putida augmente de facon significative la nodulation
du haricot. Ces souches sont appelées des rhizobactéries promotrices de la nodulation
(NPR: Nodulating promoting Rhizobactéria) [108].

Manganeése: 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 [109]. La
réduction du manganése du sol par les Pseudomonas spp. fluorescents pourrait

augmenter sa disponibilité et favoriser son assimilation par la plante [110].
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1.1.1.2.2 Production de substances de croissance

Il a été démontré que la stimulation de la croissance des plantes bactérisées peut
étre dle a la synthese microbienne de substances de croissance analogues aux
phytohormones [31, 111]. Ces substances sont de différentes catégories, telles que les
auxines, les gibbérellines, les cytokinines, I'éthylene [112, 113, 114] et I'acide abscisique
(ABA) [114, 115]. D'autres composés vitaminiques ont été également identifiés chez ces

rhizobactéries [116].

1.1.1.2.2.1 Acide indole acétique (AlA)

L'acide indole -3- acétique (AlA) est reconnu comme une auxine principale chez les
plantes, impliquée dans tous les aspects de leur croissance et de leur développement
[117]. La production de 'AlA par les rhizobactéries a été associée avec la promotion de la
croissance de la plante, surtout sur la morphogénese des racines, leur initiation et leur
élongation [118, 119, 120].

Les souches de Pseudomonas putida ont tendance a produire de l'acide indole
acétigue (AlA) [121]. Les rhizobactéries synthétisent d'une maniere prédominante I'AlA a

partir du tryptophane par la voie de I'acide indole-3-pyruvique (Figure 1.2) [122].

L’aptitude de synthétiser I'AlIA, ou des produits apparentés, ainsi que la
solubilisation des phosphates sont des caractéristigues retrouvées chez certaines
souches. Ces propriétés, parmi d’autres peuvent avantager la souche dans sa compétition

et son adaptation a divers écosystemes (sol nu et sol rhizosphérique).
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Globalement, il n'ya pas assez d'informations sur les bases génétiques qui
provoquent les variations naturelles dans la sensibilité de la racine aux auxines exogenes
synthétisées par les PGPR [123]. L’auxine produite dans la rhizosphére par les
rhizobactéries peut stimuler I'activité de I'acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC)

sythase, une enzyme naturellement utilisée par la plante pour former I'éthylene [121, 124].

1.1.1.2.2.2 Ethyléne

L'éthylene a fortes concentrations est considéré habituellement comme un
inhibiteur de la croissance des plantes, mais en faibles concentration peut favoriser
réellement la croissance chez plusieurs especes végétales [125]. Certains PGPR
synthétisent I'enzyme vitale, "ACC" (1-aminocyclopropane-1-carboxylate desaminase) qui
régule la production de I'éthyléne, en métabolisant I'ACC (un précurseur immédiat de la

biosynthese de I'éthyléne dans les plantes) en a-ketobutyrate et en ammoniac [124].

Il est a noter que des substances exsudées par les racines des plantes peuvent
étre des précurseurs dans la biosynthése de I'ACC. Les rhizobactéries possédant cette
désaminase peuvent dégrader I'ACC et l'utiliser comme une source du carbone. La
production de I'éthylene par les racines peut étre réduite en présence des rhizobactéries
productrices de I'ACC et peuvent accroitre la croissance racinaire tout en inhibant 'ACC
endogéne [126, 124].

D'autres catégories de rhizobactéries, ne possédant pas I'ACC desaminase, mais
peuvent participer dans l'accroissement de la plante. Dans ce dernier cas, il est présumé
gue ces bactéries possedent certains composants pariétaux, qui sécretent des composes
agissant comme ‘éliciteurs' de la croissance végeétale. Les racines de la plante doivent étre
aptes a percevoir et reconnaitre ces molécules de la méme facon que la reconnaissance

des éliciteurs rencontrés chez les agents pathogenes [5].
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1.1.2 Actions de biocontrble

L’état sanitaire des plantes est aussi bien conditionné par la densité des
communautés microbiennes phytopathogenes, que par celle des antagonistes et méme
des saprophytes. L'équilibre entre ces différentes catégories microbiennes détermine
directement les répercussions, favorables ou défavorables, sur la physiologie et le
développement de la plante [127]. Les actions de biocontrdle 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 [128].

En raison de leur caractere ubiquitaire dans les biotopes telluriques, les
Pseudomonas spp. fluorescents ont été signalés en qualité d'antagonistes vis-a- vis de
nombreux agents phytopathogenes de divers genres fongiques: Fusarium, Verticillium,

Alternaria, Rhizoctonia... etc. [129].

1.1.2.1 Antibiose

La production d’antibiotiques est reconnue comme un mécanisme important par le
guel les agents de biocontréle, notamment les PGPR, peuvent empécher la prolifération et

le développement des agents phytopathogenes [130, 131, 132].

Les Pseudomonas spp. fluorescents sont des producteurs potentiels d'une gamme
variée d'antibiotiques avec un large spectre d'action, sur des agents fongiques telluriques.
Parmi ces antibiotiques, les phenazine (acide phenazine-1- carboxylique (pca), DAPG (2-4
diacetylphloroglucinol), des pyoluteorines (plt), des pyrrolnitrines (Prn), la tropolone,
'oomycine , des viscosinamides, des tiensines et des amphisines [133, 134, 135, 136,
137, 43].

Les phenazines (pcA) et le 2.4-diacetylphloroglucinol (DAPG) sont les majeurs
déterminants rapportés dans le biocontréle de plusieurs agents phytopathogénes [138,
137, 43, 139].

La production de lacide cyanhydrique (HCN) par certaines souches de
Pseudomonas fluorescens peut aussi influencer les pathogenes telluriques [74]. Ce
mécanisme est souvent rapporté chez la souche de référence CHAO, comme mécanisme
potentiel dans la suppression de Tielaviopsis basicola sur tabac et aussi vis-a-vis d'autres

champignons telluriques [140].
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1.1.2.2 Compétition pour les nutriments et les niches écologiques

La répartition spatiale est un parametre régissant les interactions entre les groupes
microbiens et conditionne, donc, la compétitivité¢ dans la rhizosphere. La compétitivité
s’exerce par leur pouvoir d’adaptation aux différents milieux telluriques, par leur
croissance dans la rhizosphere et leur aptitude a occuper I'espace rhizosphérique [141, 9].
Les Pseudomonas spp. fluorescents présentent des aptitudes élevées a la colonisation de
la rhizosphére de diverses espéces vegétales [142, 133, 143, 144, 43].

Parmi les éléments favorisant la colonisation rhizosphérique, la compétition pour le
fer ionique est fondamentale dans l'occupation des sites rhizosphériques. Il se trouve que
les sidérophores des Pseudomonas spp. fluorescents joueraient un role déterminant dans
la compétence rhizosphérique. Une fois les sidérophores sont émis dans le milieu
extérieur, ils chélatent les ions (Fe®) les rendant inaccessibles aux autres
microorganismes qui ne possedent pas de systeme a forte affinité de chélation du fer
[142], sachant bien que dans le sol il y a souvent carence en ces ions et leur insolubilité
les rendent difficlement accessibles ou assimilables [145]. Les Pseudomonas spp.
fluorescents peuvent reconnaitre et utiliser les sidérophores produits par d'autres
microorganismes, alors que ces derniéres ne sont pas capables d'utiliser les sidérophores

gu'elles produisent (Figure 1.3) [146, 147].

SED: siderophores, PGPR: Plant
Growth Promoting Rhizobacteries,
HMO: (microorganismes
pathogénes

Figure 1.3 : Compétition pour le fer entre les microorganismes dans la rhizospheére:
les PGPR et HMO [148].
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1.1.3 Induction de la résistance chez les plantes

La résistance induite est définie comme une amélioration des capacités défensives
de la plante, acquise aprés stimulation appropriée vis-a-vis des micro-organismes et des
ravageurs nuisibles et méme des stress abiotiques. Les composants de la résistance
contre un agent pathogéne sont déterminés par la résistance systémique induite (ISR) ou

par la résistance systémique acquise (SAR) [149, 16].

L’action de l'induction de la résistance systémique, comme mécanisme de contréle
biologique, est une conséquence de I'activation des mécanismes actifs de défense de la
plante qui sont stimulés par des agents inducteurs, tandis que I'antagonisme microbien
présente des actions directes et parfois cumulées comme la compétition trophique et la

production d’antibiotiques et/ou de sidérophores et d’'HCN [150].

D'apres les définitions et les explications réservées a ces deux types de résistance
[151], il en ressort que I'ISR est un état induit par des microorganismes non pathogenes,
activant les capacités de défense générale de la plante ; alors que la SAR est induite par
des microorganismes pathogénes d'une maniére spécifique et parfois localisée. Il est
aussi a noter que guelques métabolites secrétés par ces microorganismes pathogenes, ou
non pathogénes, sont capables de déclencher l'induction de ces deux types de résistance
[152, 147, 153).

De nombreux travaux ont rapporté l'implication active des PGPR, particulierement
P. fluorescens, P. putida et P. aeruginosa, dans l'induction systémique de la résistance

(ISR) chez diverses espéces végétales [154].

1.1.3.1 Induction de la résistance systémique

Les rhizobactéries peuvent réduire la séveérité d'une maladie a travers la stimulation
de mécanismes de défense inductibles chez la plante [16]. L' induction d"une telle capacité
de défense est typiquement systémique. Le traitement des racines par des PGPR induit
des effets protecteurs sur les autres parties de la plante, sans migration, des bactéries
induisantes I'ISR a travers le systeme vasculaire de la plante ou a travers ses tissus [155,
156]. De tels effets protecteurs ont été mis en évidence vis-a-vis d'infections fongiques,

bactériennes et virales [157, 158, 159]. Le réle direct de souches rhizobactériennes de
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PGPR en tant qu’inducteur de I'ISR, dans la réduction des maladies, a été mis en
évidence en garantissant une séparation spatiale de I'agent pathogéne et de |"agent
inducteur de la résistance, afin d"exclure toute interaction antagoniste directe. Tel est le
cas si I'on inocule les bactéries sur les racines et le pathogene sur la surface foliaire de la
plante ou en utilisant des systemes séparant les racines en deux groupes separés (spilt
systeme) [160, 161, 162, 35, 154].

Bactéries

Champignons e
Virus

- SAR
4”‘
Limité
I'infection
des pathogeénes
Rhizobactéries
Non- pathogénes

ISR : la résistance systémique induite SAR : la résistance systémique acquise

Figure 1.4 : Représentation schématique de la résistance systémique induite
par les rhizobactéries contre les microorganismes pathogénes [64].

La protection conférée via I'ISR est également peu spécifique concernant la nature
de l'agent infectieu contre lequel la phytoprotection est assurée. Etant donné la
systémicité du phénomeéne, 'état induit s’exprime dans tous les organes de la plante, des
racines aux feuilles et aux fruits. L’efficacité de 'SR induite par les rhizobactéries peut
méme contréler des infections causées par plusieurs types de nématodes comme

Globodera pallida chez la pomme de terre, Heterodera schachtii chez la betterave sucriere
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et Meloidogyne incognito sur le coton et la tomate. L'induction de la résistance systémique
peut également étre efficace pour la gestion des dégats causés par certains insectes
associés a plusieurs types de récoltes. L'ISR est donc efficace non seulement contre les
pathogénes du sol comme Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum ou Pythium
aphanidermatum, mais également contre les dommages causés par les agents
pathogénes qui ciblent les parties aériennes. Parmi ces derniers, on peut citer des agent
fongiqgues comme Alternaria brassicicola, Botrytis cinerea, Colletotrichum lagenarium; et
des bactéries : Pseudomonas syringae, Erwinia amylovora, Xanthomonas campestris. A
I'encontre de phytovirus de nombreux travaux ont montré l'implication de différentes
souches de Pseudomonas fluorescens dans l'induction de la résistance systémique
(Tableau 1.1) [163, 164, 165].

Tableau 1.1 : Exemples de rhizobactéries induisant I'ISR vis-a-vis des quelque phytovirus virus

Espece Souches Pathosystéme (plantehbte/pathogéne) References

Tomate/Cucumber mosaic virus (CMV)

P. fluorescens 89-B-61 Cucumovirus [163].
Tabac/Tobacco necrosis virus(TNV)
Tombusvirus [166, 159].
Bananier /Banana bunchy top virus

P. fluorescens CHAO (BBTV) [167].
Tabac/Tobacco mosaic virus (TMV)

P. aeruginosa 7NSK2 Tobamovirus [71].
Courge/zucchini yellow mosaic virus

P. fluorescens - (ZYMV) Potyvirus [168].

1.1.3.2 Etapes de I'expression de I'ISR

Contrairement aux réponses mises en place par la plante suite a des attaques par
les pathogénes, celles induites par des microorganismes bénéfiques sont moins connues
et beaucoup de questions concernant I'ISR restent encore posees. Néanmoins,
'expression phénotypique du phénomene de I'ISR peut étre divisée en trois étapes
principales (Figure 1.5), qui sont : (A) I'élicitation, (B) la transmission du signal, (C)

'expression des mécanismes de défense de I'h6te [169].

A. Les rhizobactéries ou PGPR interagissent avec les racines de I'héte et

produisent des éliciteurs qui sont percus par la plante. Cette perception par
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I'n6Gte est considérée comme sélective et spécifique dans le processus
d’élicitation.
B. Aprés la reconnaissance des déterminants d’élicitation, un signal est

véhiculé dans I'ensemble de la plante afin d’alerter la transmission du signal

nécessaire a la systémisation du phénomene dans la plante.

C. La mise en alerte de la plante au niveau systémique qui, dans la plupart des
cas, n'est pas accompagnée de modifications majeures de [Iactivité
transcriptionnelle avant I'attaque du pathogéne et I'expression du ou des
mécanisme(s) de défense, sensu stricto, induits permettant de limiter, voire
d'inhiber la pénétration du pathogene dans les tissus de I'héte végétal. Enfin,
lors d’une éventuelle attaque par un agent phytopathogeéne, la plante sera en
mesure de répondre plus efficacement a I'agression, lui conférant ainsi une

résistance induite par l'identification de ses fonctions physiologiques.

A. Elicitation B. Transmission du siinal C. Défenses renforcées
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Figure 1.5 : Aspect schématique de la résistance systémique induite chez les plantes par
de rhizobactéries [170].

1.1.3.3 Mécanismes d’action

L'activation des capacités défensives des plantes, sous l'effet inducteur de l'ISR,
s‘accompagne avec des modifications dans ses structures et ses activités physiologiques

et biochimiques.
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1.1.3.3.1 Modifications structurales et ultra-structurales chez I'hbte

Il est bien connu que les PGPR provoquent des modifications structurales chez la
plante, en réponse aux attaques pathogénes [171, 172, 173]. Dans le cas de I'ISR,
certaines études ont démontré [l'initiation de réactions de défense étroitement liées a
I'établissement de barrieres chimiques et/ou physiques pour empécher l'entrée des
pathogenes. Les réactions induites incluent non seulement la formation de barrieres
structurales enrichies en callose et en lignines, mais aussi 'accumulation de composés

phénoliques a potentiel antifongique direct [174].

Les barrieres structurales se forment souvent dans des zones bien délimitées entre
la membrane plasmique et la paroi végétale, aux sites de pénétration potentielle de I'agent
pathogéne [175]. Les enzymes associées a l'effet ISR participent dans le renforcement
des potentialités de défense de la plante sur le plan physique (lignification), ou sur le plan

chimique (quinones) en consolidant les barrieres de défense naturelle de la plante [176].

La restriction de I'agent pathogéne aux tissus racinaires, les plus externes, était
invariablement associée a un arsenal de défense déployé trés rapidement par la plante et
impliquant I'élaboration massive d’appositions pariétales (AP) le long des parois végétales,

et I'élaboration des papilles (P) contenant un matériel enrichi en lignine [171].

La stratégie défensive des plantes semble étre non spécifique a I'agresseur. En
effet, la plante attaquée par un virus, une bactérie ou un champignon pathogéne, active
son arsenal de défense de fagon coordonnée dans I'espace et dans le temps [16].

1.1.3.3.2 Modifications physiologiques et biochimiques

La bactérisation des plantes, par les PGPR, provoquerait des modifications
physiologiques et biochimiques chez diverses especes végétales [155]. Les Pseudomonas
spp fluorescents peuvent stimuler la production de composés biochimiques liés aux
mécanismes de défense de la plante hote [174, 177, 173]. Parmi les modifications, il est a
été noté un profond changement métabolique [178] incluant 'accumulation des protéinés
PR (Proteine Related) (protéines pathogénes - apparentées) [173, 179, 180],
'accumulation des [-1.3-glucanase, la synthese de phytoalexines [181] et d’autres

métabolites secondaires [160].
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La résistance de la plante, donc l'inhibition de I'effet délétére des pathogénes, peut
étre pergu a travers l'activité de biosynthése de protéines totales ou de certaines enzymes
spécifiques. Les résultats de dosage d'extraits de plantes, étudiées pour I'ISR, ont révélé
I'implication d’'un large panel d’enzymes notamment les peroxydases, les lipoxygénases,

la phénylalanine ammonia layse (PAL), la B1.3- glucanase et des chinases [151, 182].

1.1.3.4 Les déterminants bactériens de I'ISR

Au contraire de la SAR, les éliciteurs produits par les PGPR impliqués dans I'ISR
sont moins bien connus, mais les recherches menées ces derniéres années ont permi

d’identifier plusieurs molécules bactériennes jouant ce role [154].

1.1.3.4.1 Les composants de la surface des cellules

Les constituants pariétaux des parois cellulaires, chez les PGPR, sont considérés
comme des déterminants majeurs dans l'expression de I''SR [183, 184, 185]. Il existe
plusieurs déterminants bactériens impliqués dans I'IRS; les flagelles bactériens sont
nécessaires pour la mobilité et I'adhérence des bactéries sur les racines et par
conséquent ils sont importants pour une colonisation efficace [31]. Il a été démontré que la
flagelline (protéine du filament flagellaire) de la souche WCS358 de P. putida peut agir
comme éliciteur de résistance systémique chez Arabidobsis contre Pseudomonas.

syringae [186].

Une activité élicitrice des LPS, ou plus spécifiguement de la chaine
polysaccharidiques latérale O antigénique, a été mise en eévidence chez différentes
plantes [187, 160, 188, 189, 190, 186]. Le pouvoir éliciteur des LPS des PGPR varie avec
la plante hote; par exemple WCS 358 de P. putida est capable d’induire I'ISR via les LPS
chez plusieurs plantes, telles que le haricot, la tomate mais pas chez le radis et
Arabidopsis [186]. Leeman et al,. ([191] rapportent que les LPS des souches WCS 374 et
WCS 417 sont les déterminants majeurs de I'IRS dans les conditions ou le fer est

disponible, mais avec sa disponibilité ces composés ne sont plus impliqués.
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1.1.3.4.2 Les sidérophores

Quelgues types de sidérophores connus chez les Pseudomonas spp. fluorescents
sont capables de déclencher le processus de I'|SR chez diverses espéces végétales. Les
sidérophores, produits par les PGPR dans des conditions de carence en fer, peuvent
déclencher I'ISR chez les plantes. Les pyoverdines et la pyocheline sont des sidérophores
synthétisés typiqguement par le genre Pseudomonas pour lesquels une activité élicitrice de
I'ISR a été démontrée [192]. Par exemple, la souche WCS 358 de P. putida peut éliciter
grace a ses pseudobactines I'ISR chez Arabidopsis, le haricot, la tomate et |"eucalyptus
[147, 186, 193]. La souche mutante, qui ne produit plus la pseudobactine, a perdu sa

capacité d'induction de I'ISR chez la tomate mais pas chez le haricot [186].

Il a été mis en évidence le rble de la pyocyanine dans I'ISR chez le riz contre
Magnaporthe grisea [194]. L"étude de la souche BTP1 de P. putida a montré que ses
pyoverdines ne sont pas impliquées dans I'ISR chez le haricot [195]. Les recherches sur
cette souche ont mené a la purification d'un dérivé de la benzylamine (NABD pour
N,Ndimethyl- N-tetradecyl-N-benzylammonium), responsable en grande partie de

I"induction de I'ISR chez le haricot, le concombre et la tomate [196, 197].

1.1.3.4.3 L’ acide salicylique

Certaines souches PGPR sont capables de produire de I'acide salicylique, qui peut
étre responsable de l'induction de I'IRS chez les plantes [166, 198, 199]. L’acide
salicyligue (AS), dérivé phénolique, est considéré déja comme un signal endogéne

capable de stimuler des réactions de défense chez les plantes [200].

L’introduction de deux génes (pch A et pch B) codant pour la synthése de I'acide
salicylique chez la souche P3; de Pseudomonas fluorescens, I'a rendu capable de produire
I'AS, qui a amélioré significativement sa capacité d’induire la résistance chez le tabac
contre le TNV [159].

Certaines souches de PGPR sont capables de produire de I'acide salicylique (AS)
sous des conditions limitantes en fer, comme la souche CHAO qui produit naturellement
'AS dans de telles conditions et induit la résistance systémique chez le tabac contre le

TNV [159]. Avec le méme schéma de modification génétique, les souches WCS417r et
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WCS358r de Pseudomonas fluorescens produisent l'acide salicylique, induisent la
résistance systémique chez deux types d’arabidopsis (Arabidopsis naturel et NahG-gene
trasformed Arabidopsis) [185].

1.1.3.4.4 Les antibiotiques

Comme les sidérophores, les antibiotigues peuvent jouer un role dans
I'antagonisme microbien dans la rhizosphére, mais aussi dans la plante en stimulant sa
capacité défensive [200]. Les antibiotiques sont impliqués dans I'ISR. Ainsi, un réle dans
I"induction de I'ISR de la pyocyanine a été rapporté lors du traitement de plantes de
tomate par la souche 7NSK2 de Pseudomonas aeruginosa [202]. De méme, le 2,4-
diacetylphloroglucinol (DAPG) produit par les souches CHAO et Q2-87 de Pseudomonas
fluorescens est essentiel pour induire des réactions de défense chez Arabidopsis et chez
la tomate [202, 203, 204, 205].

1.1.3.5 Réactions comparatives entre ISR et SAR

1.1.3.5.1 Accumulation des protéines de défense (PRS)

Pour certains auteurs I'ISR n’est pas obligatoirement associée avec les protéines
PR [206, 207]. Par exemple, I'ISR induite par la souche Pfl de P. fluorescens chez le riz
et le thé a été associée avec |I"accumulation de certaines enzymes de défense, telles que
la peroxidase, la polyphenol oxydase, la chitinase et la B- 1,3-glucanases qui peuvent
inhiber la croissance des champignons pathogenes [208, 209]. Ces composés peuvent
intervenir en qualité d’eliciteurs, individuellement ou en synergie, a I'exemple de D-1.3-
glucanese et les proteines PR (proteins related) [210]. Hynes et Lazorovits [211] ont
montré une augmentation des protéines “PR” dans les feuilles du haricot suite a un

traitement des semences par Pseudomonas fluorescens.

Maurhofer et al. [166] ont rapporté que I'IRS induite par la souche CHAO contre le
virus (TNV) chez le tabac, résulte de l'accumulation des protéines PR, de [B-1.3

glucanases et des endochitinases.
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1.1.3.5.2 Accumulation de phytoalexines

L"accumulation de phytoalexines antimicrobiennes a été largement décrite dans le
cas de la SAR chez beaucoup d’especes veégétales; elles sont définies comme des
composeés antifongiques et/ou antibiotiques de faible poids moléculaire, synthétisées chez
les plantes lors des stress biotiques ou abiotiques [212, 213, 214, 215, 216]. Dans le cas
de I'ISR, I"'accumulation de phytoalexines dans les plantes traitées par les PGPR, en tant
que mécanisme de défense est encore peu connue. Cependant, certains exemples
d"accumulations de phytoalexines ou des enzymes hydrolytiques sont de temps en temps
rapportés chez différentes plantes [217, 218, 219, 208].

Les différents types de phytoalexines produits sont en fonction de I"activation de
certaines enzymes issues de voies métaboliques distinctes. Les études biochimiques,
examinant les plantes résistantes aux maladies, ont indiqué dans certains cas des
activités accrues pour les principales enzymes biosynthétiques impliquées dans la
production des composés phénoliques, comprenant la phénylalanine ammonia lyase
(PAL) [220, 221], la phénol-B-glucosidase [222], la chalcone synthase et la chalcone

isomérase [223].

1.1.3.5.3 Stimulation de la voie de lipoxygénase (LOX)

La voie métabolique de la LOX est constituée d'une suite de réactions qui
transforment des acides gras polyinsaturés en un large spectre de composés aux
fonctions chimiques et biologiques diverses, regroupés sous le terme d oxylipines. Ces
molécules peuvent étre impliqguées dans les stratégies de résistance des plantes [224,
225]. Cette voie peut étre stimulée sous différentes conditions de stress, telles que des
dommages mécaniques [226], en réponse au traitement avec I'AS [227], le méthyle
jasmonate (MJ) [228] ou certains éliciteurs biotiques [229], tels que les organismes
pathogenes [230]. Les lipoxygénases végétales peuvent étre impliquées dans la
croissance et le développement. La biosyntheése des molécules de contrble, telles que
I'acide jasmonique (AJ) et la traumatine, la biosynthese des composés volatiles comme
I'hexanal et I’hexenol sont impliquées dans l'attraction d'insecte, la défense et la réponse
aux blessures et aux stress [224, 231, 232, 225].
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Aussi, il a été suggéré que la transmission du signal de I'ISR dépend de la
stimulation de la voie de lipoxygénase dans la plante et surtout de I'AJ produit par la voie
des oxilipines [232, 233, 234].

1.1.3.5.4 Le « priming » ou « mise en alerte » chez les plantes

Généralement, dans la plante les réponses des défenses cellulaires impliquées
dans la résistance induite peuvent ne pas étre activées directement, mais seulement
mises en alerte pour augmenter leur expression lors de l'infection subséquente par un
agent pathogéne [235, 236, 237, 238].

Dans le contexte des réactions de défense systémiques, linteraction avec le
microorganisme inducteur ne mene pas toujours directement au renforcement de la
défense du végétal. Durant ces derniéres années, un concept basé sur la mise en alerte
des plantes ou potentialisation (priming) semble t-il acceptée [239]. Ce phénoméne
dénommé « priming » a été démontré dans différentes especes de plantes dans le cadre
de la résistance contre les pathogéenes (SAR et ISR), les insectes et les stress abiotiques
[235, 236, 237, 238]. Cet état induit n’est pas trés perceptible du point de vue moléculaire,
tant que l'agression par le pathogene n’est pas ressentie; il permet cependant a I'héte
végétal de mettre en place de maniére plus rapide et plus structurée les différents
mécanismes de défenses et ainsi de répondre de maniere plus efficace a une éventuelle
agression par des pathogenes ou des insectes mais aussi a divers stress abiotiques [239].
Ce mécanisme permet a la plante de se «préparer» a une infection future sans pour
autant engendrer des ressources métaboliques et énergétiques (au détriment des
processus cellulaires fondamentaux) alors qu’aucune agression ne doit encore étre
combattue [240].

Ce phénomeéne de mise en alerte des réponses de défense n’est pas seulement
confiné a la SAR, mais il a été également démontré dans I'ISR stimulée par les PGPR. Le
priming a été rapporté pour la premiere fois chez [oeillet traité par Pseudomonas
fluorescens WCS417r chez lequel 'accumulation de phytoalexines n’est exprimée
qgu apres l'infection par Fusarium oxysprum f. sp. danthi [217]. De plus, il a été démontré
en utilisant des mutants au niveau des principaux genes de I'ISR, tels que jarl-1 et nprl-1
et I'étudié de la capacité des plantes mutantes a convertir ’ACC en éthylene apres

traitement des racines d"Arabidobsis par la souche WCS417r de P. fluorescens. Il a été
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trouvé que cette bactérie a amorcé les plants pour produire plus d"éthylene juste apres
I'infection par le pathogene P. syringae pv. tomato [241]. Egalement |'expression des
genes de défense est induite localement dans les racines colonisées par la souche
WCS417r de P. fluorescens, mais elle n"est amorcée systémiquement dans les tissus de

feuilles qu aprés I'infection par un agent pathogéne [242].

1.1.3.5.5 Voies de transduction ISR et SAR

Les différents types de résistance systémique induite (ISR) ou acquise (SAR), selon
la synthése des travaux de Van Loon et al., [243] suggérent linitiation par des voies de
transduction similaires en partie dans les aspects de perception et différentes dans

I'activation des séquences génétiques codantes (Figure 1.6).

La reconnaissance de protéines d’avirulence et éventuellement de PAMPs
(Pathogen associated molecular patterns), provoque une réponse hypersensible (HR) au
niveau du site d’infection; un signal est ensuite transmis a 'ensemble de la plante via une
voie dépendante de l'acide salicylique (AS). Ce dernier activerait la protéine SABP2 (SA-
binding protein) et provoquerait une modification du potentiel redox dans le cytoplasme. La
protéine  NPR1 (Non-expressor Pathogenesis-Related Genes) subirait alors un
changement de conformation. Des oligomeres de NPR1 migreraient dans le noyau ou ils
s’associeraient avec le facteur de transcription TGA pour initier la transcription des génes
de défense. Dans le cas de I'ISR induite par des rhizobactéries non pathogénes, la
reconnaissance des éliciteurs activerait dans la plupart des cas une voie de transduction
dépendante de la sensibilité a I'acide jasmonique (AJ) et a I'éthyléne (ET). Celle-ci a été
mise en évidence via l'étude de mutants (jar1- et etrl-) qui sont respectivement
insensibles au jasmonate et a I'éthyléne et incapables de développer I'ISR. La voie de
signalisation de L’ISR converge vers celle de la SAR au niveau de la protéine NPR1,
eégalement indispensable pour le développement de I'lSR et aboutirait a une mise en alerte

de la plante "priming"” [243].



33

SAR ISR
Agent pathogéne Ehizobactérie
4 L
-~
Protéines At / PAMPs Perception des eliciteurs

| .
7 B

JA ——>» Sensibilité a JA

v
Eeéponse hypersensible :
efrd
l Sensibilité a
ET ——»
3 .. I'éthyléns
Signal systémigue -
de 1a SAR ¥
Signal systémicque
de I'TSE
AS V———  NahG i
SABP2
MModification du - ’
potentiel 1'Ed§ e .
NPE1
e T

o P
l J

Activation des génes de Mise en Alerte de

défense (protéines FE) la plante

Figure 1.6: Modele proposé des voies de transduction impliquées dans la résistance systémique
induite par un pathogéne (SAR) et une rhizobactérie bénéfique (ISR) [243].
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CHAPITRE 2
GENERALITES SUR LA POMME DE TERRE

2.1 Importance de la pomme de terre

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) est une plante annuelle, originaire
d’Amérique du Sud, cultivée depuis huit mille ans déja. Arrivée en Europe grace aux
Espagnols au XVIéme siecle, elle a rapidement gagné le reste du globe, grace a sa valeur
nutritive, sa richesse en glucides, en potassium, en fer, en protéines, en fibres, en
phosphore et en vitamines B1, B6 et C, avec une combinaison d’acides aminés
parfaitement adaptée aux besoins de 'homme. Les deux tiers de la production est
consommee fraiche, congelée (frites) ou déshydratée, et entre 5 a 15 % de la récolte est
plantée la saison suivante. Le reste sert a nourrir les animaux domestiques, a fabriquer
des colles, des emballages et des enrobages de médicaments. Les déchets sont

récupérés et transformés en éthanol [1].

Ces derniéres années, les superficies cultivées en pomme de terre, a travers le
monde, ont enregistré des évolutions trés remarquables pour atteindre plus de 19 millions
d'hectares récoltables, assurant une production durant l'année 2007 de plus de
321 millions de tonnes, soit un rendement théorique de 16,64 t/ha [1]. La maitrise des
techniques de conduite de cette culture, et le recours aux moyens de production
modernisés font que les rendements sont tres hétérogénes entre les pays producteurs; a
titre d'exemple en Amérique du Nord le rendement moyen est de 36,79 t/ha, alors qu'il est
del10,86 t/ha en Afrique et de 15,69 t/ha en Asie (Tableau 2.3).

La production mondiale a évolué entre 1991 et 2007 avec une proportion de plus de
26,51%. Durant cette période nous notons la régression du volume produit en pays
développés et une nette progression dans les pays en voie de développement (Tableau
2.1, Figure 2.1). Donc, la production et la demande de pomme de terre ont enregistré une
forte croissance en Asie, en Afrique et en Amérique Latine ou la production est passée de
moins de 30 millions de tonnes, au début des années 60, a 165 millions de tonne en 2007
(Tableau 2.3). A partir de 2005, le volume de production des pays en voie de

développement a surpassé celui des pays développés, grace a la Chine considérée
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comme le premier pays producteur de pomme de terre dans le monde avec

approximativement un tiers de la production mondiale (Tableau 2.2).

Tableau 2.1: Production mondiale en pommes de terre 1991-2007 (millions de tonnes) [1].

1991 1993 1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007

Pays développés 183,13 199,31 177,47 174,63 165,93 166,94 160,97 159,99 155,56

Pays en

développement 84,86 101,95 108,50 128,72 135,15 145,92 152,11 160,12 165,15

MONDE 267,99 301,27 285,97 303,36 301,08 312,86 313,09 320,11 320,71
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Figure 2.1: Production mondiale de pommes de terre (1991-2007) [1].



Tableau 2.2: Principaux pays producteurs de pommes de terre (2006-2007) [1],
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Quantité (t), 2007

kg/habitant, 2006

1. EChine 72 000 000 1. Bélarus 835,6
2. mFéd. de Russie 36 784 200 2. =Pays-Bas 415,1
3. =Inde 26 280 000 3. ™ Ukraine 414.8
4, ™ Ukraine 19 102 300 4, 2=Danemark 291,1
5. =Etats-Unis 17 653 920 5. =Lettonie 286,0
6. =Allemagne 11 604 500 6. smPologne 271,5
7. =mPologne 11 221 100 7. 1EBelgique 267,4
8. Bélarus 8 744 000 8. mmLituanie 261,2
9. —Pays-Bas 7 200 000 9. mmFéd. de Russie 259,0
10. K BFrance 6 271 000 10. EXKirghizistan 2194
Tableau 2.3: Production de pommes de terre, par région (2007) [1].
Surface récoltée Quantité Rendement
hectares tonnes tonnes/hectare
Afrique 1502 695 16 323 530 10,86
Asie et Oceanie 8 744 049 137 226 926 15,69
Europe 7 492 010 129 395 767 17,27
Amérique latine 971 935 16 124 302 16,58
Ameérique du Nord 614 972 22 625 958 36,79
MONDE 19 325 661 321 696 483 16,64

Selon les statistiques publiées par la FAO [1], la production mondiale en pomme de

terre a dépassé le seuil de 218 millions de tonnes, assurant ainsi un niveau de

consommation théorique de l'ordre de 33,68 Kg/habitant. En se basant sur la densité

populationnelle et le potentiel productif de chaque région, le niveau de consommation

annuelle par habitant devient trés disparate. Ainsi, I'européen consomme plus de pomme

de terre avec une moyenne de 96,15 Kg/habitant, suivi des habitants de I'Amérique du

Nord (57,94 Kg/habitant), ceux de I'Amérique latine, de I'Asie et de I'Océanie avec une

moyenne variant de 23 a 26 Kg/habitant et enfin les africains avec seulement
14,18 Kg/habitant (Tableau 2.2).
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Tableau 2.4: Consommation de pommes de terre, par région (2005) [1].

Population Consommation
Total denrées alimentaires (t) kg/habitant
Afrique 905 937 000 12 850 000 14,18
Asie et Oceanie 3938 469 000 101 756 000 25,83
Europe 739 276 000 71 087 000 96,15
Ameérique latine 561 344 000 13 280 000 23,65
Amérique du Nord 330 608 000 19 156 000 57,94
MONDE 6 475 634 000 218 129 000 33,68

2.2 Production de

plants

En principe,
champ [244]: (i) pa

Il'y a trois méthodes possibles pour multiplier la pomme de terre au
r semis de graines, (ii) par boutures de tiges et (iii) par plantation de

tubercules. Seule cette derniere technique est utilisée dans la pratique courante de la

production des plants.

(i)

(i)

(iii)

Le tubercule

L'utilisation de graines, dont chacune est génétiquement différente de
l'autre, entraine une hétérogénéité entre les plants et une récolte de
tubercules disparates incompatible avec les exigences du marché. De
plus, la levée donne souvent des tiges gréles avec un allongement du

cycle végétatif (3 a 5 semaines en plus).

La plantation de boutures de tiges est théoriguement possible en plein

champ, mais sa réalisation complexe la rend inexploitable et colteuse.

Le tubercule n'est pas seulement un organe de réserve, c'est aussi un
organe de multiplication végétative. Le tubercule est capable de se
conserver dans et hors du sol, de bourgeonner en germes et

d'engendrer des cultures vigoureuses et homogeénes.

est un milieu trés favorable au maintien et au développement des

organismes parasites, virus, bactéries et champignons qui sont ainsi transmis a la

descendance; les virus restent les organismes les plus difficiles a combattre. La plupart,

en effet, ne provoque pas de symptdmes sur les tubercules et ne permettent donc pas le

tri-préalable des semences: ils circulent dans la seve et se multiplient dans le feuillage en

provoquant des déformations (mosaique, frisolée, enroulement... etc) et la contamination

des plantes saines

[244].



38

Les techniques modernes de production de pommes de terre "de semences" sont
mises a contribution pour accroitre les volumes, dans le but de satisfaire la demande de
plus en plus grandissante en semences et en plants en utilisant des vitroplants, des
microtubercules, des minitubercules, des tubercules ainsi que la culture en hydroponie
[245].

En comparaison avec le schéma classique de production, la sélection généalogique
classique, les techniques in vitro assurent des avantages notables en termes de gains de
temps et dans le volume de production. En effet, dans le cas des minitubercules et de la
vitrocultures les périodes nécessaires pour l'obtention de plants certifiés de classes "A" et
"B" sont respectivement de 6 et 7 ans, alors que classiqguement cette période est de 11 a
12 ans (Figure 2.2). En outre, les gains dans les quantités sont incomparables, en raison

des espaces réduits sollicités par les techniques de vitrocultures par rapport au champ.

2.2.1 Sélection sanitaire

La sélection sanitaire, dont le but est de maintenir les maladies a un seuil tel que
défini par les normes phytosanitaires, peut donc s'exprimer trés simplement a partir d'un
matériel sain et le maintenir en I'état. La production du matériel de départ, par la
production in vitro de boutures, permettra d'augmenter le taux de multiplication avec un
minimum de risques de contamination. Les boutures sont issues des apex de germes de
tubercules indexés et testés; elles sont d'abord cultivées sur milieu gélosé enrichi en
éléments minéraux puis sont multipliées pour produire la génération de tubercules" B0O"
[244, 246], en faisant intervenir d'une part des éléments d'aseptie et d'autre part en
impliquant la mise en place d'un environnement parfaitement controlé [247]. Cette vitro-
multiplication se poursuit jusqu'a obtenir le nombre désiré de boutures. Le dernier
repiquage s'effectue hors des tubes, d'abord dans un substrat horticole, pour I'élevage en
serre et la replantation sous abri insect-proof. Les plantes ainsi obtenues donnent la
génération de tubercules "B1" (Figure 2.3) [244, 245]. La multiplication in vitro offre une
autre possibilité, celle de faire tubériser directement les plantules en tubes ou dans
d'autres types de conteneurs; on obtient ainsi des microtubercules, appelés aussi
vitrotubercules. Ces derniers comme les autres tubercules sont le siege d'une dormance

d'une durée, généralement, de six mois avant leur utilisation [244, 248].
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vitroculture[245].
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La vérification de I'état sanitaire, avant certification, permet de s'assurer du bon état
sanitaire des lots aux différents stades de la multiplication et de ne conserver que les

meilleurs "sains et de bonne vigueur” pour la replantation; elle se fait a deux niveaux [249]:

1. Au champ, des notations sont effectuées, par des techniciens spécialisés, a
raison de trois au minimum pour les plants de base et de deux pour la classe
"A". L'état sanitaire de la parcelle ainsi contrblée permettra, en cas de
dépassement des nomes fixés par la législation, de déclasser le matériel

inspecté (Appendice B).

2. Les notations doivent étre complétées éventuellement par des tests de

laboratoire et en préculture.

L’estimation des taux d'infection de viroses se réalise soit visuellement pour le cas
des plants certifiés, soit au laboratoire par des test DAS-ELISA particulierement pour les
six virus (PLRV, PVY, PVA, PVS, PVX et PVM) pour les plants de pré-base; et pour trois
virus (PLRV, PVY, PVX) chez les plants de base. Ceci n'exclut pas d'effectuer des
contrbles a la demande, pour des variétés a faibles symptémes ou pour des besoins
spécifiques [250, 249, 251].

2.2.2 Production de plants en Algérie

La multiplication de semences de pomme de terre en Algérie se réalise
généralement selon la méthode traditionnelle, c'est-a-dire par tubercules de base Super-
Elite "SE", importés afin de produire des plants de classe élite "E" et certifiés (classes "A"
et "B"). Parmi les taches assignées a la societé SAGRODEV-SPA, situé a Guellal (Sétif),
est d'améliorer ce schéma classique en introduisant dans le cycle de production des

semences pré-base, obtenues par vitropropagation selon cing étapes :
e La premiére étape consiste en la production au laboratoire de vitro-plants,

e La deuxieme étape se limite a la production sous serre « insect proof» de

minitubercules,

e Quant aux trois autres étapes suivantes, elles se réalésent au champ, par
multiplications successives a partir de mini-tubercules pour obtenir des
semences de classe super-€élite "SE", de classe élite "E" et de classe "A".

Il est & noter que parfois il y a lieu de production de plans de classe "B".
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De plus, avec la création du CNCC (Centre National de Controle et de Certification)
situé a El-Harrach (Alger), le schéma a été standardisé avec l'interdiction des recyclages,
en exigeant des inspections périodiques des plantations au champ, linspection des
tubercules apres la récolte, I'évaluation diagnostique de I'état sanitaire des tubercules,

ainsi que l'octroi de certificat pour chaque classe.

MATERIEL DE DEPART FO

1 ou plusieurs tubercule(s) reconnufs) sain(s) - [Identité variétale, Virus, Bactérie, ...]

T e

Boutures de noeuds de germes Prélevement de méristenmes

~

Régénération de plantules in vitro

Multiplication conforme

CAM < Z -

Vitrotubercules F1 <#—— Vitroplantules F1 — Vitrotubercules F1
(Cal 5/10 mm) (Cal 5/10 mm)

Acclimatation in vivo

g

Minitubercules F2

S

CHAMP

QO i, i

- Base (3 ans) S-SE-E

‘ - Pré-base (3a5ans) F2ouF3aF7
- Certifiés (2 ans) AetB

Figure 2.3: Possibilités de production in vitro de la pomme de terre [245].
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2.2.3 Maladies et ravageurs de la pomme de terre

La pomme de terre est un hdte convoité par divers pathogénes (Tableau 2.5) et
ravageurs (Tableau 2.6) qui affectent toutes les parties de la plante et causant des
réductions qualitatives et quantitatives sur les rendements. Ce cortege de
phytopathogenes, de diverses catégories: virus, viroides, bactéries et champignons, peut
causer des affections sur toute ou des parties de la plante ; de plus, diverses maladies

peuvent apparaitre ou continuer a se développer sur les tubercules pendant leur
conservation [252, 253].

Les virus sont parmi les pathogenes majeurs des plantes cultivées; en raison de
leur dépendance des cellules hotes, il est difficile de les détruire sans courir le risque
d'endommager les plantes hotes. Les moyens de lutte sont donc essentiellement
préventifs: sélection sanitaire de semences, utilisation de variétés résistantes,
assainissement de plantes infectées par thermothérapie ou culture de méristemes.
Certains génotypes possedent des géenes de résistances vis a vis de certains virus, mais
ces caracteres sont extrémement longs a étre introduits dans d'autres lignées par les

voies classiques de croisement et d'hybridation.

La pomme de terre peut étre attaquée par un nombre important de virus, environ 40
virus virulents [254], plus on trouve ceux qui causent des maladies dites de
dégénérescence: le virus de I'enroulement, le virus Y, le virus X, Le virus A, les virus
latents S et M [256]. Parmi ces virus, le PVY et le PLRV sont considérés économiquement
plus dommageables que les autres. Notre étude se concentre plus sur le PVY, objet de

notre expérimentation dans I'essai de l'induction de la résistance systémique (ISR).

2.2.3.1 Virus Y de la pomme de terre (Potato Virus Y)

Le virus Y de la pomme de terre (PVY) est I'organisme typique du groupe potyvirus
et la famille des Potyviridae. Les potyvirus forment le groupe le plus important, ils
représentent environ le tiers des phytovirus et sont capables d'infecter plus de 30 familles
de plantes [256, 257].
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Tableau 2.5: Source des maladies de la pomme de terre et leur source de résistance [253]

Pathogénes

Source de résistance

Virus
Alfalfa mosaic virus (AMV)

Andean potato latent virus

Cucumber mosaic virus
(CMV)
Henbane mosaic virus

Potato leaf roll virus (PLRV)

Potato virus A (PVA)
Potato virus M (PVM)
Potato virus S (PVS)
Potato virus V (PVV)
Potato virus X (PVX)

Potato virus Y (PVY)

Potato-yellowing virus
Tobacco etch virus

Solanum palustre
S. palustre
Solanum fernandezianum, Solanum stoloniferum

S. stoloniferum

Solanum chacoense, S. fernandezianum, S. palustre,Solanum
sparsipilum, Solanum spegazzinii

Solanum polyadenium

S. palustre, S. sparsipilum
S. palustre

Solanum maglia

Solanum acaule, Solanum commersonii, Solanum
lesteri, Solanum marinasense, Solanum
oplocense, S. palustre, S. sparsipilum

S. acaule, Solanum achacachense, Solanum acroscopicum,
Solanum ambosinum, Solanum arnezii, S. chacoense, Solanum
doddsii, S.fernandezianum, Solanum megistacrolobum, S.
palustre, S. polyadenium, Solanum polytrichon, S. sparsipilum,
S. stoloniferum, Solanum sucrense, Solanum tarnii, Solanum
trifidum

S. palustre

S. commersonii

Bacteries
Clavibacter michiganensis

Erwinia carotovora/
Erwinia chrysanthemi

Streptomyces

S. acaule, Solanum phureja, Solanum sanctae-rosae, Solanum
stenotomum, Solanum verrucosum

Solanum bukasovii, Solanum bulbocastanum, Solanum
circaeifolium, Solanum demissum, S.marinasense, S. phureja,
S. stoloniferum, S. Tarijense

scabies Solanum boliviense, S. bukasovii, Solanum canasense,
Solanum multidissectum

champignons
Fusarium sambucinum

Helminthosporium solani

Verticillium albo-atrum
Verticillium dahliae

Oomycete
Phytophthora infestans

S. boliviense, Solanum fendleri, Solanum gandarillasii, Solanum
gourlayi, Solanum kurtzianum, Solanum microdontum, S.
oplocense, S. sanctae-rosae, Solanum vidaurrei

Solanum albicans, S. chacoense, S. demissum, S.
oplocense, Solanum oxycarpum, S. stoloniferum
S. chacoense

Solanum berthaultii, S. chacoense, S. commersonii,S. phureja,
Solanum raphanifolium, S.sparsipilum, S. tarijense

S. ambosinum, S. berthaultii, Solanum brachycarpum, S.
bulbocastanum, Solanum cardiophyllum, S. chacoense,
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Tableau 2.6: Source des ravageurs de la pomme de terre et leur source de résistance [253]

Ravageurs Source de résistance

Nématodes

Globodera pallida S. acaule, Solanum brevicaule, S. sparsipilum

Meloidogyne arenaria S. chacoense

Meloidogyne chitwoodi S. acaule, Solanum andreanum, S. boliviense,
S. bulbocastanum, S. fendleri, Solanum hougasii

Meloidogyne hapla S. bulbocastanum, S. chacoense

Meloidogyne incognita S. chacoense

Meloidogyne javanica S. chacoense, S. commersonii, S. tarijense

Insectes

Empoasca fabae S. berthaultii

Leptinotarsa decemlineata S. berthaultii, S. chacoense, S. circaeifolium,Solanum
jamesii, Solanum neocardenasii,Solanum okadae, S.
oplocense, S. pinnatisectum,
S. polyadenium, S. tarijense, S. trifidum

Myzus persicae S. berthaultii, S. bukasovii, S. bulbocastanum,Solanum
chiguidenum, Solanum chomatophilum,S. circaeifolium,
Solanum etuberosum, S. trifidum

Phthorimaea operculella S. berthaultii

Thrips palmi S. chacoense

2.2.3.1.1 Structure génomique des potyvirus

Les potyvirus ont une structure filamenteuse non-enveloppée de 680 a 900 nm de
long et de 11 & 15 nm de large (Figure 2.4 A) [258, 259, 260]. Le génome viral est
constitué d'un ARN simple brin sens, d'une longueur approximative de 10 kb, qui possede
a son extrémité 3' une terminaison poly A et se lie a l'extrémité 5' & une protéine virale
appelée VPg "Viral Protein genrae- linked" (Figure 2.4 B). L'ARN viral code pour une
polyprotéine maturée en 10 protéines fonctionnelles impliquées dans les difféerentes
étapes du cycle infectieux (Figure 2.4 C): clivage de la polyprotéine, réplication du génome
viral, mouvement de cellule-a-cellule, mouvement longue distance, transmission par
pucerons et inhibition du « RNA silencing », etc... [256]. L'ARN des potyvirus, comme celui
des autres phytovirus de type Picorna associés (népovirus et comovirus), est traduit en un
polypeptide qui est ensuite maturé par clivage protéolytique pour exprimer les protéines
virales [259].
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Figure 2.4 : Structure du génome viral des potyvirus [256].

2.2.3.1.2 Variabilité des souches de PVY

Le PVY est lI'un des pathogenes les plus importants des plantes du point de vue
économique [261, 256, 262], car il parasite de nombreuses solanacées d'intérét
agronomique, comme le tabac, la tomate, le poivron et en particulier la pomme de terre
[263, 264]. Chez cette derniére, les rendements peuvent étre diminués de 10 a 80 % selon
la souche virale, le cultivar et la période d'infection. Une infection précoce du tabac peut
induire une perte de rendement d'environ 30 %. La maladie des nécroses des nervures,
causée par la souche N sur certaines variétés de tabac, peut entrainer une perte totale de
la récolte en cette plante. [265].

Selon I'héte, l'origine de leur isolement, les isolats de PVY se classent en quatre
souches différentes, correspondant aux souches de pomme de terre, de piment, de tabac

ou de tomate. Au sein de la souche de pomme de terre, les isolats se caractérisent sur la
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base de leurs propriétés biologiques (symptémes et réponses a différentes sources de
résistance). Cette caractérisation a permis de définir différents groupes de souches de ce
virus. Ainsi, trois groupes chez la pomme de terre ont été identifiés, qui sont définis par le
caractere systémique ou local des symptdbmes induits sur Nicotiana tabacum et sur

Solanum tuberosum:

e PVY? (0=0ld) [266]: Les isolats PVY® induisent seulement des symptémes de
marbrure et de mosaique sur tabac, une mosaique légére a grave et une

chute des feuilles sur pomme de terre [267, 268].

e PVY® (stipple-streak strains: Souches & stries nécrotiques en pointillés)
[263]. Les isolats PVY® induisent des symptdmes de stries nécrotiques sur
certains cultivars de pomme de terre [2, 270].

e PVY" (n=new ou necrotic) [271]: Les isolats du groupe PVY" induisent une
nécrose des nervures sur les feuilles de N. tabacum cv. xanthi et une tres
légére marbrure, avec rarement des feuilles nécrotiques sur pomme de terre
[272].

Les isolats PVYN et PVY? sont responsables dimportantes pertes allant jusqu'a
40-70 % dans le cas des pommes de terre. Ainsi, la détection et l'identification efficace
des isolats nécrotiques de PVY et non nécrotiques dans les cultures de pomme de terre

constituent un probleme majeur pour les producteurs [273].

La caractérisation des isolats de PVY issus de pomme de terre, tout d'abord,
repose sur des tests biologiques; cependant, une telle approche prend a la fois du temps
et de I'espace et n'est pas facilement adaptable que ce soit pour un diagnostic rapide ou
pour un test a grande échelle. Pour répondre a des finalités d'un test fiable et rapide, des
tests immuno-enzymatigues en sandwich a double ou triple anticorps (DAS- ou TAS-
ELISA), utilisant des anticorps polyclonaux et/ou monoclonaux s'averent plus que
nécessaire [274, 275, 277, 278, 279]. D'autres approches peuvent étre sollicitées, telles

gue l'approche immuno-microscopie électronique [280] ou par agglutination au latex [281].

Globalement, aucun de ces tests ne s'est avéré capable de discriminer les isolats
pouvant ou non d'induire des nécroses [283, 283, 284]. L'émergence de nouveaux
variants de PVY", incluant les isolats PVYN™ (NTN pour new tuber necrosis : nécrose en
tache annulaire sur tubercule) [285, 286, 287] et les isolats PVYN-W [288] a mis en défaut

les limites sérologiques disponibles. En effet, les anticorps monoclonaux et/ou polyclonaux
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spécifiques de PVY placent les isolats PVY"N-W (N=new ou necrotic) dans le groupe PVY°.
A la différence d'autres groupes de souches, la souche "NTN" peut constituer un probléme
important dans certaines régions dans la mesure ou elle déprécie fortement I'aspect des
tubercules commercialisés. De plus, les outils sérologiques ne sont pas en mesure de

faire la distinction entre les isolats PVYN™ et les isolats PVY™ [289].

En complément des outils sérologiques décrit ci-dessus, des tests moléculaires ont
été développés par différentes équipes, mais qui ne sont pas en mesure de caractériser
précisément les isolats de PVY inducteurs de nécroses. Pour résoudre ce probleme, des
outils moléculaires plus rapides, fiables et plus spécifique pour la détection de ce type de
virus ont été développés. En d'autres termes, l'invention apporte un test permettant une
telle discrimination entre les différents isolats et plus particulierement une détection tres
sensible des PVY, selon leurs différentes propriétés biologiques (par exemple, nécrose
(YN) ou marbrure (Y%) liées aux propriétés biologiques réelles utilisées dans la
classification du PVY [290].

Le diagnostic dans de telles situations fait appel aux technigues génomiques
directes, utilisant les produits d'amplification par PCR (Plymerase Chain Reaction) et la

recherche d'éventuels marqueurs moléculaires associés directement a la virulence.

2.2.3.1.3 Transmission et stratéges de lutte

La transmission de PVY, comme les autres potyvirus, se réalise souvent par les
pucerons (Myzus persicae...etc) selon le mode non-persistant. [291]. L'infection provoque
des anomalies de coloration des feuilles (mosaiques, jaunissement des nervures), des
déformations foliaires (frisolées), des nécroses nervaires pouvant conduire a la nécrose de
la plante entiére; et donc a une réduction importante de la taille de la plante malade et une

perte de productivité (Figure 2.5).

Le virus PVY peut induire sur les tubercules de certaines variétés des nécrosés
internes ou externes qui apparaissent au moment de la récolte, ou en cours de
conservation (Figure 2.5) [292]. Les fleurs, les graines et les fruits sont aussi affectés par
de nombreux potyvirus, ce qui a pour conséquence une réduction de leur fertilité et leur

implication dans la transmission.
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En fait, les réactions dépendant du type de souche virales de la variété, du
caractére de l'attaque primaire ou secondaire de l'infection, ainsi que des conditions de
I'environnement [252]. Le virus peut simplement se transmettre via la descendance d’'une
plante infectée (transmission verticale); ainsi les tubercules récoltés sur un plant infecté
par PVY sont généralement tous contamines; une fois replantés la nouvelle plante sera
porteuse de l'infection. Ce mode de dissémination est efficacement combattu par la mise
en place de systemes de production de semences ou de plants strictement controlés,
dans lesquels I'élimination de lots des plants porteurs d’une infection dépassant les
normes admises constitue une regle de base [244]. La seconde stratégie de dissémination
par vection est celle ou le virus passe d’'une plante a l'autre grace a des vecteurs

(transmission dite horizontale) [293].

1, 2- Strie nécrotique noiratre sur la face inférieure des folioles;
3- feuilles cassante; 4- Frisolée; 5-Mosaique; 6-Nécroses sur tubercule.

Figure 2.5 : Symptémes de virus Y de la pomme de terre (PVY) [249].

La lutte contre ce second type de dissémination repose essentiellement sur la mise
en ceuvre de techniques ou pratiques culturales visant a empécher la réalisation de ce

transfert. Il s’agira de supprimer ou de limiter les sources de virus grace a la plantation de
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lots de tubercules sains dans un environnement ou elles sont absentes ou de les éliminer,
grace a des épurations, réalisées précocement dés la levée des cultures. Il s’agira
également d’'implanter les parcelles de multiplication dans des régions ou les vecteurs ne
sont pas nombreux ou de les éliminer par I'emploi de substances actives. L’utilisation
combinée de ces techniques permet généralement 'obtention de lots de plants possédant

une qualité virologique satisfaisante.

Contrairement aux infections fongiques ou bactériennes, ou les moyens de lutte
sont directs, contre les virus, ils sont quasiment inexistants. L'élimination et la sélection de
cultivars résistants aux virus, les plus fréquents dans la zone de culture, restent les
stratégies les plus préconisées. En raison de l'internationalisation du marché semencier, il
est de plus en plus indispensable pour les sélectionneurs de créer des variétés multi-

résistantes [294].
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CHAPITRE 3
MATERIELS ET METHODES

3.1 Présentation des expérimentations

Les expérimentations ont été réalisées en trois étapes indépendantes, pour la mise
en évidence des effets bénéfiques de souches de Pseudomonas fluorescens associées a

la biotisation de la pomme de terre:
1) Essais de phytostimulation de vitroplants,
2) Essais de phytostimulation de plants issus de tubercules,

3) Induction de la résistance systémique chez des plants de pomme de terre
vis-a-vis du PVY (Potato virus Y).

3.2 lIsolats bactériens

Les souches bactériennes de Pseudomonas fluorescens utilisées dans notre
travail, font partie de la collection microbienne du laboratoire de phytopathologie
(Département d'Agronomie, Université Saad Dahlab — Blida). Ces souches ont été isolées
a partir de rhizospheres de quelques arbres fruitiers a noyaux, du palmier dattier et du
tabac (Tableau 3.1). La souche CHAO est utilisée a titre de souche de référence
internationale [129, 295].

La pureté des souches bactériennes a été vérifiée sur le milieu B de King [296]

(Appendice C) et conservées a 4°C.
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Tableau 3.1 : Origine des souches de Pseudomonas fluorescens.

Souches de
Pseudomonas Origine
fluorescens végétale

Origine
géographique

Année
d’isolement Observations

Rhizosphére
de

P64 ['abricotier

Rhizosphére
du palmier

S20 dattier

Rhizosphére
CHAO du tabac

(Mitidja - Blida)

Ghardaia
(Algérie)

Suisse

Collection microbienne du
laboratoire de phytopathologie

1996 de I'université de Blida.
Collection microbienne du

2001 laboratoire de phytopathologie
de l'université de Blida.
Envoi du Pr.K. Keel

1986 laboratoire de phytomédecine,

Zurich, Suisse).

3.3 Essais de phytostimulation de vitroplants

3.3.1 Obtention de vitroplants

Apres lavage a l'eau courante et leur désinfection par trempage dans une solution

d’hypochlorite de sodium (6°) pendant 20 min suivi d'un rincage, les tubercules séchées

ont été mis en prégermination a 20°C. A partir de tubercules prégermés, des apex de

germes de 2-3 mm ont été découpés aseptiquement et désinfectés avec la solution de

Javex (5 ml de I'eau de Javel + 2 ml de tween 20). Apreés trois lavages successifs a I'eau

distillée stérile et séchage sur papier absorbant stérile, les fragments d'apex sont mis en

culture sur le milieu Murashige et Skoog (MS) [297] (Appendice C) en tubes a essai (Pyrex

150 x 24 mm) et déposés en chambre de culture a 22°C (photopériode de 16 h de

lumiere, 8 h d'obscurité).

3.3.2 Contrdle virologique par

DAS- ELISA

Lors de la premiere micropropagation, les microboutures de la partie médiane du

vitroplant ont été réservées pour effectuer le contréle sérologique des cing virus de la

pomme de terre recommandés par la législation, a savoir: le virus de I'enroulement (PLRV:
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Potato Leaf Roll Virus), le virus Y (PVY: Potato Virus Y), le virus A (PVA: Potato Virus A),
le virus X (PVX: Potato Virus X) et le virus S (PVS: Potato Virus S).

Les vitroplants "F;" indemnes d’infections virales ont été multipliés par
microbouturage avec un coefficient de multiplication de 5 sur le milieu MS, dans les

mémes conditions citées précédemment (cf: 3.3.1).

3.3.3 Test DAS- ELISA

La détection des cing virus (PLRV, PVY, PVA, PVS, PVX) a été réalisée en utilisant
le protocole DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich) recommandé par BIOREBA
(France), sur des microplaques de titration "Nunc", certifiées de 96 puits avec un volume
utile de 200 pl/puit. Le principe de ce test repose sur le marquage des anticorps par une
enzyme qui sera réveélée par la suite par un substrat spécifique selon les phases suivantes

(Appendice D):

1. Phase immobilisée - sensibilisation des microplagues par l'anticorps
spécifique: Diluer au 1/1000 les anticorps de coating (IgG) dans le tampon de
coating et remplir les puits des plagues de microtitrage avec 200 ul/puit. Les
plagues sont couvertes et laissées en incubation pendant 4h a 30°C dans une
étuve humidifiée. Entre chaque étape du protocole ELISA, les plaques sont vidées
et lavées trois fois avec le tampon de lavage PBST (PBS, 0.05 %, v/v Tween 20),
en les tapant sur papier absorbant pour éliminer toutes les gouttelettes vy

adhérentes.

2. Addition de I'antigéne (échantillons a tester, témoin positif et témoin négatif):
Diluer I'extrait végétal au 1/20 dans le tampon et ajouter 200 pl/puit. L'incubation se
réalise a 4 °C sans oublier le témoin positif et négatif. Sur chaque plague de
titration, les puits périphériques sont laissés vides et le tampon de I'extraction est

versé (200 pl/puit) dans six puits du coté d'introduction de la plaque pour sa lecture.

3. Addition de [I'anticorps lié a I'enzyme (anticorps conjugués a une
phosphatase alcaline): Diluer au 1/1000 les anticorps liés a I'enzyme dans le
tampon et remplir les puits des plaques de microtitrage avec 200 pl/puit. Les
plagues sont couvertes et laissées en incubation pendant 5h a 30°C dans une

étuve humidifiée.
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4. Addition du substrat de I'enzyme et lecture: Les pastilles (1 mg) de substrat
pNPP (para-Nitro-Phenyl-Phosphate) ont été diluées dans un (1) ml de tampon de
substrat et chaque puit est rempli avec 200 pl. Aprés incubation de 30 mn a la
température ambiante et en obscurité, la réaction est observée et le développement
de la coloration est noté entre 30 et 120 mn visuellement et par la lecture de

I'absorbance en utilisant un lecteur de plaque de microtitrage (A = 405 nm).

La densité optiqgue (DO) finale représente la moyenne des DO enregistrées dans

les deux puits réservés a chaque échantillon.

3.3.4 Bactérisation

La bactérisation consiste en [l'application des souches de Pseudomonas
fluorescens (Tableau 3.1) sous forme d'inoculum liquide, afin d'assurer son adsorbance et
son adhésion sur le matériel végétal a traiter sans inhiber la reprise des explants. Donc,
les différentes techniques ont pour objet la comparaison de la densité bactérienne
appliquée.

Afin de s'assurer du développement de nos souches bactériennes dans le milieu
utilisé pour les étapes de vitroculture, en l'occurrence le milieu MS, nous avons testé leur
croissance dans ce milieu. A cet effet, des boites Magenta contenant 25 ml du milieu MS,
ou nous déposons des disques en papier filtre stérile imprégnés de suspension
bactériennes (10°-10” CFU/ml). Chaque boite a été divisée en diagonale ol un secteur a
été réservé aux microboutures et l'autre pour les disques (imprégnés d'inoculum

bactérien).

La bactérisation a été réalisée avec les deux souches bactériennes P64 et CHAO
et leur mélange (P64 + CHAO). L’inoculum a été préparé avec des créemes bactériennes

de 24 h cultivées sur le milieu KB (Appendice C).

En raison de la fragilité des explants, utlisés en vitroculture, nous avons

expérimenté trois techniques de préparation de l'inoculum bactérien:

1. Mise en suspension de la créeme bactérienne dans de I'eau distillée stérile, en

assurant une agitation mécanique a 100 tr/mn.
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2. Selon cette technique précédente (1) en subissant une centrifugation
(2000 tr/mn) pendant une quinzaine de minutes.

3. Dans ce troisieme protocole, préconisé par Ait Barka et al., [62], la creme
bactérienne est mise en suspension dans 25 ml du milieu KB "liquide"
(Appendice C). Apres incubation (48 h a 25°C), la suspension bactérienne
obtenue a subi un lavage avec la solution tampon phosphatée (PBS) (pH 6) et
centrifugation (3000 g, 15 mn) a 20°C (Figure 3.1).

Dans ces trois techniques, la concentration des inoculums bactériens a été ajustée
(10" CFU/ml) & l'aide d'un spectrophotométre (Shumazdu) étalonné au préalable
(A =620 nm). Les opérations de bactérisation ont été réalisées par trempage des
microboutures (1cm), découpées préalablement et aseptiquement, dans les inoculums
bactériens pendant une minute. Pour le cas des témoins, la méme démarche a été
adoptée, mais le trempage s'est effectué dans des solutions respectives a chaque
technique (eau distillée stérile ou PBS) sans la présence de bactéries. Aprés séchage sur
papier absorbant stérile, les microboutures sont repiquées sur le milieu MS en tubes
(Figure 3.2) [62].

3.3.5 Dispositif expérimental

Dans cet essai, nous avons expérimente linteraction de deux facteurs ou avec
douze (12) répétitions, en randomisation totale, pour chaque traitement. En plus des

témoins, I'essai contient les neuf traitements issus de l'interaction des deux facteurs:

e T1. Témoin eau distillée stérile.
e T2. Témoin PBS (solution tampon phosphaté).

e T3, T4, T5: La souche P64 additionnée, respectivement, a I'eau distillée stérile avec
centrifugation, a I'eau distillée stérile sans centrifugation et au PBS.

e T6, T7, T8: La souche CHAO additionnée, respectivement, a I'eau distillée stérile
avec centrifugation, a I'eau distillée stérile sans centrifugation et au
PBS.

e T9, T10, T11l: Le mélange (CHAO + P64) additionné, respectivement, a l'eau
distillée stérile avec centrifugation, a l'eau distillée stérile sans
centrifugation et au PBS.
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3.3.6 Analyse statistique

Les données quantitatives de chaque parametre étudie ont subi une analyse de variance
(ANOVA), en mesurant la variabilité inter-traitement (entre les douze répétitions de chaque
traitement) et intra-traitement (entre les onze traitements étudiés). Dans le cas de
différence significative (P < 0,05), le test de Newman-Keuls classe les traitements en

groupes homogenes selon le risque d'erreur a=5 %.

3.3.7 Parameétres étudiés

Les effets de la bactérisation, sur la promotion du développement des vitroplants,
ont été évalués apres 15 j et 30 j du repiquage; il s'agit de mesurer :

e Hauteur des plants du collet jusqu’ a I'extrémité apicale.
e Dénombrement des feuilles et des racines.
e Longueur des racines.

e Evaluation de la croissance bactérienne.
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1- Préparation des suspensions bactériennes 2- Les explants mis dans les suspensions bactériennes 3- Séchage des explants sur papiers et
les témoins dans les conditions aseptiques et les témoins absorbant stérile

4 - Repiquage des explants sur le milieu gélosé MS 5 - Vérification de la viabilité des souches bactérienne.

Figure 3.1. Schéma des étapes de la biotisation des explants de la pomme de terre en vitroculture
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3.4 Essais de phytostimulation de plants issus de tubercules

3.4.1 Origine des tubercules

Pour assurer le maximum d’homogénéité morphologique, nous avons sélectionné
des tubercules variété Désirée (Appendice E), pré-base, classe "G1" ayant des calibres de
35 - 40 mm, indemnes de maladies, notamment les virus précités (cf: 2.2.2). Ces
tubercules récoltés en 2005 au niveau de la société Agro-Développement (SAGODEV —
Sétif), ont été certifiés par les services du CNCC "Centre National de Certification des

semences et plants" — El Harrach — Alger).

Les tubercules ont été désinfectés par trempage dans une solution d’hypochlorite
de sodium (6°) pendant 20 mn, puis rincés abondamment a I'eau distillée stérile et séchés
sur papier filtre absorbant. Les tubercules sont déposés dans des clayettes pour

prégermination (Figure 3.2).

Figure 3.2: Tubercules "G1" de la variété Désirée.

3.4.2 Sol

Dans cette étape expérimentale, nous avons utilisé des sols prélevés au niveau des

champs de la société Agro - Développement "SAGRODEV" (Sétif):
A. Sol cultivé régulierement en pomme de terre, depuis au moins dix année.

B. Sol A apres une désinfection, pour éliminer ou inhiber 'effet de la microflore

indigene, par passage au pasteurisateur (6 h a 80-100° C).

C. Sol non cultivé jachére depuis au moins quinze année.
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Nous avons utilisé ces variantes en sols, pour mettre en évidence l'effet éventuel
de la microflore indigéne tellurique adaptée a la culture de pomme de terre. Avant
d'entamer nos essais, des échantillons de chaque sol (des trois variantes) ont été
analysés au niveau du laboratoire de pédologie (INA- El.Harrach). Ces analyses montrent
que les sols sont de nature argilo-limoneuse, d'un pH allant de 6,93 a 7,20 et une
composition organo-minerale convenable pour la culture de pomme de terre (Tableau 3.2).

Tableau 3.2 : Caractéristiques physicochimiques des sols.

Caractéristiques Sol A Sol B Sol C

pH 6.93 7.01 7.20
Conductivité  électrique (CE) 0.20 0.24 0.18
mmhos/cm

CaCos; % 3.03 2.00 2.46
Matiere organique (M.O %) 3.14 2.46 1.99
Phosphore ppm 10.15 14.25 15.95
Potassium meg/mg 0. 63 0.69 0.39
Azote % 0.089 0.099 0.060
Argile(%) 30.15 33.25 29.75
Limon fin (LF) (%) 29.24 26.75 23.15
Limon Grossier (LG) (%) 13.44 14.10 25.25
Sable fin (SF) (%) 15.19 15.35 15.09
Sable Grossier (LS) (% 11.98 10.55 06.76

Les lots de sols (A, B, C) ont été répartis dans des pots en plastique noirs (5 kg),
remplis au 2/3, munis avec une ouverture centrale divisant le pot en deux parties
(Figure 3.3). Ces pots ont été choisis pour faciliter la récupération des parties souterraines

(stolons, tubercules, racines) pour les analyses ultérieures.

Pot

Figure 3.3 : Pot muni d'une ouverture centrale le divisant en deux parties.
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3.4.3 Bactérisation

Les inocula bactériens, des trois souches (P64, S20 et CHAO) (Tableau 3.1), ont
été préparés sous forme de suspensions dans de I'eau distillée stérile a la concentration

10°%-10” CFU/m. Les étapes de préparation sont identiques a celles déja citées (cf: 3.3.4).

Selon les techniques décrites par Digat [298], I'inoculum bactérien a été préparé
sous forme de pate composée de tourbe et de suspension bactérienne: 100 a 120 g de
tourbe stérile sont mélangés avec un volume de 250 ml de la suspension bactérienne.
L'inoculum bactérien, ainsi prépare, a été déposé a l'aide d'une cuillére a soupe (5g), au
lieu de dépbt du tubercule (lit de semence) (Figure 3.4). Les pots sont recouverts (1/3 de

leur contenance) avec le sol respectif de chaque essai (A, B ou C) (cf: 3.4.2).

1- Inoculum bactérien (Pate composée de tourbe et de suspension bactérienne);
2- Tubercule, 3- Lit de semence (tourbe+ suspension bactérienne), 4- Sol.

Figure 3.4 : Méthode de la bactérisation appliquée.
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3.4.4 Dispositif expérimental

L'essai est factoriel, représenté par l'interaction de deux facteurs:

e Facteur 1: le sol, avec trois variantes (A, B, et C).

e Facteur 2: les souches bactériennes, avec trois variantes (P64, S20 et
CHAO).

L'interaction de ces deux facteurs (9 traitements) en plus des trois témoins
respectifs, constituent les douze traitements de chaque bloc. L’essai a été réalisé en trois
répétitions en adoptant un dispositif en blocs aléatoires complets. Au total notre dispositif
expérimental est composé de 360 plants, soit dix répétitions par traitement et par bloc
(10 x 12 x 3) (Figure 3.5).

Les traitements en question sont:

e T1, T2, T3: Plants témoins non bactérisés plantés, respectivement, dans les sols

B, C ou A.

e T4, T5, T6: Plants bactérisés avec la souche P64 et plantés, respectivement,
dans les sols B, C ou A.

e T7, T8, T9: Plants bactérisés avec la souche S20 et plantés, respectivement,
dans les sols B, C ou A.

e T10, T11, T12: Plants bactérisés avec la souche CHAO et plantés,
respectivement, dans les sols B, C ou A.

Figure 3.5: Dispositif expérimental de I'essai de phytostimulation des plants issus de tubercules
de pomme de terre.
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3.4.5 Parameétres étudiés

En plus du taux de levée, I'évaluation des effets de la bactérisation sur la
phytostimulation du développement de la pomme de terre a été effectuée par des
mensurations sur des parametres de croissance et de production. Les mensurations ont

été réalisées en trois périodes:
1. Premiere coupe: Aprées quarante (40) jours de la plantation.
2. Deuxieme coupe: Aprés cinquante (50) jours de la plantation.
3. Troisieme coupe: Apres soixante cing (65) jours de la plantation.

Des mensurations ont été réalisées sur trois plants, choisis aléatoirement, pour les

coupes (1) et (2) et le reste des plants pour la coupe (3):

Taux de levée: L'estimation du taux de levée des tubercules consiste a effectuer le
comptage des plantules levées dans chaque traitement, en assurant un suivi quotidien,

pendant un mois.

Mensurations sur les tiges: Aprés dépotage, chaque plant est débarrassé du sol
adhérant et nous procédons au comptage des tiges et la mesure de leur hauteur. La partie
aérienne (tige + feuilles), fraichement coupée au niveau du collet, a été immédiatement
pesée pour déterminer son poids frais. Le poids sec a été déterminé, pour chaque plant,

apres séjour a I'étuve pendant cing (5) jours a une température de 80°C.

Mensurations racinaires: Les racines sont secouées, pour éliminer le substrat adhérant,
et étalées soigneusement. La longueur des racines est mesurée a partir de la fin de
I'extrémité basale du collet jusqu'a l'extrémité du chevelu racinaire. Les racines
fraichement découpées ont été immédiatement pesées pour déterminer le poids trais. Le
poids sec a été déterminé, pour chaque plant, aprés séjour a I'étuve pendant cinqg (5) jours

a une température de 80°C.

Nombre de stolons et ébauches des tubercules: Le comptage des stolons et des
ébauches a été effectué immédiatement apres le dépotage des plants.
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Mensurations sur les tubercules: Aprés dépotage et comptage des tubercules par plant;
les tubercules fraichement récoltés ont été immeédiatement pesés pour déterminer leur
poids frais. Le poids sec est déterminé pour chaque plant apres séjour a I'étuve pendant

cing (5) jours a une température moyenne de 80°C.

3.4.6 Analyse statistique

Une analyse de variance (ANOVA) a été réalisée, en considérant I'essai factoriel
(=5 %). La mise en évidence de différences significatives concerne l'effet de chaque
facteur contrélé (F1: Sol, F2: Souche bactérienne) et de leur interaction (F1 x F2). L'effet
de bloc est considéré comme aléatoire. Dans le cas de différence significative (P < 0,05),
le test de Newman-Keuls (a=5 %) a groupé les traitements similaire dans des groupes

homogenes.

3.4.7 Test de viabilité des bactéries

Ce test a été effectué sur les traitements bactérisés, pour chaque essai, afin de
vérifier la viabilité des souches bactériennes appliquées. L'intérét du test de viabilité est de
s'assurer de la réussite de la colonisation des substrats et des racines par les souches

bactériennes appliquées.

Des échantillons de sol et de racines sont prélevés des traitements bactérisés avec
les souches S20, P64 et CHAO. De chaque échantillon un (1) g de sol a été mis en
suspension dans 9 ml d’eau distillée stérile; apres agitation et la réalisation d'une série de
dilution de dix en dix, des ensemencements ont été realisés sur le milieu KB avec les
dilutions de 107 & 10,

Les échantillons de racines ont été secoués légerement pour éliminer le sol
adhérant, et déposés directement sur le milieu KB en boite de Pétri. Le développement
des bactéries a été évalué aprés incubation de 24 h a 48 h a 25°C. Une comparaison a
été réalisée avec les échantillons prélevés des traitements non bactérisés. Le comptage
consiste a localiser les boites ayant développées des colonies individualisées
dénombrables, entre 30 a 600 colonies. Les dénombrements finaux expriment la moyenne

de trois répétitions.
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3.5 Essai de l'induction systémique de la résistance (ISR)

3.5.1 Les tubercules de pomme de terre

Les tubercules utilisés dans cet essai sont issus des mémes lots de l'essai de

phytostimulation (cf: 3.4.1).

3.5.2 Sol

Le sol est prélevé a partir de parcelles nues, du méme lieu de prélevement du sol C
(cf: 3.4.2). Ce sol a été désinfecté a I'aide d'un Pasteurisateur (80-100°C) pendant 6 h et

réparti dans des pots (cf: 3.4.2).

3.5.3 Bactérisation

La bactérisation a été réalisée avec les trois souches bactériennes P64, S20 et
CHAO. La préparation des suspensions bactériennes et la méthode de bactérisation ont
été réalisées de la méme facon que celles de I'essai de phytostimulation (cf: 3.4.3). Les
pots ont été immédiatement recouverts par un tissu a mailles trés fines (insect proof) pour

éviter leur contact avec d’éventuels vecteurs (pucerons) (Figures 3.6 et 3.9).

1 - Insect proof recouvrant les plants.

Figure 3.6: Disposition des plants de I'essai de l'induction de la résistance systémique (ISR).



64

3.5.4 Préparation de 'inoculum viral

Le choix des plants virosés, sur champ, a été effectué sur la base de la présence
des symptbmes typiques (mosaiques) de virus Y de la pomme de terre PVY (Figure 3.7).
La confirmation de cette virose a été réalisée par le test sérologique (DAS-ELISA), selon
la méme technique pratiquée précédemment (cf: 3.3.3).

Le feuillage du plant virosé est broyé en présence d’'un tampon phosphaté (0.1 M,
pH 7.4) (4ml/lg de poids frais) (Appendice C) auquel est ajouté 0.2 % de 2-
mecaptoéthanol et du charbon actif [299].

Feuilles infectées par le
virus Y, montrant des
symptdmes typiques
(mosaiques)

Figure 3.7 : Plants de pomme de terre infectés par PVY (var. Désirée, G2 déclassé).

3.5.5 Inoculation mécanique

Les opérations de I'inoculation mécanique (Figures 3.8 et 3.9) ont été réalisées sur
des plants agés de quatre semaines issus de tubercules bactérisés. L'inoculum mélangé

au carborundum a été appliqué par frottement sur la face supérieure des feuilles a l'aide
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de cotons-tiges. Aprés un repos de 2 mn, le ringcage s’effectue avec de l'eau distillée
stérile; les plants ainsi inoculés sont recouverts par un tissu a mailles trés fines (insect—
proof) et laissés en incubation dans les conditions de champs. Le suivi du développement
de la virose a été effectué avec des observations quotidiennes pendant une période de

trois mois.

Figure 3.8: Inoculation mécanique du feuillage avec le virus PVY

3.5.6 Dispositif expérimental

L’essai a été conduit en trois blocs aléatoires complets. Dans chaque bloc figure les
huit (8) traitements étudiés, a raison de 10 plants par traitement. Au total notre dispositif
est composé de 240 plants (8x3x10).

Les traitements en question sont :

e T1. Plants témoins non bactérisés et non inoculés par PVY.
e T2. Plants témoins non bactérisés et inoculés par PVY.

e T3, T4: Plants bactérisés avec la souche P64, respectivement, non inoculés
par PVY et inoculés par PVY.

e T5, T6: Plants bactérisés avec la souche CHAO, respectivement, non inoculés
par PVY et inoculés par PVY.

e T7, T8: Plants bactérisés avec la souche S20, respectivement, non inoculés
par PVY et inoculés par PVY.
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3.5.7 Parameétres étudiés

3.5.7.1 Nombre de plants malades

Pendant une période de trois mois, avec des notations quotidiennes, les
observations ont été portées sur le développement et I'extériorisation des symptémes de
PVY. Les observations consistent a réaliser un suivi du développement et de I'évolution de
la mosaique selon le compartiment foliaire affecté (supérieur, médian, inferieur). Sur la
base de la symptomatologie typique de cette virose, nous avons adapté une échelle pour
évaluer le taux d’infection et la sévérité de la maladie:

0. Pas de symptémes.
Mosaique sur une partie.
Mosaique sur deux parties.
Mosaique généralisée.
Taches nécrotiques.
Nécrose des nervures.
Frisolée.

Mosaique sur nouvelles tiges.

© N o g s~ w P

Mortalité du plant.

Le plant est considéré malade s'il présente au moins le niveau 1 de I'échelle

adoptée.

Le taux d’infection

Le taux d’infection (I %) correspond au pourcentage des plants malades par rapport

a la totalité des plans testés.

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

I (%) : Taux d'infection (en pourcentage).

Sévérité de la maladie

La gravité de la maladie est appréciée a travers la sévérité des symptdomes, selon

la formule décrite par Fuch et Défago [300].
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S (%) =Z(E x a/ T x N) 100.

S: Sévérité de la maladie exprimée en pourcentage.

N: Nombre total de plants observés.

T: valeur du degré le plus haut (8) de I'échelle.

E: Classe de symptdme qui varie de 0 & 8 selon I'échelle.
a: Nombre de plants malades a la classe considérée.

3.5.8 Test de viabilité.

Ce test a été effectué sur les traitements bactérisés, de la méme fagon que celle
de I'essai de la phytostimulation (cf: 3.4.7)

3.5.9 Test de préculture

Il est conseillé, pour s'assurer des infections virales par PVY, de procéder a des

vérifications via des controles sur la descendance (test de préculture).

Les tubercules récoltés de chaque traitement ont été conservés avec le sol y
adhérant a la température ambiante. Apres levée de dormance, ces tubercules ont été
replantés dans un substrat désinfecté (1/3 sable et 2/3 tourbe) et déposés en salle de
préculture a l'abri d'éventuels vecteurs de viroses. Apres 40 jours de la plantation, des
observations symptomatologiques ont été effectuées, selon la méme méthode adoptée

lors du premier essai (cf: 3.5.7.1).

Les tests sérologiques (DAS-ELISA), selon le méme protocole précédemment cité
(cf: 3.3.3), ont été effectués avec des échantillons composé de feuillage a partir de chaque

traitement.
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Insect

Tubercule et -proof

Tourbe bactérisée

Sol désinfect

L 2- Pot couvert par 3- Plant sain 5- Inoculation mécanique 8- Rincage des feuilles
1 - Tubercule bactérise insect-proof du virus inoculégaegs avec de I'eau

distillée stérile
/ C- Extrait virosé

4- Préparation de I'inoculum

A- Plant virosé par PVY 7- Pot recouvert par insect-proof

B- Confirmation par test ELISA

Figure 3.9: Protocole de bactérisation et d’inoculation.
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CHAPITRE 4
RESULTATS ET DUSCUSSIONS

4.1 Phytostimulation des vitroplants

Les résultats du test préliminaire de vérification du développement bactérien dans
le milieu de vitroculture ont montré une croissance suffisante, apparente a I'ceil nu, a la
proximité des racines. Comparativement avec le ttmoin, nous avons noté une croissance
appréciable des vitroplants et de méme pour les souches bactériennes sur le milieu MS.
Aussi, il a été noté un bon développement racinaire (Figure 4.1). Dans la partie racinaire,
la croissance bactérienne apparait sous forme d’un biofilm «film bactérien» entourant une
partie des racines, sans inhiber le développement des vitroplants; au contraire la présence

de ce film bactérien procure un meilleur développement racinaire.

Vitroplants
Pastille de
papier filtre
Film bactérien Témoin sans
bactérisation

Figure 4.1: Développement des vitroplants et des bactéries sur le milieu MS
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4.1.1 Parameétres de croissance

L'effet de la bactérisation sur le développement des vitroplants a été étudié en deux
périodes, aprés 15 et 30 jours du repiquage. Les effets positifs de la bactérisation ont été
nettement exprimés chez les vitroplants bactérisés, avec des inoculums préparés en eau
distillée stérile aprés centrifugation (Tableau 4.1). Dans ce cas, le nombre de feuilles a
augmenté avec des proportions de 8 a 27 % et de 12 a 40 %, respectivement, lors de la

premiére période (15 j) et de la deuxieme période (30 j) des mensurations (Figures 4.2).

Le méme constat s'est reproduit avec la hauteur des vitroplants ou les gains ont

atteint 40 % de plus par rapport au témoin (Figures 4.3 et 4.4).

Avec les inoculums préparés en PBS (tampon phosphaté) les gains en nombre de
feuilles sont moindres (4 a 9 %). En utilisant, le PBS, les inoculums composés des deux
souches (CHAO+P64) ont provoqué une inhibition totale du développement des

vitroplants (Figure 4.6).

En ce qui concerne le développement racinaire, nous n'‘avons constaté aucun effet
notable par rapport aux témoins respectifs. Ceci s'expligue par la forte variation

enregistrée dans les différentes répétitions de chaque traitement (Tableau 4.2).

Ces résultats présentent une proportionnalité relative par rapport a la croissance
bactérienne observée dans les traitements étudiés. Globalement la croissance est trés
intense avec les inoculums apportés en eau distillée stérile apres centrifugation
(Tableau 4.2).
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Figure 4.2: Gains en hauteur et en nombre de feuilles des vitroplants.
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Figure 4.3: Développement général des vitroplants (A) et vue
détaillée d’'un vitroplant avec ses entre-nceud (B)

Figure 4.4: Vue comparative entre vitroplant
bactérise (C: CHAO) et non
bactérisé (T: Témoin)
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Figure 4.5: Vues de face, latérale et de dessous, montrant le développement des
différentes parties de vitroplants bactérisés.



Tableau 4.1: Nombre de feuilles et hauteur des vitroplants

74

Eau distillée stérile
_ _ _ _ Témoin
sans centrifugation apres centrifugation PBS
Traitements CHAO CHAO CHAO Témoin
P64 CHAO +P64 P64 CHAO +P64 P64 CHAO +P64
2,75 3,11 4,17 3,33 3,86 4,36 3,57 3,8 3,75 3,5
Périodel + + + + + + + + + ND +
Nombre 0,45* 0,60 0,64 0,52 0,74 0,76 0,79 0,45 0,46 0,53
de
feuilles 4,50 4,67 5,13 6,33 5,88 6,00 5,00 6,40 6,50 6,13
Période2 + + + + + + + + + ND +
0,52 0,71 0,99 0,82 0,83 0,76 1,00 0,55 0,53 0,99
4,17 4,04 4,82 5,70 5,02 5,98 5,08 4,38 b 2,20 c 5,69 a
Périodel + + + + + + + + + ND +
Hauteur 0,61 0,54 1,16 0,74 1,33 0,91 0,78 1,2 0,71 0,96
de tiges
6,28 c** 5/44c 6,10 c 13,00a 12,15a 13,25a 9,44 b 7,66 a 6,60 b 8,61 a
Période2 * * * + * * * * * ND +
1,01 0,99 1,89 1,70 0,99 15 1,61 1,72 0,71 1,3
ND Non donné
* Ecart type
(**) Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene, selon le test de Newman-Keuls au risque a=5 %.

Périodel: 15 jours

Période2: 30 jours



Tableau 4.2: Développement des racines et croissance bactérien
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Eau distillée stérile
Témoin
sans centrifugation apres centrifugation PBS
CHAO CHAO CHAO Témoin
Traitements P64 CHAO +P64 P64 CHAO +P64 P64 CHAO +P64
- 1-4 1-5 1-4 1-4 1 1-4 1-4 0,00 1-4 0,00 1-4
Périodel
Développement (+++) (+) () () ) (+++) (+) (@) (++) () (+t+t)
des racines
Période2 1-4 1-5 1-4 2-4 1 2-4 1-4 0,00 1-4 0,00 2-4
(++4) (++4) (++4) (++4) (+) (++,++4)  (++,++4) () (++,+++) () (++4)
Croissance Ari
: Périodel + + + + +,++ + - ++ + ++++ -
o soance O N o Y 5 MO o B €225 BN O (O N G5 NN Co NN G20 NN ©
Période2 (*) (*) () ()  (++) () () (tt+)  (Ft+d)  (H44e) ()
O] Pas de développement racinaire ) Pas de développement bactérien
(+) Racines peu développées (+) Bactéries peu développées
(++)  Racines bien développées (++) Bactéries bien développées
(+++) Racines trés bien développées (+++) Bactéries trés bien développées

Périodel: 15 jours

Période2: 30 jours
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4.1.2 Discussion

La biotisation des explants, utilisés en vitroculture, a mis en évidence des situations
d'accroissement de développement des vitroplants. Les accroissements concernent,
particulierement, les augmentations enregistrées sur les parties racinaires en croissance

et de nombre et sur les parties aériennes relatives aux feuilles et aux tiges formées.

Les vitroplants, observés dans les tubes bactérisés, ont montré une meilleure
densité racinaire "chevelu racinaire” et une élongation plus prolongée dans le milieu de
culture. Les vitroplants bactérisés avec la souche CHAO ont développé jusqu'a cing

ramifications racinaires; chez les autres bactérisations le nombre de racines varie de 2 a 4.

Les travaux de recherche de biotisation réalisés en condition de vitroculture sont
moindres par rapport aux essais effectués sur des plants entiers; néanmoins, il a été
rapporté que l'utilisation des rhizobactéries appartenant aux genres Bacillus,
Pseudomonas, Paenibacillus et Serratia dans la biotisation de vitroplants d'Arabidopsis
thaliana, induit des incidences positives tres notables in vitro et in vivo [301]. D'autres
essais ont démontré des effets de phytostimulation, induisant des changements
morphologiques chez des vitroplants de tomate, de piment, de concombre, de melon et de

pomme de terre [31].

La croissance bactérienne, apparue sous forme d'un biofilm adhéré étroitement aux
racines, peut affecter le développement des vitroplants. Selon les variantes étudiées,
relatives a la qualité de I'inoculum appliqué (suspension bactérienne en eau distillée stérile
et sans centrifugation, ou préparés dans une solution de PBS), il a été observé dans le
cas du PBS que la bactérisation simultané avec les deux souches CHAO et P64 provoque
une inhibition totale du développement des vitroplants. Ceci dénote soit une concentration
trop élevée en inoculum bactérien, apres une bonne prolifération dans de telles conditions,
ou un effet négatif du PBS sur le développement du systéme racinaire chez les vitroplants.

Ces effets inhibiteurs ont été notés en présence de la souche P64.

Sur la partie aérienne, nous n'a avons par noté une analogie de croissance par
rapport au développement racinaire. En effet méme dans les cas signalés ci-dessus,
d'inhibition de développement racinaire (cas des plants bactérisés avec la souche P64), il
y a un développement équilibré en nombre de feuilles et en hauteur des tiges formées,

mais avec une moindre vigueur par rapport aux autres vitroplants bactérisés.



77

La comparaison des périodes étudiées (15 j et 30 j) dans le cas de la
phytostimulation donne des résultats pratiguement similaires selon les souches

bactériennes.

Dans les études de Persello-Cartieaux et al., [31] il a été mis en évidence une
corrélation entre la concentration bactérienne, dans le milieu de vitroculture, et la
stimulation ou l'inhibition du développement racinaire. Ces auteurs ont suggéré que les
rhizobactéries peuvent synthétiser des nutriments facilement assimilables par les racines,

ayant comme conséquence une meilleure disponibilité pour les vitroplants.

Dans nos essais, nous avons constaté avec la souche P64 une forte densité
bactérienne, inhibant partiellement ou totalement le développement racinaire et parfois
provoquant la formation de nécroses autour des extrémités des microboutures
(Figure 4.6).

a b

Figure 4.6: Développement de nécroses au point d’émission racinaire (a) et formation

d’un film bactérien adhéré aux racines (b)
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Dans ce contexte, Ryu et al., [301] ont démontré que la distance séparant le dépot
bactérien (point d'application de l'inoculum initial) influence le niveau de formation des
nceuds foliaires. Leurs résultats montrent que la masse foliaire décroit en s'éloignant des
points d'inoculation, situés a 2, a 4 et a 6 cm. Dans notre expérimentation, les racines des
vitroplants s'orientent, préférentiellement, vers les points de dép6t des inoculums
(Figure 4.5). Ces orientations laissent apparaitre la formation de biofilms bactériens autour

des racines, une meilleure densité et une vigueur racinaire par rapport aux témoins non

bactérisés (Figure 4.7).

Figure 4.7: Développement des parties aérienne et racinaires chez les vitroplants

bactérisés.
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Les travaux précédents [301] signalent la participation effective des métabolites
synthétises par les rhizobactéries et leur diffusion dans la gélose (milieu de vitroculture).

Dans les explications avancées, dans la quasi-totalité, des travaux de recherche
cités précédemment, il en ressort que les modes d'action induisant la phytostimulation des
vitroplants sont de deux ordres: (i) les rhizobactéries participent indirectement en activant
la dégradation des éléments composant le milieu de culture, (ii) les rhizobactéries

synthétisent des métabolites a effet direct sur la croissance de vitroplants.

e Pour le premier point, il s'agit surtout d'activer particulierement la disponibilité
en phosphore assimilable, du fait que le milieu de culture est assez riche en

d'autres éléments majeurs tels que le carbone et I'azote [301].

e Certaines rhizobactéries secrétent des phytases extracellulaires capables de
dégrader les phytates, tel que myso-inositol incorporé dans le milieu MS de
vitroculture. Ceci a été clairement démontré, par l'utilisation de souches
bactériennes déficientes en synthése de phytase (phytase -), qui ne
stimulent pas la croissance des vitroplants, comparativement aux souches

sauvages (phytase +) [113].

e Parmi les substances actives, dans la phytostimulation, l'acide indole
acétique (AlIA), l'éthylene, les auxines, et les gibbérellines et l'acide
salicylique (AS) synthétisés par les rhizobactéries jouent un réle analogue
aux propres phytohormones de la plante. Ces hormones bactériens stimulent
directement l'accroissement des parties aériennes et racinaires [301]. Dans
les travaux de Pitts et al., [302], il a été démontré |'effet épistatique entre les
genes de production de I'éthyléne et des auxines chez les rhizobactéries par
rapport a leurs effet phytostimulateurs; alors que les travaux de Eliasson et
al., [303] ont dénoté le contraire, c'est-a-dire une indépendance entre ces

deux composeés.

Suite a la biotisation de vitroplants, de plusieurs espéces végétales (pécher,
amandier...), I'étape d'acclimatation se montre plus facile en présence de rhizobactéries
dans le substrat, accompagnée d'une amélioration de la croissance globale des plantes
biotisées [61]. L'inoculation de ces plants, produits en conditions axéniques, permet
I'établissement d'une niche biologique bénéfique au niveau de la rhizosphere. La

biotisation peut, par exclusion compétitive, bloquer des sites contre une éventuelle
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colonisation par des agents pathogenes. Le plant biotisé introduit en pépiniére possédera

un environnement moins propice au développement de micro-organismes pathogenes.

L'introduction de microorganismes dits bénéfiqgues dans le substrat d'acclimatation
de plants micropropagés augmente le taux de reprise des vitroplants et leur vigueur.
L'amélioration de I'enracinement des plants peut résulter de la modification de leur
architecture lors de la phase d'acclimatation. L'effet de Pseudomonas fluorescens procure
une ramification plus importante du systéme radiculaire des plants biotisés [65]. Ces effets

sont dépendants de I'espece végétale et des complexes microbiens utilisés [65, 61].
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4.2 Phytostimulation des plants issus de tubercules

Il & rappeler que les effets de phytostimulation ont été évalués dans nos essais a
trois périodes différentes, qui correspondent a 40 jours (coupe 1), a 50 jours (coupe 2) et a
65 jours (coupe 3) aprés la bactérisation. Les trois essais étudiés ont été réalisés avec

une variabilité dans le sol:
Essai A- sol cultivé en pomme de terre, depuis au moins dix année.
Essai B- sol identique a I'essai A, mais ayant subi une désinfection.
Essai C- sol nu, non cultivé.

Pour les différentes coupes et dans les trois essais, l'effet de la bactérisation est

étudié a travers des variables exprimant la croissance et la production.

4.2.1 Taux de levée

Dans les trois essais (A, B, C), nous constatons que malgré que les taux finaux de
levée (aprés 30 j) sont quantitativement identiques (Tableau 4.3) entre les traitements
bactérisés et leurs témoins respectifs, néanmoins les cinétigues d'évolution sont
nettement différentes.

En terme de vitesse de levée, un écart a été observé entre les 17°™ jour et 19°™®
jour. En effet, dés le 17°™ jours, marquant le début de la levée, dans la quasi-totalité des
traitements les tubercules bactérisés ont montré des taux de levée supérieurs aux
témoins, surtout dans les essais A et C. La comparaison des cinétiques de levée des trois
essais a montré, globalement, une vitesse plus rapide dans les essais B et C que dans

I'essai A (Figure 4.8).

Les actions des bactéries montrent une stabilité relative chez les souches P64 et
CHAO, en assurant les maximums de stimulation de la levée dans les essais B et A. La
souche S20 a exprimé ses meilleures activités dans I'essai B, alors que son action est
moindre dans I'essai C, dont les résultats enregistrés sont comparables aux témoins non

bactérisés (Figure 4.8).



Tableau 4.3: Taux de levée dans les trois essais
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Essai A: Essai B: Sol cultivé en pomme de Essai C: Sol non cultivé
Sol cultivé en pomme de terre terre et désinfecté
Périodes P64 CHAO S20  Témoin P64 CHAO S20  Témoin P64 CHAO S20  Témoin
J17 72 7 1 0 42 4 9 1 4 4 6 2
23° 23 3 0 13° 13 30 3 13 13 20
J19 14 14 7 6 10 6 11 2 11 11 14 6
47 47 23 20 33 20 37 7 37 37 47 20
J21 20 19 11 11 13 16 15 10 18 18 17 10
67 63 37 37 43 53 50 33 60 60 57 33
J23 25 23 20 16 22 24 18 22 22 22 26 16
83 77 67 53 73 80 60 73 73 73 87 53
J26 29 26 24 19 25 29 26 24 29 27 28 20
97 87 80 63 83 97 87 80 97 90 93 67
J27 30 29 25 20 29 30 30 25 30 29 28 26
100 97 83 67 97 100 100 83 100 97 93 87
J29 30 30 30 29 30 30 30 30 30 30 30 30
100 100 100 97 100 100 100 100 100 100 100 100
J30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
a: nombre de plants levés; b: pourcentage de levée J: jours
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Figure 4.8: Taux de levée (%) dans les trois essais (A, B, C).
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4.2.2 Parametres de croissance des tiges

Nombre de tiges: Globalement, le nombre de tiges, dans les trois coupes réalisées,
n'a pas montré de variance significative a travers les trois essais (Tableau 4.4). Une
exception a été observée dans le cas de la bactérisation avec les souches P64 et S20,

ou les valeurs sont légérement supérieurs par rapport aux autres traitements.

Hauteur de la tige: Les mensurations relatives a la hauteur des tiges montrent qu'avec
les deux premiéres coupes les différences ne sont pas significatives. Lors de la
troisieme coupe des variances notables ont été enregistrées chez les plants
bactérisés, par rapport a leurs témoins respectifs. la hauteur maximale moyenne
(36,00 cm) a été notée chez les plants bactérisés avec la souche S20 dans l'essai A
(Tableau 4.4).

Poids frais des tiges: Les pesées en poids frais ont montré des différences trés
notables entre les plants bactérisés et ceux non bactérisés (témoins). les différences
sont significatives au niveau des trois essais (A, B, C) et durant les trois périodes de
mensuration. Les effets maximums ont été enregistrés avec la souche CHAO, dans
I'essai B, avec les trois coupes. La souche P64 a montré des résultats rapprochées a

la souche précédente, mais avec des effets variables selon les essais (Tableau 4.4).

Poids sec des tiges: Les observations concernant les poids secs des tiges ont montré
des différences significatives pour les trois coupes dans l'essai B, dans la premiere et
la troisiéme coupe pour I'essai C et seulement avec la troisieme coupe pour I'essai A.
Nous constatons les effets des souches bactériennes sont presque similaires dans les
trois essais (Tableau 4.4).

4.2.3 Parametre de croissance des racines

Longueur des racines: A quelques exceptions, les longueurs racinaires n'ont pas
montré de différences notables entre les différents traitements étudiés. Les mesures
réalisées sont surtout différentielles lors de la premiére coupe, dans les essais A et B
(Tableau 4.5).



Tableau 4.4: Paramétres de croissance de la tige
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Essai A:
Sol déja cultivé en pomme de terre

Essai B: Sol déja cultivé en pomme de
terre et désinfecté

Essai C: Sol nu, non cultivé

Traitements P64 CHAO S20  Temoin P64 CHAO S20 Témoin P64 CHAO S20  Témoin
2.50 2.40 2.38 2.25 2.4 2.33 2.33 2.00 2.50 2.25 2.33 2.00
1C + + + + + + + + + + + +
0.84* 0.55 0.78 0.5 0.89* 121 0.52 0.00 0.00 0.5 0.52 0.71
Nombre 2.60 2.50 2.50 2.33 2.57 2.40 2.88 2.00 2.50 2.63 2.33 2.00
detige 2C + + + + + + + + + + + +
0.89 0.58 131 0.52 1.13 0.55 1.24 1.11 0.58 1.00 0.58 0.00
2.67 2.60 2.63 2.33 2.60 2.67 3.38 2.00 3.13 2.63 3.00 2.00
3¢ + + + + + + + + + + + +
1.3 0.00 0.75 0.58 0.5 1.00 1.46 0.00 0.75 0.46 0.76 0.76
10,43 10,33 10,13 10,20 10,56 11,71 11,43 10,18 10,57 11,50 10,21 10,30
c s . . + . . . . 1 . 1 .
2,15 0,82 0,63 0,45 0,98 2,36 2,07 1,14 0,98 1,05 0,99 0,67
Hauteur 19,50 21,33 17,50 19,20 21,83 22,33 22,75 21,70 21,20 22,67 19,20 17,25
des 2C + + + + + + + + + + + +
tiges 0,50 2,08 1,91 3,56 0,75 3,88 3,40 1,99 2,39 3,97 3,83 1,44
34,40ab 28,83b 36,00a 27,25b | 28,75b 35,43a 31,20ab 24,83b 29,00 30,50 33,00 28,00
3 + + + + + + + + + + + +
3,65 5,42 2,58 4,03 4,65 2,94 2,17 2,93 3,24 1,22 4,06 4,52

(*) ecartype  (**) Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogeéne, selon le test de Newman-Keuls au risque a=5 %.

1C: Premier coupe (40 jours aprés plantation) 2C :deuxiéme coupe (50 jours apres plantation)

plantation

3C:

troisieme coupe (65 jours apres



Tableau 4.4: Parameétres de croissance de la tige (suite)
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Essai A:
Sol cultivé en pomme de terre

Essai B: Sol cultivé en pomme de

terre et désinfecté

Essai C: Sol nu, non cultivé

Traitements P64 CHAO S20 Témoin P64 CHAO S20 Témoin P64 CHAO S20 Temoin
33.87a* 20.64b 21.67b 18.16b | 34.97b 47.36a 31.89b 1823c | 3482a 29.70b 21.43c 16.06d
+ * + * + + + * + * + +
Poids 3.50* 3.72 2.53 1.39 3.33* 2.00 4.78 1.80 2.24 4.29 1.17 3.03
f_rais des 45.35b 57.73a 46.98b 3520c | 70.30b 89.44a 69.08b 57.95c | 50.07b 69.71la 30.17c 36.59c
tiges 2C x x + x + x + + + + + +
4.15 5.39 4.58 0.16 3.89 6.43 4.45 3.49 10.77 1.40 3.92 4.76
71.62a 59.39c 6554b 54.80c | 86.04a 94.69a 76.48b 59.42c | 65.67b 61.75c 79.65a 53.39d
sSC + + + + + + + + + + + +
2.37 2.33 2.31 6.27 5.68 4.05 1.02 4.22 1.38 1.02 1.12 2.87
2.45 2.45 2.70 2.38 3.95a 3.87b 3.14c 2.15c 3.24Db 3.50 a 2.86¢ 2.00d
1C + + + + + + + + + + + +
Poids sec 0.21 0.38 0.32 1.30 0.89 1.64 1.20 1.19 1.07 1.30 1.48 1.21
des tiges 6.72 6.23 5.87 4.90 9.56 a 763b 6.89bc 5.66¢C 6.65 6.01 5.75 4.29
2C + + + + + + + + + + + +
2.97 1.90 1.88 2.38 2.92 2.25 1.21 2.17 2.49 3.79 1.50 2.81
10.11a 8.70bc 8.98Db 7.63cC 1366a 12.57a 11.50a 7.63b 8.16 c 9.40b 12.78a 6.22d
3C + + + + + + + + + + + +
1.57 1.61 0.40 1.00 1.63 2.57 1.24 1.67 1.11 2.23 1.42 1.36

(*) ecar type

1C: Premier coupe (40 jours aprés plantation)

plantation

2C: deuxieme coupe (50 jours apres plantation)

3C: troisieme coupe (65 jours apres

(**) Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogéne, selon le test de Newman-Keuls au risque a=5 %.
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Poids frais des racines: La comparaison des poids des systemes racinaires montre
des différences significatives entre les plants bactérisés et ceux non bactérisés. Ce
constat est rapporté lors des trois coupes dans les trois essais. Les poids frais
racinaires les plus importants ont été obtenus chez les racines bactérisés avec la
souche S20 (Tableau 4.5).

Poids sec des racines: Le poids sec racinaires présent des différences notables dans
certaines situations de bactérisation, notamment, avec l'application des souches CHAO

et S20 dans les trois conditions expérimentales étudiées (A, B ou C) (Tableau 4.5).

4.2.4 Parametre de production

Nombre de stolons et des ébauches: Le nombre de stolons et des ébauches était
variable entre les différents traitements bactérisés par rapport a leurs témoins
respectifs. Ceci, surtout est mis en évidence dans les essais A et C lors de la derniére

coupe (Tableau 4.6).

Nombre de tubercules: En termes de nombre de tubercules formés, nous n‘avons
pas noté des différences notables, a I'exception des traitements bactérisés dans le cas
du sol de l'essai A. Ceci a été démontré par des effets de la bactérisation avec la
souche CHAO (Tableau 4.6).

Poids frais des tubercules: Les plants bactérisés ont développé des tubercules
présentant des poids frais supérieurs a ceux des plants non bactérisés. Dans l'essai B
a la deuxieme coupe le poids moyens dépasse 70 g/tubercule, alors que chez le
témoin est d'environ 40 g/tubercule. Dans I'essai C, correspondant au sol non cultivé, a
la deuxiéme coupe le poids frais maximal (99,80 g/tubercule) a été noté chez les plants

bactérisés par la souche CHAO (Tableau 4.6).

Poids sec des tubercule: Les mesures en poids sec de tubercules on montré que les
différences sont surtout significatives avec les plants bactérisés par la souche P64. Les
plants bactérisés avec la souche S20 ont monté des poids secs moindres, surtout dans

I'essai B correspondant au sol cultive en pomme de terre et désinfecté (Tableau 4.6).
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Essai A: Essai B: Sol cultivé en pomme de Essai C: Sol nu, non cultivé
Sol cultivé en pomme de terre terre et désinfecté
Traitements P64 CHAO S20 Témoin P64 CHAO S20 Témoin P64 CHAO S20 Témoin
51,00a 46,00b 55,00a 32,00c | 42,75b 54,00a 41,00b 31,50c 41,20 44,00 43,33 40,33
1C + + + + + + + + + + + +
Longueur 4,33 2,16 8,66 5,71 2,75 5,23 7,02 191 5,63 2,16 3,05 4,16
des racines 56,50 54,60 51,75 55,00 47,66 b 54,17a 52,33ab 41,00c | 54,00b 51,00b 56,33a 52,50Db
2C + + + + + + + + + + + +
5,72 4,15 3,51 6,27 2,08 3,25 2,51 1,73 1,83 1,73 1,15 3,53
57,75b 63,50a 52,33¢c 48,00d | 53,40b 54,40ab 57,33a 51,00b | 56,67c 64,67b 64,00a 52,33d
3C + + + + + + + + + + + +
3,20 2,82 0,70 1,00 4,61 2,50 2,08 1,00 3,06 4,24 1,41 3,78
8,76 9,80 8,66 7,72 8,34 8,63 8,98 5,49 10,60 9,65 10,31 7,14
1C + + + + + + + + + + + +
Poids frais 3,19 2,65 1,90 3,26 1,48 1,58 5,03 1,31 3,05 2,34 3,93 2,13
des racines 16,33b 12,88b 23,66a 12,02b | 19,05a 19,43a 21,47a 15,00b | 13,47b 1596a 13,33b 12,69b
2C + + + + + + + + + + + +
3,20 0,80 3,76 2,00 1,67 3,74 5,02 1,00 0,33 0,98 4,68 2,65
18,33b 19,55b 3522a 1385a | 38,88a 3158a 2246b 17,81c | 1567b 1850a 19,56a 13,13b
3C + + + + + + + + + + + +
2,57 2,12 3,09 1,07 4,31 3,58 1,30 3,69 1,06 2,19 2,24 2,09
3,03 2,93 2,77 2,87 2,68 b 3,28 a 1,89 c 185c¢c 3,23 3,04 3,07 2,27
1C + + + + + + + + + + + +
Poids sec 0,92 0,23 1,50 1,39 1,31 1,56 0,39 0,76 1,30 1,02 0,98 0,68
des 539b 6,26 7,38 5,81 7,83ab 877a 759ab 6,79ab 5,39 5,56 6,31 5,32
racines 2C + + + + + + + + + + + +
2,62 2,47 2,09 1,23 2,15 2,66 2,24 1,09 0,24 1,37 2,77 2,37
5,78 5,83 7,48 5,76 765ab 8,29a 7,34ab 717b 6,34 5,49 5,95 4,49
3C + + + + + + + + + + + +
1,13 0,65 2,79 2,56 1,89 2,12 0,70 1,83 1,67 2,78 2,25 1,25

(*) ecar type

2C: deuxieme coupe (50 jours apres plantation) 3C: troisieme coupe (65 jours aprées plantation

(**) Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene, selon le test de Newman-Keuls au risque a=5 %.
1C: Premier coupe (40 jours aprés plantation)
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Tableau 4.6: Paramétres de production

Traitement Essai A : Essai B : Sol cultivé en pomme de Essai C : Sol nu, non cultivé
Sol cultivé en pomme de terre terre et désinfecté
P64 CHAO S20 Témoin P64 CHAO S20 Témoin P64 CHAO S20 Témoin
7.00 5.83 6.71 6.40 7.17Db 5.20 ¢ 8.00a 5.125¢c 7.33 7.14 6.83 5.67
+ + + + + + + + + + + +
1C 1.83 .60 1.11 1.52 1.60* 0.45 0.76 0.83 1.53 1.07 1.47 0.82
3.60b 7.00 a 6.20 a 3.80b 6.75 6.86 7.67 6.00 5.00b 7.25a 3.00c 5.80b
Nombre + + + + + + + + + + + +
de stolons 2C 0.89 1.00 1.64 1.48 1.71 1.35 1.53 0.82 2.00 2.06 1.00 0.84
5.00 a 5.00 a 5.33a 2.33b 7.60 7.33 7.29 6.50 6.67 a 6.00 a 5.40 a 2.20b
+ + + + + + + + + + + +
3C 1.00 1.00 1.53 0.58 1.14 1.15 1.11 1.29 1.41 0.55 0.45
340ab 3.75ab 4.29a 2.75b 3.67 4.25 3.50 3.00 4.00 5.00 3.29 2.63
+ + + + + + + + + + + +
Nombre 2C 0.89 1.26 15 0.96 1.53* 25 2.12 3.46 2.00 2.56 2.21 1.00
de 5.29ab 6.00a 5.33ab 3.88b 6.67 6.50 6.33 5.00 6.29 5.43 6.20 4.44
tubercules + + + + + + + + + + * *
3C 2.21 0.82 1.58 2.44 2.42 2.82 3.98 1.00 2.21 1.81 2.74 1.88
30.72a 23.94b 1755b 1545b | 33.98b 31.34a 11.22c 2455b | 38.36a 29.15b 27.27b 22.28c
Poids frais + + + + + + + + + + + +
des 2C 0.51 4.65 0.18 1.58 7.58 2.38 0.01 2.55 0.38 3.27 3.53 2.09
tubercules 58.17b 71.42a 76.53a 4435c | 77.85a 81.43a 76.6la 46.47b | 56.60b 99.83a 84.53a 38.53c
+ + + + + + + + + + + +
3C 1.2 9.59 9.02 3.57 6.72 6.66 1.16 7.17 3.60 8.34 7.50 2.06
8.93 a 3.96b 347¢c 221c 454 3.51 1.57 3.44 3.74 4.60 3.79 2.35
Poids sec + + + + + + + + + + + +
des 2C 422 2.58 1.11 1.66 1.85 1.99 0.74 1.80 1.46 2.99 1.28 1.55
tubercules 12.33a 10.68ab 11.77ab 8.90b 14.50a 10.63b 11.70b 6.52¢ 11.67a 11.19a 11.29a 852b
+ + + + + + + + + + + +
3C 3.73 2.15 3.32 2.37 3.13 2.17 3.15 1.27 2.20 2.76 3.30 2.05

(*) ecar type

1C: Premier coupe (40 jours apres plantation) 2C: deuxiéme coupe (50 jours aprés plantation) 3C: troisieme coupe (65 jours aprés plantation

(**) Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene, selon le test de Newman-Keuls au risque a=5 %.
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4.2.5 Test de viabilité des bactéries

Par rapport a linoculum de bactérisation appliqué initialement (Jo) a la
concentration de 10° CFU/g de sol, nous constatons que les concentrations évaluées a la
fin de notre expérimentation (Jgo) sont de I'ordre de 10° & 10’ CFU/g de sol. Ces seuils
témoignent d'une stabilité et méme parfois d'une augmentation relative des populations
bactériennes dans le sol rhizosphérique Nous avons constaté sur les fragments de racines
déposés sur le milieu de culture, une prolifération bactérienne intense, montrant la

formation d'une couche adhérée étroitement aux racines (Figures 4.9 et 4.10).
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Figure 4.9: Evolution des populations bactériennes en fonction du temps

1, 2: Boite présentant des colonies bactériennes ;

3, 4: Fragments de racines entourés de colonies bactérienne.

Figure 4.10: densité bactériennes et leur adhérence sur les racines.
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4.2.6 Quantification des gains

La quantification des gains, aprés étude comparative entre les traitements
bactérisés et leurs témoins, montre que les effets sont trés notables au début des
observations, c'est-a-dire entre les 2°™° et 3*™® semaines ayant suivi la plantation. En effet,
nous constatons que les gains sont six a huit fois de plus: cas des souches P64 et CHAO
dans lI'essai A (600 %) et la souche S20 dans l'essai B (800 %). Dans l'essai C les gains
sont moindres par rapport aux essais précedents, mais restent appréciables avec la
souche S20 (200 %) et avec les souches P64 et CHAO (100 %) (Figure 4.11).

Pour I'ensemble des parameétres évalués (de croissance et de production), les taux
de gains varient de 1 % jusqu'a 305 %, sachant bien que les conditions dans lesquelles
nos essais ont été réalisées (la conduite en pot), ne sont pas assez favorables pour une

croissance végétale optimale.

Nos résultats montrent I'obtention de gains en phytomasse aérienne, surtout dans
le cas des essais B et C, qui varient de 6 a 50 % en nombre de tiges (Figure 4.12); de 1 a
43 % en hauteur (Figure 4.12); de 8 a 160 % en poids frais (Figure 4.13), et de 3 & 106 %
en poids secs (Figure 4.13)

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
(72 %), en poids frais (154 %) et en poids sec (77 %) (Figure 4.14). Avec les mensurations
effectuées sur les stolons, nous constatons qu'il y a des gains en nombre allant de 1 a
40 % (essai A), de 5 a 129 % (essai B), de 21 a 203 % (essai C) (Figure 4.15). Ces
résultats montent que les gains sont plus important dans I'expérimentation menée en sol
C. En terme de production, les gains sont aussi appréciables en nombre de tubercules
(90 %), de leur poids frais (191 %), et de leur poids sec (305 %) (Figure 4.16).

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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4.2.7 Discussion

D'une maniére générale les résultats obtenus, dans notre expérimentation, mettent
en évidence les effets bénéfiques de la bactérisation par les souches de Pseudomonas
fluorescens sur la phytostimulation des plants de pomme de terre. Cette stimulation de la
croissance s'est traduite par des gains en cinétique et en taux de levée, et en phytomasse
par rapport au témoin. De nombreux travaux ont mis en évidence les effets directs de
diverses souches de Pseudomonas spp. fluorescents sur l'accélération et I'obtention de
gains en levée. Kloepper et al., [12] ont obtenu des gains de 80 % chez la pomme de
terre. Chez d'autres especes végétales les gains sont 50 % avec le soja [304], et de 30 a

60 % avec le mais [50].

La biostimulation induite par les PGPR est la conséquence de synthése de
métabolites secondaires analogues aux phytohormones et a [I'amélioration de
I'alimentation hydrominérale de la plante [305, 306]. 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 [160].

Les mécanismes proposés par lesquels les PGPR stimulent la croissance des
plantes, incluent la synthese bactérienne d'hormones analogue a ceux des végétaux, tels
que I'AlA [84, 307, 308, 120]; les cytokinines [309]; les gibbérellines et méme des
vitamines [57]. En cas de manque en éthyléne produit par la plante, il peut étre remplacé
par 'ACC (Aminocyclopropane-1-carboxylate désaminase) d'origine bactérienne [104].
L'acide gibbérellique agit en permettant la croissance d'un plus grand nombre de germes
et en stimulant la différenciation des stolons [310]. Les germes de tubercules poursuivent
leur croissance au-dessus du sol en devenant des tiges feuillées, ce qui rend assez

rapidement la plante autotrophe [306].

L'amélioration des acquisitions hydrominérales se réalise par |'évaluation de la
disponibilité des éléments nutritifs assimilables par les plantes, surtout que la pomme de
terre se classe parmi les plantes tres exigeantes en azote, en phosphore et en potassium.
Une bonne alimentation en potasse est nécessaire pour améliorer la qualité des
tubercules (abaissement de la teneur en sucres réducteurs et de la sensibilité au
brunissement enzymatique) et réduit leur sensibilité aux endommagements (noircissement

interne en particulier) [311].
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Le fer ionique est considéré parmi les mécanismes susceptibles d'étre influenceé 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 & des niveaux de 100
g/ha et qui peut étre bloqué en cas de fortes alcalinité ou acidité dans le sol [311].
L'intervention des sidérophores microbiens, et en particulier ceux des Pseudomonas
fluorescents, peuvent influencer directement ['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 qu'elle pourra assimiler facilement [312] sous forme de

complexe fer-sidérophore [313].

L'azote est le facteur déterminant du rendement de la culture, il favorise dans un
premier temps le développement du feuillage, puis la formation et le grossissement des
tubercules [310]. Chez les PGPR, il s'agit surtout de la dénitrification dissimulatrice qui

augment la biodisponibilité en cet élément sous sa forme assimilable par la plante [35].

L'acide phosphorique est un facteur de précocité et favorise le développement
racinaire et augmente le nombre de tubercules par plant [314]. Dans les sols agricoles, la
dissolution des phosphates inorganiques est étroitement liée a [l'activité des
microorganismes du sol [91, 92]. Le phosphore est souvent immobilisé sous forme de
phosphates insolubles (phosphates de calcium, de fer ou d'aluminium...) [315]. La souche
(P221) de Pseudomonas fluorescens est capable, en conditions contr6lées, de
transformer le phosphore total en phosphate assimilable par les céréales [316]. De son
coté, Lemanceau [6] pense que 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.

Les résultats du test de viabilité microbienne, dans les essais de la phytostimulation
des tubercules montrent que nos souches bactériennes inoculées (P64, CHAO, et S20)
ont réussi a coloniser intensivement les différents types de sols expérimentés (A, B et C).
La colonisation intensive de la surface de la plante et de la rhizosphére par les
rhizobactéries, améliore la croissance et le développement des plantes [27, 31, 317]. La
colonisation rhizosphérique peut empécher les agents pathogenes de s'installer sur ou
dans les plantes. Cependant, les interactions directes et indirectes, entre les
rhizobactéries et les pathogenes, réduisent le développement et la sévérité des maladies
[318].
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Les PGPR doivent étre présents sur les racines en nombre suffisant pour induir des
effets bénéfiques sur les plantes afin de pouvoir instaurer une compétition pour les
nutriments dans la rhizosphere [26, 43]. Outre la vitesse de croissance intrinseque, les
autres propriétés renforcant le potentiel colonisateur d’une souche, telles que la mobilité
(présence d'un flagelle) [319], 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 [320, 321, 322].

D’aprés Digat [298], une souche bactérienne stimulatrice pour qu'elle soit efficace,
elle doit pouvoir parvenir a coloniser efficacement la spermosphére et/ou la rhizosphere.
Donc, la capacité de coloniser les racines par les PGPR est considérée comme un critére
déterminant, de [efficacité de l'inoculum dans la stimulation de la croissance et le

biocontréle des maladies [130].

La compétence rhizosphérique chez les Pseudomonas. spp. fluorescents dépend
de leurs caractéristiques intrinseques, donc génotypiques et des conditions
rhizosphériques. Ces derniéres sont déterminées par le sol, la plante et la flore tellurique.
D’ailleurs, la colonisation rhizosphérique dépend, aussi bien de la concentration
bactérienne apportée que de la technique de bactérisation utilisée. La nature du support
des inoculats-bactériens, introduits au niveau de la rhizosphére ou sur les semences, joue
un rdle important dans le maintien de la viabilité des bactéries [35]. Généralement la
durabilité de la résistance pour les PGPR difféere d'une culture a une autre et aussi selon

les souches bactériennes appliquées [115].

Les bactéries bénéfiqgues peuvent étre apportées par l'inoculation des semences
selon diverses techniques, tels que le trempage, le pelliculage, I'enrobage ou
'encapsulation. Les plantules peuvent étre bactérisées par trempage des racines dans
une suspension bactérienne lors de la transplantation du végétal. Les sols et les substrats
de culture peuvent étre bactérisés par des inoculums bactériens formulés dans des

préparations conditionnées [323].

La présence de la microflore indigene dans le sol naturel (essai C) présente un effet
relativement négatif sur la croissance du végétal dans notre cas, avec la pomme de terre,
illustré par la courbe d'évaluation de I'émergence des témoins non bactérisés dans les
trois essais A, B et C. Cependant, les effets bénéfiques des souches de Pseudomonas

spp. fluorescents, les plus importants sur la promotion de la croissance ont été observés
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au niveau du sol naturel. En effet, les écarts entre les paramétres de croissance mesurés
chez les plants bactérisés et les plants témoins (non bactérisés) sont plus importants dans
le sol naturel (essai A), par rapport aux sols désinfectés (essai B) et non cultivés (essai C)
[35].

La stimulation de la croissance des plantes par Pseudomonas spp. fluorescents
dans un sol désinfecté, en éliminant I'effet indirect de bioprotection, peut étre dle a la
production de régulateurs de la croissance végétale, ou a une stimulation de l'assimilation
des éléments nutritifs [324]. Dans certains sols intensivement cultivés ou les rotations de
cultures ne sont pas fréquentes, on parle de "fatigue des sols", la microflore résidente
exerce a la longue un effet dépressif sur le végétal. Les Pseudomonas bénéfiques sont
capables de déplacer et parfois de remplacer la microflore concurrente délétére ou
parasite [325].

Dans les sols nus (non cultivées), ces rhizobactéries peuvent se rencontrer a des
densités de 10° & 10° CFU/g de sol sec, associées particuliérement aux constituants
organiques [326]; alors que dans les sols cultivés, elles peuvent atteindre des proportions

éléves, associées aux surfaces racinaires des plantes (10° & 10® CFU/g de racines) [327].
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4.3 Induction de la résistance systémique (IRS)

4.3.1 Confirmation de l'infection par PVY

Le test DAS-ELISA réalisé sur le plant virosé, utilisé comme source d'inoculum viral
et se caractérisant par la symptomatologie typique (Figure 3.6) du virus Y de la pomme de
terre PVY (Potato Y Virus), a montré la présence effective de ce virus. Les résultats
montrent l'absence des principaux virus de la pomme de terre recherchés (PLRV, PVA,
PVS, PVS) et la présence du PVY (test positif) (Tableau 4.7).

Tableau 4.7: Résultats du test sérologique DAS- ELISA

Virus recherchés PLRV PVY PVA PVS PVX
Réaction - + - - -
-: réaction négative (absence de virus) +: réaction positive (présence de virus)

4.3.2 Taux d'infection

Le développement des symptémes, révélateurs de l'infection par PVY, a commencé

aprés 32 j de l'inoculation. Cette initiation de la maladie a été caractérisée par un taux
d'infection élevé chez le témoin (plants non bactérisés) (56,66 %), alors que chez les
traitements bactérisés en dépit de la présence du virus les niveaux d'infection étaient
relativement faibles. Ceci est notable avec les traitements (P64 + PVY) et (CHAO + PVY)
ou les taux d'infections sont similaires et de I'ordre de 6,66 %. Dans le cas de I'application
de la souche S20, en association avec PVY, linfection (26,66 %) était supérieure aux
précédents traitements, mais toujours en deca des niveaux de linfection du témoin
(Tableau 4.8, Figure 4.17)).

Durant toute la période de notre suivi, nous avons constaté que malgré I'évolution
des taux d'infection chez I'ensemble de nos traitements, ceux bactérisés restent toujours
relativement inferieurs par rapport au témoin (Figure 4.18). La comparaison des effets des
souches bactériennes montre que la cinétique d'infection chez les plants bactérisés par la
souche P64 est lente par rapport aux deux autres souches bactériennes. Ce constat est
observable, particulierement, aux périodes de notation correspondants aux 37 j, 42 j et au
47 j. La notation finale montre un taux d'infection identique (93,33 %) entre le témoin et le
traitement (S20 + PVY), alors que les autres traitements sont de 73,33 % (P64 + PVY) et
de 86,66 % (CHAO + PVY) (Figure 4.18).
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Tableau 4.8: Evolution du taux d'infection et les valeurs de la sévérité de la maladie (%) en fonction du temps

Témoin PVY P64 + PVY CHAO + PVY S20 + PVY

Jours aprés Taux Taux Taux Taux

inoculation d’infection Sévérité d’infection Sévérité d’infection Sévérité d’infection Sévérité
32 56,66 c* 7,08 c 6,66 a 0,83 a 6,66 a 0,83 a 26,66 b 3,33 b
37] 63,33 ¢c 15,41 c 33,33 a 458 a 46,66 b 6,66 a 46,66 b 8,16 b
42j 80d 26,25d 43,33 a 6,25 a 70 c 10,41 b 66,66 b 125¢c
47j 90 c 33,75d 50 a 75a 83,33b 17,08 b 83,33 b 19,58 ¢
52 93,33 ¢c 39,58 d 73,33 a 16,26 a 86,66 b 225hb 93,33 ¢c 31,25¢c
Préculture 50b 13,00c 50b 6,00 b 40a 5,00a 60c 8,00 c

j: jours PVY: le virus Y de la pomme de terre

(*) Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene, selon le test de Newman-Keuls au risque a=5 %
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Figure 4.17: Symptémes de virus Y de la pomme de terre (Potato Virus Y) PVY sur des
plants de I'essai de I'ISR: 1, 3, 4, 5, 7, 8, 9 Plants malades; 2, 6 Plants sains.
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Figure 4.18: Taux d'infection par PVY
4.3.3 Seévérité de la maladie

L'estimation de la sévérité, des infections par PVY, a montré une variabilité notable
chez nos traitements dés le début de la maladie, notamment apres la troisieme
observation (42 j). Méme apres le signalement des débuts des infections (entre 32 j et
42 ), la sévérité reste faible en ne dépassant pas 12,5 %, alors que chez le témoin était de
26,25 % (Figure 4.19).

En phase finale (52 )), les différences étaient tres notables par rapport au témoin.
En effet, le taux de ce dernier était de 39,58 %, alors que nos traitements bactérisés ont
montré des niveaux largement inferieurs. Les taux de sévérité étaient de l'ordre de
16,26 % (a) (P64 + PVY), 22,5 % (b) (CHAO + PVY). Pour le cas particulier des plants
bactérisés avec la souche S20, méme si le niveau d'infection est pratiquement similaire au

témoin, la sévérité reste faible par rapport a ce dernier.

Juste au début des signalisations des infections, nous avons noté de faibles
séverités chez les plants bactérisés par rapports au témoin. Ceci s'est exprimé avec des
taux qui variaient de 0,83 a 3,33 % pour les premiers et a 7,08 % pour le témoin. Le méme
rythme d'évolution a été noté apres 37 j de l'inoculation (Figure 4.19).



106

—e—Témoin PVY —8—P64+PVY —&— CHAO+PVY —e— S20+PVY

90 A

80 A

70 A

B0 A

50 A

40 A

30 A

20 A

Sévérité de la maladie (%)

10 4

32] ‘ 37j ‘ 42j ‘ 47 ‘ 52]

Jours apres Inoculation

Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogeéne,

selon le test de Newman-Keuls au risque a=5 %.

Figure 4.19: Sévérité de la maladie.

4.3.4 Test préculture

Les résultats obtenus, apres la réalisation de test préculture, montrent qu'apres 40 |
de la bactérisation initiale des tubercules, les niveaux d'infection que ce soit chez le

témoin ou les traitements bactérisés sont assez élevés (de 40 a 60 %).

L'examen des résultats concernant la sévérité de la virose, en question, montre qu'il
n'y a pas de concordance des valeurs notées, via le test ELISA, par rapport aux niveaux
d'infection cités précédemment. En effet le témoin avec un taux d'infection de 50 % a
exprimé une sévérité plus élevé (13 %). Dans les mémes conditions, les traitements
bactérisés, méme avec des taux d'infection rapprochés au témoin, les sévérités
enregistrées étaient de loin moindre, exprimant des symptébmes ne dépassant pas le
niveau 1 (mosaique sur une partie) de I'échelle d'évaluation (cf: 3.5.7.1) (Figure 4.20). En
termes d'expression symptomatologique, les plants témoins ont développé des frisolées,
alors que les plants bactérisés ont montré des symptémes moins prononcés, (mosaiques).
Ce constat symptomatologique a été confirmé par le biais du test ELISA, ou les densités
optique (DO) obtenues confirment une corrélation entre les niveaux de sévérité ave les

charges virales dans les échantillons analysés (Tableau 4.9, Figure 4.21).
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Figure 4.20: Symptdmes de virus Y de la pomme (Potato virus Y) PVY sur des plants
du test préculture
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Tableau 4.9: Test ELISA et Sévérité de la maladie (37 jours aprés inoculation) et du test préculture

Témoin (PVY) P64+PVY CHAO+PVY S20+PVY
37°M° jours apres
inoculation 15,41d 4,58a 6,66b 8,16¢
Seévérité (Préculture) 13,00d 6,00b 5,00a 8,00c
DO du test préculture 0,989c 0,452a 0,495a 0,868b

DO: densité optique (A = 405 nm)
Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene,

selon le test de Newman-Keuls au risque a=5 %.

18 + -+ 1,200
16 7 0,989
c 4+ 1,000
147 AN 0,868
< b
12 1 1+ 0,800
g 1 0,600
p 8 A a I O
‘E’ a )
R 0.452 0,495 1 0,400
4 -
14 0,200
2 -
O T T T
Témoin PVY P64+PVY CHAO+PVY S20+PVY
1 Séveérité(37)) [ Sévérité (Préculture) —e— DO

DO: densité optique (A = 405 nm)
Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene,

selon le test de Newman-Keuls au risque a=5 %.

Figure 4.21: Test ELISA et Sévérité de la maladie (37 jours apres inoculation) et du test préculture
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4.3.3 Discussion

L'expérimentation relative a I'induction systémique de la résistance (ISR), vis-a-vis
du virus (PVY) a mis en évidence des effets appréciables en bioprotection chez les plants
de pomme de terre issus de la bactérisation des tubercules. La comparaison des témoins
(inoculés avec le virus Y de la pomme de terre) et les plants bactérisés en dépit de leur
inoculation avec le méme virus, montrent des gains dés [l'initiation de la maladie (32 jours
aprés inoculation), allant de 53 % a 88 % (Figure 4.22). Il est a noter que la variété
"Désirée", utilisée dans notre travail, est considérée comme variété a maturité demi-
tardive ayant un cycle végétatif de 115 a 120 j en moyenne et trés peu sensible au virus
étudié (Appendice E). Ces caractéristigues peuvent expliquer ce retard constaté dans le

déclenchement de l'infection a travers I'expression des symptémes (Figure 4.17).

Malgré I'évolution des taux d'infection, chez tous les traitements étudiés au fil du
temps; dans toutes les situations la bactérisation a influencé positivement le
développement des plants en diminuant la sévérité de l'infection. En effet, les inhibitions
de la sévérité sont plus notables et varient de 53 % a 88 % au début de l'infection (32
jours de l'inoculation) et de 23 % a 59 % a la phase maximale de la maladie (52 jours de

I'inoculation) (Figure 4.23).

L’'induction systémique de la résistance, jugée a travers les taux de sévérité
enregistrés, montre que la bioprotection est meilleure (59 %) avec l'application de la
souche P64, suive de celle de CHAO (43 %) et en fin celle de S20 (23 %) (Figure 4.22).

Les résultats du test préculture ont montré une concordance dans les niveaux de
sévérité enregistrés, notamment apres (37 jours de linoculation). Les tests ELISA
confirment, de leur part, une charge virale moindre chez les traitements bactérisés par
rapport au témoin (DO=0,989). L'analyse comparative entre nos trois souches bactérienne
confirme aussi une diminution importante de cette charge virale, avec l'application de la
souche P64 (0,452) et CHAO (0,495). Méme la souche S20 dont la DO (0,868) reste

largement inferieure au témaoin.

De nombreux travaux ont démonté l'implication active des PGPR, particuliérement
les Pseudomonas spp. fluorescents, dans l'induction systémique de la résistance chez les
especes veégetales vis-a-vis d'une multitude d'infection virales. Zeher et al.,[328] ont noté

des inhibitions de 32 % a 58 % chez des plants de tomate bactérisés et inoculés avec
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CMV. Avec ce méme virus, des plants de concombre [164], et d'Araibidopsis thaliana [329]
bactérisés avec des PGPR, les tests ELISA n'ont pas détecté sa présence. Des
régressions significatives en expression symptomatologique ont été obtenues, suite a la
bactérisation de plants de tabac vis-a-vis du TMV [166, 159, 71]. Cependant, il n'est pas
encore claire, si la résistance induite agit directement sur la réplication, et du mouvement
de CMV ou en induisant la synthese de métabolites inhibitrices [330]. L'application des
souches de Pseudomonas fluorescens a induit des réactions ISR chez le bananier vis-a-

vis du virus BBTV [167] et chez la courge vis-a-vis du virus ZYMV [170].

—&—P64+PVY —A—CHAO+PVY —@—S20+PVY
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogeéne,

selon le test de Newman-Keuls au risque a=5 %.

Figure 4.22: Gains en protection.
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Figure 4.23: Diminution de la sévérité de la maladie.

Les mécanismes avancés pour expliquer l'induction des facultés défensives des
plantes, sous l'effet ISR, sont variables selon l'espéce végétale, mais globalement sont
associés a la synthése bactérienne de composés biochimiques [331]. Parmi ces
composés, l'activité enzymatique PAL est souvent notée comme mécanisme essentiel au
déclenchement de I'ISR, en activant la production de phytoalexines et d'autres substances

phénoliques d'origine végétale.

Dans une étude sur le concombre traité par Pseudomonas putida BTP1, on a
observé I'accumulation de phytoalexines localement et la PAL générée des précurseurs
pour la biosynthése de la lignine et d’autres composés phénoliques qui s’accumulent en
réponse a linfection systémiquement dans les plants; ces phytoalexines étaient sous
forme glycosylée [218, 219, 332]. D'autres métabolites a forte induction du processus ISR
ont été rapportés; parmi ceux-ci, nous notons les lipoxygénases (LOX) [333], l'acide
salicylique (AS) [334], I'éthyléne) [201] et I'acide jasmonique [243].

Maurhofer et al., [166] ont rapporté que I'IRS induite par Pseudomonas fluorescens
(CHAO) contre le virus de la nécrose du tabac (TNV) est aussi associée avec
'accumulation des PR, de B-13 glucanase et de l'endochitinase. Il a été démontré,

principalement chez Arabidopsis, qu’il peut résister aux pathogénes par I'un ou 'ensemble
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de ces mécanismes : production de I'AS, de I'AJ et/ou I'éthyléne [335, 336, 201]. Le role
de I'ensemble de ces composés a été démontré dans des expériences, utilisant des
mutants déficients sur le plan fonctionnel de leurs genes correspondants [219], ou par
application de précurseurs de ces genes [336]. La majorité des substances précitées agit
a titre d'éliciteur dans I'élicitation et l'activation des meécanismes de défense chez les
plantes [241].

La production de l'acide salicylique (AS) est un caractére recherché dans les
fonctions physiologiques de défense des plantes vis-a-vis des attaques de
phytopathogénes. L'AS est considere parmi les métabolites intervenant dans les réactions
d'induction systémique de la résistance chez les plantes vis-a-vis de nombreux
pathogenes, aprés bactérisation des racines ou du sol [166, 191, 337, 338, 339]. Certain
auteurs ont mentionné la participation de la synthése des pyoverdines des Pseudomonas

spp. fluorescents dans le processus de I'|SR [340, 341].

Contrairement aux essais de biocontréle ou I'action de bioprotectrice réside dans
les activités antagonistes, I'ISR s'active suite a la présence de ce genre de rhizobactéries
en induisant l'induction des mécanismes de défense propres a la plante. L'ISR chez une
plante donnée semble aussi étre influencée par la nature de la rhizobactérie inductrice et
par la nature du pathogéne. De méme, la capacité d’'une souche de PGPR a induire I'lSR
varie en fonction des phytosystémes sur lesquels elle est testée. Une meilleure
connaissance, du point de vue moléculaire, de toutes les étapes du phénomeéne est
nécessaire pour mieux comprendre la combinaison des facteurs qui sont a l'origine de
cette spécificité. Le principal avantage des PGPR est qu'une fois la résistance systémique
est induite, les mécanismes de défense naturels de la plante deviennent opérationnels
[16]. Cette réduction est associée typiquement avec la diminution de la croissance du
pathogene et réduit la colonisation du tissu infecté en permettant a la plante de résister
mieux aux attaques du pathogéne [338]. Cependant, baisser ou ralentir le développement

de la maladie peut sauver une récolte ou au moins augmenter le rendement [336].

Cela ne signifie cependant pas que le potentiel immunisant d’'une souche donnée
soit universel et une certaine spécificité concernant le génotype de la plante a été
observée. Une méme bactérie n’induit pas forcément un niveau de résistance similaire
chez différentes espéces végétales et ni méme chez différents cultivars de la méme plante
[201]. L'ISR semble ainsi étre liée aux caractéristiques génétiqgues spécifiqgues de la

rhizobactérie et de la plante h6te en méme temps.
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DISCUSSION GENERALE

Il apparait clairement que ces derniéres années, un intérét particulier s'est porté sur
I'exploitation des ressources microbiennes bénéfiques dans la gestion des écosystémes et
dans les pratiques agronomiques. L'objectif étant de diminuer la pollution du sol qui peut
engendrer des effets secondaires sur les produits récoltables. Avec des orientations vers
des systemes d'exploitation plus respectueux de I'environnement et de la santé humaine, le
recours aux ressources biologiques renouvelables est considéré incontestablement comme
l'issue espérée. Les ressources microbiennes naturelles offrent une opportunité pour aider
ou comme alternative a ces pratiques indésirables. Les rhizobactéries "PGPR" renferment
une source de microorganismes qui peuvent stimuler la croissance des plants, tout en
assurant leur bioprotection. D'ailleurs des formulations a base de ces microorganismes
commencent a connaitre des issues commerciales aprés ces dernieres décennies

d'expérimentation.

Dans nos expérimentations, nous avons tenté de mettre en évidence les effets
bénéfiques, d'une catégorie de ces PGPR, a savoir les Pseudomonas spp. fluorescents sur
la culture de pomme de terre (Solanum tuberosum). A cet effet, nous avons associé trois
souches de Pseudomonas fluorescens (P64, CHAO et S20) dans des étapes clés du
schéma de production de pomme de terre "base" et "prébase" destinés aux plantations de
semis. Ces rhizobactéries ont été appliquées dans la biotisation d'explants élevés en
vitroculture, dans la bactérisation de plants issus de tubercules conduis en pots et dans
I'induction de la résistance systémique chez la pomme de terre vis-a-vis de l'un des virus

redoutables sur cette espece, en l'occurrence le PVY.

Certaines souches influencent avantageusement I'héte végétal par la stimulation
directe de sa croissance (fixation de l'azote, solubilisation de phosphate et production de
phytohormones...) et/ou en le protégeant contre les infections par les phytopathogenes.
Les rhizobactéries bénéfiques ont la capacité d'agir sur l'inactivation des facteurs de
germination du pathogéne et/ou l'inhibition de leur croissance et de leur pathogénicité [318].
D'autre part les Pseudomonas spp. fluorescents, séecretent une gamme variee de
substances antifongiques, comme 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 pathogénes [342, 137, 43].
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L'autre aspect dans lintérét des PGPR, c'est 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 pathogeénes [16].

Dans les essais de la promotion de la croissance végétale, les résultats obtenus ont
montré des effets positifs sur la croissance des plants, dans des conditions de vitroculture
ou dans la conduite en pots. La phytostimulation a été mise en évidence sur des explants
conduits en vitroculture, ou les gains en croissance ont été corrélés avec l'adhésion des
populations bactérienne autours des ébauches racinaires différenciées des vitroplants. De
ces essais, il apparait surtout la stimulation de l'acquisition des nutriments, constituants du
milieu, de facon accélérée et intense par rapport aux témoins. Donc, l'effet bénéfique
s'expligue par l'accroissement de l'aspect qualitatif de la biodisponibilité des éléments
nutritifs sous une forme plus assimilable par les vitroplants. Ce constat a été vérifié surtout
en observant le volume racinaire, mieux développé en nombre et en vigueur en présence
de populations bactériennes "biofiim". Ces gains dans le développement chez les
vitroplants, peuvent contribuer efficacement dans [I'amélioration de leur capacité
d'adaptation lors des phases d'acclimatation et de conduite sous serre et de mieux
supporter d'éventuels stress abiotiques et méme biotiques.

La deuxiéeme expérimentation menée avec des tubercules bactérisés a permis
d'observer des situations de phytostimulation et l'obtention de gains appréciables en
phytomasse et dans la physiologie des plantes. Cette situation a été démontrée dans les
rapports "poids frais / poids sec" des plants bactérisés, donnant ainsi de meilleurs parties
aériennes (tige) et en tubercules.

Plusieurs changements chimiques se déroulent dans les sols associés aux PGPR.
Certaines souches activent la physiologie de la plante par la synthése 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 la stimulation de la croissance a été limitée, en partie, a la compréhension de

la facon par laquelle les plantes répondent aux stimuli externes [28].

La dynamique microbienne du sol impose des équilibres selon les conditions
physiologiques qui s'y trouvent et la spécificité des plantes hoétes, déterminant ['effet
rhizosphérique. La microflore bactérienne du sol tire profit des exsudats sécrétés par les

racines mais en contre partie active les fonctions physiologiques végétales. Le tubercule
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est un organe de réserve riche en eau et en substances nutritives, il conserve une vie
active méme dans la période dite de repos; de ce fait il subit tout au long de son existence
I'effet du milieu ou il se trouve en se répercutant sur sa descendance par voie végétative
[343]. Il est bien admis que le tubercule est le siége d’'une évolution physiologique qui se
manifeste dés sa formation sur le tubercule-mere et qui se produit tout au long de sa
conservation [306]. Selon Long [344], 'age physiologique d'un tubercule est le degré de
développement qu’il a atteint, ce qui correspond a I'age relatif interne des tubercules qui
s’oppose a I'dage chronologique mesuré par unité de temps [345]. Cet age physiologique
joue un r6le important sur le développement de la culture de pomme de terre; en effet il
influe considérablement sur la précocité de la levée, la vigueur des plants, le nombre de
tiges et de tubercules par plante; et donc par conséquent le rendement final et la répartition
des calibres a la récolte [346, 343, 347].

Les différentes possibilités de conjugaison des effets du tubercules-mére et du
feuillage dans l'induction de la tubérisation et leurs répercussions sur la croissance ont été
expliquées [346, 306]: Pour déclencher la tubérisation, un premier palier doit étre
nécessairement atteint pour initier la croissance, suivie d'une phase ou il y a la croissance
et la tubérisation, en méme temps, et en dernier lieu la tubérisation est irréversible, mais la
croissance est totalement arrétée. Dans nos essais, il est & souligner que les parametres
de croissance étudiés se situent, pratiguement, dans la seconde phase d'interaction entre
la croissance et la tubérisation. Cet état peut influencer les variations observées au
moment de la réalisation des mensurations, ce qui peut expliquer les hétérogénéités

enregistrées entre les différentes répétitions.

Les mécanismes précis pour induire la formation du tubercule sont en grande partie
mal expliqués [348], mais il est logique de penser que le stimulus hormonal de la
tubérisation contient une ou plusieurs substance(s) inhibitrice(s) de la croissance dont les
effets sont antagonistes de ceux des gibbérellines. Il est possible que I'acide abscissique
constitue tout ou une partie du stimulus de tubérisation: c‘est un inhibiteur de la croissance
des bourgeons, un antagoniste des gibbérellines et il est présent dans le tubercule de la
pomme de terre. La transformation des cellules des stolons aux cellules de tubercule peut
étre facilitée par la présence de cytokinines [349]. Dans ce sens, les souches bactériennes
utilisées sécrétent des molécules analogues a ces hormones végeétales, notamment la

souche P64 connue par sa synthese d'AlA [35].
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Les mécanismes physiologiques qui gouvernent la croissance et le développement
de la pomme de terre sont complexes et soumis a I'influence de nombreux facteurs, surtout

I'age physiologique du tubercule-mére et les principaux facteurs du milieu [306].

Il est trés important d’équilibrer la fertilisation de la pomme de terre, I'excés de
certains éléments peut entraver I'absorption d’autres éléments par la plante, a I'exemple de
'excés d’azote qui diminue I'absorption du potassium [314, 350]. Les plants de pomme de
terre exigent plus de 14 éléments minéraux essentiels (Appendice F), représentés par des
macroéléments et des oligoéléments [351]. Pour son alimentation en N.P.K et Mg, la
culture dépend essentiellement de I'application d’engrais chimiques; les sels minéraux sont
absorbés au début de la croissance, ils doivent donc étre facilement disponibles pour les
jeunes plantes a un stade tres précoce. Les quantités requises de fertilisation dépendent du
sol et de la destination de la récolte [354, 351]. Les rhizobactéries, peuvent participer
activement dans l'accroissement des processus physiologiques des plantes, tout en

stimulant leur précocité et leur croissance.

Nos expérimentations ont mis aussi en évidence les possibilités d'induction d'une
résistance systémique (ISR) chez la pomme de terre vis-a-vis du virus Y de la pomme de
terre (PVY). Les plantes sont capables d'activer différentiellement des voies de défense
distinctes. Cette diversité dans les événements de transmission de signal liée a la blessure,
au contact avec un agent pathogéne ou avec un PGPR pourrait résulter d’'une adaptation
des plantes pour répondre variablement selon les microorganismes percus [199, 334]).
Selon 'agent pathogene envahisseur, la nature des composés défensifs produits, apres
I'infection, pourrait principalement varier entre les composés induits par l'acide salicylique
(AS) et les autres induits par I'acide jasmonique (AJ) ou I'éthyléne (ET). A cet égard, ces
derniers ont un effet positif (synergique) sur l'action de I'AS. Par conséquence, I'activation
simultanée de la SAR et de I'lSR conduiront a une résistance plus importante contre les

maladies que chacune d’elle prise séparément [305].

Les molécules identifiées comme étant des précurseurs ou des substances
inductrices, du processus de I'ISR, sont parfois rapportées comme élément clé et parfois a
titre accessoire ou secondaire. Parmi ces substances I'AS; n'est pas dépendant de cette
réaction [206, 185, 164, 353, 204, 29]; alors que d'autres auteurs insistent sur cet élément
dans le déclenchement de ce mécanisme de défense végétal [159, 71, 181, 354]. Outre la
présence de ces substances, leur régulation génique explique davantage la réussite du

déclenchement de la réaction ISR chez les plantes. Il a été mis en évidence I'existence de
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régulateurs protéiques, tels que NPR1 (Nonexpressor of Pathogenesis-Related Genesl)
nécessaire pour déclencher une cascade de signalisations pour I'expression des genes
recherchés codant pour les protéines [335,199]. Les enzymes associées a l'effet ISR
participent dans le renforcement des potentialités de défense de la plante sur le plan
physique (lignification) ou sur le plan chimique (quinones) en consolidant les barrieres de
défense naturelle de la plante [332]. Elles peuvent intervenir en qualité d'éliciteur,
individuellement ou en synergie, a l'exemple de B 1,3-glucanase et les protéines PR
(protéine related) [201].

La biosynthése des molécules de phytostimulation et élicitrices de 'SR, par les
PGPR peut étre modulée par de multiples facteurs physiologiques et environnementaux.
Une preuve supplémentaire de leur implication passe donc par la démonstration d’'une
production effective lorsque les cellules se développent sur les racines. Plus généralement,
I'objectif est également de mieux comprendre l'influence des parameétres de la rhizosphére
sur I'expression des genes de synthése et/ou sur la production de métabolites impliqués

dans le contréle biologique par les rhizobactéries bénéfiques [170].

La reconnaissance de l'attaque d’'un pathogéne et une réponse rapide de I'héte,
peuvent également restreindre ou stopper [linvasion. Apres la pénétration du
phytopathogéne a travers la paroi végétale ou via une blessure, sa présence peut étre
révélée grace a des motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMPs) [356]. La
perception de ces motifs par la plante pourrait initier une réponse immunitaire de base
(PAMP-Triggered Immunity, PTI), afin de limiter l'invasion [357]. «L’'immunisation» de la
plante découle de la reconnaissance par les cellules racinaires de métabolites particuliers
secrétés par le PGPR; nommés les éliciteurs de I'|SR. Aujourd’hui de plus en plus de
travaux de recherches relatent le potentiel de certaines souches a induire I'lSR chez leur
hoéte. Dans certains cas, les éliciteurs responsables de l'activité des souches bactériennes
ont été identifiés. Ces molécules, aussi appelés déterminants, sont de natures variées et
pouvaient étre divisées en trois classes : des composants de surface cellulaire, des

métabolites a activité chélatrice du fer et des molécules a activité antibiotique [201, 169].

Dans le cas de I'lRS également, certaines études ont identifié quelqgues mécanismes
de défense étroitement liés a I'établissement des barrieres chimiques ou physiques a
I'entrée de pathogéne (callose, composés phénoliques, lignification ...), stimulant les

mécanismes de défense afin de restreindre la croissance des pathogenes.
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CONCLUSION

Notre expérimentation consiste en la biotisation des plants de pomme de terre par
bactérisation avec trois souches de Pseudomonas fluorescens. L'application de ces
rhizobactéries a été évaluée a trois niveaux: sur des vitroplants; sur des plants issus de
tubercules bactérisés et sur l'induction de la résistance systémique (IRS) vis-a-vis du PVY.
Le choix de ces trois étapes répond a des préoccupations ressenties dans la réalisation du
schéma de production de semences de pomme de terre, tel que pratigué dans la société
SAGRODEV (Sétif).

Dans l'étape de vitroculture I'enrobage microbiologique, par l'utilisation des trois
souches bactériennes (P64, CHAO, et S20) a permi de constater des effets de
phytostimulation sur le développement et la vigueur des vitroplants issus des explants
biotisés au préalable. Dans ces essais la maitrise de la densité bactérienne, dans le milieu
de vitroculture et celle adhérente aux racines, constitue un paramétre de premiere
importance et conditionne la réussite d'une telle opération. En effet, les seuils en
concentration bactériennes dans ces milieux peuvent inhiber et provoquer des nécroses s'ils
dépassent les limites tolérées par les vitroplants, en raison de leur fragilité et leur sensibilité
aux changements du milieu. Contrairement, si la concentration est adéquate avec l'activité
physiologique des vitroplants, leur présence stimule une meilleure acquisition des éléments
nutritifs qui s y trouvent dans le milieu. Ainsi, la biodisponibilité en ces éléments, notamment
l'azote, le phosphore et certaines vitamines augmente quantitativement et qualitativement.
Les problémes de reprise des vitroplants, ainsi que leur croissance peuvent étre allégés par
la biotisation. Cette derniere en stimulant une meilleure croissance racinaire, engendre ainsi

une activation du développement des vitroplants.

Les essais de phytostimulation de plants de pomme de terre issus de tubercules
bactérisés ont permi d'obtenir des gains appréciables en parameétres de croissance et de
production, comme il a été noté des effets positifs plus prononcés, surtout dans le cas ou
les conditions sont plus défavorables, telle est la situation pour I'essai mené dans des sols
couramment cultivées en pomme de terre. Dans de telles conditions il est évident que la
microflore indigéne, méme si elle n'est pas parasite au sens strict, elle peut devenir délétere

a long terme et contribuerait dans l'aggravation du phénoméne de fatigue des sols. La
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présence de rhizobactéries bénéfiqgues peut contribuer dans la diminution de ces effets
indésirables en instaurant des équilibres microbiens au profit de la plante. En effet, la
présence de ces rhizobactéries dans la rhizosphere diminue de tels impacts et participent
directement dans I'amélioration des acquisitions hydrominérales. Cette amélioration s'illustre
par |'élévation de la disponibilité de certains éléments nutritifs (N, P, K, F**...) ou par la

synthese de métabolites analogues aux phytohormones.

Dans la derniere partie expérimentale, nous avons démontré que la biotisation des
tubercules inhibe l'infection par PVY, en atténuant les niveaux d'infection et de sévérité de
cette virose. Le mécanisme arboré dans ce processus concerne l'induction de la résistance
systémique (IRS) qui active les capacités défensives de la plante, en stimulant I'activation
de la synthese de métabolites de défense (phytoalexines, proteines related, l'acide
jasmonique, l'acide salicylique...). Ce mécanisme empéche la réplication des particules
virales et leur mouvement dans le systeme vasculaire de la plante. L'induction systémique
de la résistance vis-a-vis des agents phytopathogénes est une composante de la panoplie
des meécanismes développés par la plante, résultant de son interaction avec son

environnement, notamment bactérienne; elle aussi dépendante du génotype des plantes.

Dans I'ensemble des travaux de recherche consultés il est admis que les effets
bénéfiques des PGPR dépendent de la colonisation des systemes racinaires par un nombre
suffisant de rhizobactéries. La colonisation initiale peut étre apportée par diverses voies,
telles que l'enveloppement des semences ou des substrats de culture, ou par l'addition
d'une suspension bactérienne dans le sol avant plantation ou transplantation. Le facteur
temps ou période requise pour la stabilité de la perception des effets bénéfiques, procurés
par les PGPR, reste un sujet de discussion dans la plupart des travaux de recherche et

mérite plus d'investigations pour la conception des formulations bactériennes adéquates.

Sur le plan pratique, il est possible dans les conditions de production de tubercules
de pomme de terre, telle que discutée dans ce travail, d'introduire la biotisation avec des
souches bénéfiques. Les effets attendus concernent la stimulation des vitroplants et des
plants a mieux supporter les stress biotiques et abiotigues (milieux de culture,
acclimatation...). Des expérimentations de confirmation sont nécessaires pour mieux
concevoir les stratégies de biotisation les plus appropriées. L'actualité de la recherche sur
I'exploitation des PGPR dans la phytostimulation et le biocontrGle, 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.
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APPENDICE A

LISTE DES ABREVIATIONS ET DES SYMBOLES

: degré Celcius
: 1-aminocyclopropane - 1-

carboxylate desaminase

: acide indole 3 acétique

. acide jasmonique

: analyse de variance

. acide salicylique

: Banana bunchy top virus
: Premier coupe

: deuxiéme coupe

: troisieme coupe

. centimétre

: Cucumber mosaic virus

. cultivar

: 2,4-diacetylphloroglucinol
: Double Antibody Sandwich-

ENZYME-LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY:

densité optique

: éthyléne diamine tetraacetate
: Ethylene

. écart type

. (et caetera): et le reste

: fer ferrique

: Forme spéciale

: gramme

: heure

. hectare

: acide cyanhydrique

: Immuno-globuline G

: Induction Systémique de la

résistance

: milieu B de King

: kilogramme

: litre

. lypopolysaccharide
: logarithme

: lipoxygénase

mn
ml

Hg
mm
MJ
MS
NPR1

PAL
PBS
PF
PGPR

PR

PS
PLRV
PVA
PVM
PVS
PVX
PVY
SAR

TMV
TNV
tr

UFC

ZYMV

: metre
. minute
- millilitre
. microgramme
: millimetre
. le méthyle jasmonate
: Milieu Murashuge et Skoog
: Non-expressor of Pathogenesis-

Related Genesl

: phénylalanine ammonia lyase

: Tampon phosphaté

: poids frais

: rhizobacteries promotrices de la

croissance de plantes (plant growth
promoting rhizobacteria)

. protéines PR (Pathogenesis

related proteins)

. poids sec

: Potato Leaf roll virus

: Potato virus A

. Potato virus M

: Potato virus S

: Potato virus X

. Potato virus Y

: Systemic Acquired Resistance
: tonne

: Tobacco mosaic virus

: Tobacco necrosis virus

: tour

: unité formant colonies (colony forming

unit)

: zucchini yellow mosaic virus



APPENDICE B

Normes minimales en pourcentage de pieds atteints [249]

Catégories de plant Matériel de sélection Plants de base Eﬁ?iﬁés
Classes francaises BO Bl B2 B3 SE E A
Classes communautaires CEE1 CEE2 CEE3

Pureté variétale (% d'impureté) 0% 0% 0% 0% 01% 01% 0,1%0,2%
VirusE, Y, X, S, A 0% 0% 01%01%025%033% 1% 1%
Rhizoctone(Rhizoctonia solani) 0% 1% 1% 1% 5% 5% 5% 10%
Verticilliose (Verticillium sp) 0% 01%01%01%05% 05% 1% 3%
Jambe noire * 0% 0% 0% 0% 0% 05% 1% 1%

Organismes nuisibles de quarantaine :

Viroide PSTV, Virus TSWYV, Pourriture annulaire (Clavibacter
michiganensis sp. sepedonicus),
Pourriture brune(Ralstonia solanacearum) Aucune tolérance admise

Stolbur, galle verrugueuse (Synchytrium endobioticum), Maladie
Vermiculaire (Ditylenchus destructor)



APPENDICE C
Milieux de cultures et Solutions

Milieu B de King (KB) [296]

Peptone (Difco)
Glycerole (Prolabo)
K2 Hpo4 (Sigma)
MgSO, (Sigma)
Agar (Sigma)

Eau distillée

2049

15 mi
159
159
159
1000 ml

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

Milieu B de King (KB) liquide :
Milieu B de King (KB) [296] sans Agar

Milieu MURASHIGE et SKOOG ( MS) [297]

Sels minéraux (concentrations en mg/l)

Macro-éléments: (x 10) 10 ml
NH; NO3 1650
CaC|2 2 H,O 440
MgSO, 7 H,O 370
KNOs3 1900
KH, PO, 170
Micro-éléments: ( x 1000 ) 10 ml
CoCl; 6 H,O 0,025
CuSO, 5 H,O 0,025
MnSO, 4 H,O 22,3
KI 0,83
Na,MoOQO4 2 H,0 0.25
ZnSO4 7 Hzo 8.6
H3BO3 6.2
Fe- EDTA ( x 100) 10 ml
FeSO, 7 H,O 27,58
Na,-EDTA 37.25



APPENDICE C (SUITE)
Milieux de cultures et Solutions

Milieu Murashige et Skoog( MS) [297] (SUITE)

Vitamine

Thiamine.HCI 0.1
Pyridoxine.HCI 0.5
Ac.Nicotinique 0.5
Glycine 2,0
Myo-inositol 10
Sucre 20 g/l
Agar 541009/

pH = 5,8 autoclavage 20 minutes a 120° C

Solution de Tompon phosphaté [299]

Phosphate monopotassique(KH2PO4) 13.6099g\l d'eau distillée
Phosphate disodique (NA2HPO4) 14.196¢9\l d'eau distillée
pH=7,4

mélangant 2volum de NA2HPO4) avec 1 volume de KH2PO4)

4ml tompon phosphaté 0.1ML, pH = 7,4 \ 1g de poids frais
tompon phosphaté +échantillon virose+ 0.2 % de 2-mecaptoéthanol



APPENDICE D

1- RECOUVREMENT DES PUITS

L bt

Anticorps de recouvrement Incubation Lavages

2- ADDITION DE L'ANTIGENE

Anticorps ligé & I'enzyme Incubation Lavages

4- ADDITION DU SUBSTRAT DE L'ENZYME ET LECTURE

DO0000000000
020000000000
QO0000000000
DO00000000000
QO0000000000
Q20000000000
QOO0 0O000000
Lecture O20000002000

Substrat de l'enzyme Incubation

TEST ELISA
(ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY [358]



APPENDICE E

Caractéristiques de la variété Désirée (Urgenta x Depesche) [359]

Caractéristiques agronomique Désirée

Maturité : demi-tardif.

Tubercules : gros; peu sensibles aux chocs et au noircissement interne; peau
rouge; yeux superficiels.

Rendement : assez bon a bon; bon calibrage.
Matieres seche : teneur assez élevée.

Qualité culinaire : assez bonnes tenue a la cuisson; godt neutre; ne noircit pas
apres cuisson; bonne aptitude a la transformation en pommes frites.

Feuillage : croissance assez rapide couvrant bien le sol; peu sensible a la
secheresse.

Maladies : assez sensible au mildiou du feuillage; peu sensible au mildiou du
tubercule; assez sensible a l'enroulement; trés peu sensible au virus Y";
résistant a la galle verruqueuse.

Caractéristiques morphologique:

Plante : tiges assez nombreuses; longues; assez grosses s'étalant plus tard,;
nettement rouge brun; feuilles assez petites; rigides, vert foncé tirant sur le gris;
totale assez petites; avales a nervures assez en foncées; floraison abondante;
inflorescences vigoureuses; fortement colorées fleurs rouge violacé pale.

Tubercules : forme oblong allongé; peau rouge et lisse; chair jaune péale; yeux
superficiels.

Germe : allongé; long avale au début; en pousse courte plus tard; rouge violacé
assez pale; pilosité sorte a poils étales; bourgeon terminal petit; restant fermé
pendant long temps.



APPENDICE F

Eléments minéraux essentiels pour la pomme de terre [351].

concentration habituelle
chez des plants sains

Eléments Forme assimilable

(% Poids sec)

Macro éléments

Carbon CcO, ~44%
Oxygen H,O or O, ~44%
Hydrogen H20 ~6%
Nitrogen NO;™ or NH," 1-4%
Phosphore H,PO, or HPO42' 0.1-0.8%
Sulfur so,”” 0.05-1%
Potassium K* 0.5-6%
Calcium ca** 0.5-6%
Magnesium Mg®* 0.1-0.8%
Micro éléments

Fer Fe** or Fe*' 25-300 ppm
Chlorine Cl 100-10 000 ppm
cuivre cu®” 4-30 ppm
Manganese Mn? 15-800 ppm
Zinc zn** 15-100 ppm
Molybdenum MoO,* 0.1-5.0 ppm
Boron BO; or B,O,> 5-75 ppm
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