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Introduction

INTRODUCTION

La lutte contre les maladies des cultures est 'une des préoccupations majeures
des agriculteurs. Dans ce domaine, plusieurs progrés ont été accomplis par le
développement spectaculaire des produits phytosanitaires et @ un degré moindre
I'utilisation des variétés résistantes. Néanmoins, certaines maladies parasitaires,
notamment celles d’origine tellurique, restent encore mal maitrisé et continuent a

causer des dégats et des pertes économiques considérables.

Parmi ces maladies, les trachéomycoses et particulierement les fusarioses
vasculaires provoquent généralement un flétrissement des organes ou entrainent un
dépérissement progressif conduisant a la mort des plantes (Messiaen et al., 1990). Les
dégats provoqués par ces maladies sont importants et peuvent engendrer des pertes
appréciables. Ces affections peuvent apparaitre a tous les stades végetatifs et dans les
différents types de cuiture(pépiniere, plein champ, sous abris ét méme en culture
hydroponique). Parmi les fusarioses vasculaires les plus redoutables, celles affectant la
tomate, le lin et le palmier dattier. La fusariose du lin causée par Fusarium oxysporum
f.sp. lini, engendre des symptdmes caracteéristiques notamment le flétrissement apical
et la mortalité des plants a des stades juvéniles. La fusariose vasculaire de la tomate,
causee par Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, se caractérise particuliérement par
des flétrissements unilatéraux et/ou généralisés conduisant & ['obstruction des
systémes vasculaires et la mortalité des plants atteints. La fusariose du palmier dattier,
appelée communément le bayoud, causée par Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, est
une trachéomycose qui continue a sévir dans les pal‘merais algériennes provoquant la

disparition de millier de palmiers chaque année.

Les techniques classiques de lutte chimique (fongicides) et I'absence pratique
de variétés résistantes, ne donne pas souvent des satisfactions pour le contréle de ces
maladies. L'une des possibilités s’offrant & 'homme pour une meilleure maitrise de
cette microffore nuisible, en réduisant les menaces des produits chimiques sur
I'équilibre de F'environnement, est I'exploitation d'autres microorganismes telluriques

possédant des potentialités d’antagonisme microbien.

i
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De nombreuses études ont montré I'existence de sols suppressifs défavorable
au développement des fusarioses vasculaires alors que les agents pathogénes en
cause sont naturellement présents. Il a été démontré que I'établissement naturel de
populations de Pseudomonas spp. fluorescents est 'un des facteurs, de premiére
importance, impliqué directement dans la suppression des maladies dans ces sols dits

suppressifs ( Alabouvette, 1986 ; Lemanceau et al., 1988 ; Défago et Haas, 1990).

Durant ces derniéres années, un intérét particulier a été porté sur I'étude des
effets bénéfiques des Pseudomonas spp. fluorescents en association avec divers types
de cultures végétales. De nombreuses espéces de ce groupe bactérien qui colonisent
puissamment |a rhizosphére se caractérisent par des activités de bioprotection vis-a-vis
de nombreux agents phytopathogénes teliuriques et par des actions de biostimulation
de la croissance veégetale. D’'une maniere génerale, deux types de mécanismes sont
responsables de ces effets bénéfiques : I'un concerne la modification des équilibres
microbiens au niveau de la rhizosphére, l'autre concerne. la modification du

métabolisme et de la physiologie de la plante(Lemanceau, 1992).

Les effets d'antagonisme microbien sont étudiés a l'encontre de plusieurs
pathologies végetales, a I'exemple des affections vasculaires, des pourritures des
racines et des collets, des fontes de semis... . De nombreux travaux ont mis en
évidence les effets de ces rhizobactéries sur |la biostimulation de la croissance végétale

avec différents types de cultures conduites en conditions contrdlées ou a I'état naturel.

Les experimentations réalisées dans des conditions gnotobiotiques et en plein
champs rapportent des résultats trés diversifiés sur l'intensité et la qualité de ces effets
bénéfiques, mais restent prometteurs et encourageants pour leur application
futur. Dans l'ensemble, il ressort un mangue d'exploitation potentielle dans leur
application a grande échelle. Ceci est du principalement au manque de compréhension
des différents mécanismes d’action et la complexité des études relatives a I'écologie

des populations microbiennes au niveau de la rhizospheére.

Ce probleme majeur a incite les chercheurs a mettre en ceuvre des études
approfondies- sur les mécanismes d'action responsables des effets bénéfiques
recherchés. Ces mécanismes sont sommairement la compétition pour le fer et le
carbone, la production de différents métabolites a effet d'antibiose et /ou & effet de
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Introduction

biostimulation, a 'exemple des sidérophores, des antibiotidues ainsi que linduction de
la résistance systémigue contre les différents agents pathogenes. Les potentialités
biologiques des souches bactériennes en assurant ces effets bénéfiques, ne sembient
pas intéressantes si les souches n'expriment pas une certaine adaptation aux stress

physico-chimigues du sol, notamment au niveau de la rhizosphére.

Une meilleure connaissance des mécanismes et des conditions d'expression
des effets bénéfiques permet d’améliorer l'efficacité de la bactérisation et d’assurer la
stabilité et Ia reproductibilité des résultats obtenus. L'objeclif de notre travail est I'étude
des effets bénéfiques de quelques souches de Pseudomonas spp. fluorescents et
d'élucider leurs mécanisme susceptibles d'étre impliqués dans le processus de la

bioprotection des plants vis-a-vis des agents de la fusariose vasculaire.

Notre étude consiste, a partir d'un matériel biologique étudié précédemment
(Larbaoui,1999 ; Benchabane et a/,2000 ; Benzina, 2001) de mettre en évidence les
potentialités de certaines souches bactériennes dans [a production de métabolites
secondaires a effet d'antibiose sur les agents fongiques. Des essais d'évaluation des
potentialités de bioprotection chez ces souches bactériennes sont effectués A travers
des applications in situ en interaction avec la tomate vis-a-vis de Fusarium oxysporum

f.sp. lycopersici et avec le lin vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp. lini.

D'autres essais ont été conduit pour permettre la mise en évidence de action de
ces souches bactériennes dans l'induction de [a résistance systémique (IRS) chez des
plants de tomate. Pour une compréhension de leurs effets antagonistes au niveau du
-sol, des essais sur 'évaluation de la résistance des sols aux fusarioses ont été réalisés

sous {'effet de I'enrichissement du sol en fer et en glucose.






1

Geénéralités sur Pseudomonas spp. fluorescents

I- ANTAGONISME MICROBIEN EN LUTTE BIOLOGIQUE

Le principe de lutilisation des inoculums microbiens comme moyen de
controle biologique remonte a plusieurs décennies (Campbell, 1983} . Le concept de
la lutte biologique contre les parasites des plantes a été élucidé avant les années
1960, exclusivement dans un but expérimental sans orientation vers la pratique.
C'est en 1963 que Dr J.Risbeth a utilisé 'agent cryptogamique Peniophora gigantea
(Fr). Massée pour le controle de la maladie du pourridie des résineux causée par

Fomes annosum (Fr.) Karst. (Reddy, 1992).

De nombreuses publications portant sur le contrble biologique des maladies
des plantes soulignent le potentiel des populations bactériennes dans la réduction ou
linhibition des maladies phytopathogénes. Plusieurs isolats bactériens ont été
experimentés avec succes appartenant a divers genres bactériens tels
que : Agrobacterium, Arthrobacter, Azobacter, Baciflus, Enterobacter,
Flavobacterium, Serratia et Pseudomonas (Weller, 1988). L'emploi du potentiel
bactérien en lutte biologique a été souvent marquant vis-a-vis des insectes et des
maladies cryptogamiques. A la fin des années 1980, on a assisté a la formulation et
la commercialisation de quelques préparations microbiennes biocides pour lutter

contre les maladies fongiques et bactériennes telluriques sur diverses espéces

vegétales (Tableau 1).

Les maladies fongiques sont classiquement et en quasi-totalite controlée par
I'emploi des fongicides. Ces derniers ne sont pas toujours efficaces contre les
pathologies d'origine tellurique, telles que les fusarioses vasculaires, les
verticillioses, le piétin échaudage ou le chancre bactérien. En plus de leur limite
d'action, les incidences néfastes sur la pollution de I'environnement deviennent de
plus en plus intolérables (Reddy, 1992). L'intensification des méthodes de lutte
chimique a engendrée {'apparition et Ie' développement de populations microbiennes
parasites de plus en plus virulentes et résistantes a diverses formulations chimiques,
citant 'exemple de Venturia inaequalis (Cook) wint, Erysiphe cichoracearum DC et
de Botrytis cinerea. Pers. qui sont résistants au benomyl dont son utilisation reste

large et trés conseillee.
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Pour ces raisons d'ordre phytopathologique et pharmaceutique, le contrble
biologique des agents pathogénes par l'utilisation des bactéries antagonistes peut
constituer une alternative intéressante pour diminuer 'emploi abusif des produits

chimiques (Benizri, 2001).

A partir de la fin des années 1970, plusieurs travaux et publications ont
souligné l'existence de fortes potentialités biologiques chez certaines souches de
Pseudomonas spp. fluorescents dans le contrble biologique des agents fongiques
telluriques (Burr et al.,1978, Kloepper et Schrdth, 1978 ; Kloepper et al., 1980 ; Stutz
et al.,1986 ; Geels et al.,,1986). Ce groupe bactérien se caractérise par des facultés
d'adaptation dans divers types de sol et surtout au niveau des régions
rhizosphériques. A la suite de lintérét suscité par ces publications, une grande part
des travaux de recherche et d’expérimentation réalisé sur les rhizobactéries est
maintenant effectué avec des bactéries appartenant au groupe de Pseudomonas
spp. fluorescent qui inclut les espéces Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas
putida. La bactérisation des semences, des plantules ou des substrats de cultures
induit des effets positifs sur la croissance des plantes et peuvent conférer au
systéme racinaire une protection vis-a-vis des agents pathogénes du sol (Kloepper et
al.,1980 ; Suslow,1982 ; Weller,1988 ; Reddy et af., 1990 ; Lemanceau, 1892 ; Benizri
et al.2001). '

Les Pseudomonas spp. fluorescents ont été expérimentés avec succés dans
de nombreux essais conduits en condition contrblées et en plein champs dans des
conditions naturelles. Il a été souligné dans la quasi-totalité des travaux que
'antagonisme microbien s'exprime par plusieurs meécanismes comprenant
particulierement la compétition trophique, 1a production de métabolites secondaires a
effet antibiose vis-a-vis des agents phytopathogénes, l'induction de la résistances
systémique et la stimulation de la croissance végétales des plantes (Lemanceau,
1992 ; Reddy, 1992 ; Benizri, 2001).

De nombreux essais de bactérisation de sols naturels qui ont été tentes par le
passé se sont soldés par des échecs (Digat,1988). Il ne faut pas nier que I'évidente
complexité microbiologique du sol et le manque concernant les critéres de sélection
des souches bénéfiques jouent également un rdle important (Digat et Gardan,1987).
La sélection de souches performantes de Pseudomonas spp. fluorescents ne doit
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pas cependant se limiter aux seules activités de production de métabolites
secondaires a effet antagoniste et la synthése de substances de croissance qui
seraient de peu d'utilité si ces bactéries ne sont pas aptes a se maintenir et a
coloniser le systéme racinaire de la plante hdte (Lemanceau, 1992). Pour q'une
souche bactérienne stimulatrice soit efficace, il faut gu'elle parvienne a coloniser

efficacement la spermosphére ou la rhizospheére (Digat,1994).

Les bactéries antagonistes peuvent étre apportées par linoculation des
semences selon diverses techniques telles que le trempage, le pelliculage,
Il'enrobage ou I'encapsulation. Les plantules peuvent étre bactérisées par trempage
des racines dans une suspension bactérienne lors de fa transplantation du végetal.
Les sols et les substrats de culture sont bactérisés par des inoculums bactériens
- conditionnés & I'état liquide ou & l'aide de micro capsules spéciales renfermant les
al.,2001).

commercialisées et utilisées avec succeés (Tableau 1).

bactéries - (Benizri et Plusieurs préparations bactériennes sont

Tableau 1 : Exemple d’antagonistes microbiens commercialisés pour la
lutte biologique contre les maladies des végétaux (Reddy, 1992)

Antagonistes Pathogénes Maladies Cultures
g%i%gzittee,:g(ng 4 ﬁj%r;?:;fggum Tumeurs du collet horticulture
Peniophora gigantea :I?;i;of;si&ium Pourridie Coniféres
Trichoderma spp Pythium spp. Fonte des semis Cultures herbacées

Phytophtora spp

) S Plusieurs Maladie des .
Bacillus subtilis A-13 pathogénes Semences Arachide
Plusieurs
Pseudomonas pathogenes des ‘{Maladie des Cultures herbacées
fluorescens racines et des semences

semences
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La réussite du développement de [a bactérisation nécessite la résolution de
certains problémes clés tels que celui des formulations et des technologies
d'application des inoculums (Digat,1994). Egalement, la compréhension des modes
d'action des rhizobactéries et la connaissance approfondie de leurs exigences
physiques, métaboliques et biologiques ne peuvent que faciliter la selection des

souches bénéfiques (Digat,1988).

Les bactéries stimulatrices pourraient offrir progressivement dans un proche
avenir une alternative ou au moins un complément aux produits phytosanitaires et
aux intrants chimiques, ce qui correspond bien aux contraintes écologiques actuelles
et futures (Digat,1994).

Il- IMPORTANGE DES P.G.P.R.

lI-1- Généralités sur les Pseudomonas spp. fluorescents

Les Pseudomonas spp fluorescents sont des rhizobactéries non symbiotiques
que I'on rencontre communément dans l'eau, dans les sols et en particuliers au
niveau des rhizosphéres (Digat et Gardan, 1987). Ces bactéries arrivent a s'installer
et s'associer avec plusieurs plantes et induisent des améliorations significatives des
rendements (Flavel, 1988 ; Keel, 1991). Elles agissent directement:sur les racines en
stimulant leurs aptitudes physiologiques ou indirectement en limitant les actions

néfastes des agents pathogénes et déléteres.

Ce groupe bactérien dont |'effet global et combiné provaque un effet bénéfique
pour la plante, est dé'sighé par le vocable anglo-saxon : Plant-growth-promoting
Rhizobacteria (PGPR), synonyme de Rhizobactéries promotrices de la croissance

des plantes (Kloepper et Schroth, 1978).

Les Pseudomonas spp fluorescents font partie du genre‘ Pseudomonas sensu -
stricto {groupe ARN.l sensu. Palleroni).Le genre Pseudomonas appartient & la
subclasse des 8. Proteobacteria et renferme une grande partie des Pseudomonas
spp fluorescents en plus d'une autre partie de Pseudomonas non fluorescents
(Paileroni, 1984).
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Les Pseudomonas spp fluorescents se caractérisent par I'aptitude de
synthétiser en situation de carence en fer des sidérophores présentant un groupe
chromophore jaune-verf fluorescent sous rayonnement ultraviolet (Palleroni, 1984,
1992). Au sein de ce groupe, les espéces saprophytes & cytochrome oxydase
positive telles que Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas fluorescens et
Pseudomonas putida se rencontrent a une densité ¢levée dans des biotopes assez
variables (Holloway, 1992; Schroth et al/, 1992). Les especes Pseudomonas
flucrescens et Pseudomonas putida sont prédominantes et peuvent constituer plus

de 60% de la microflore bactérienne (Digat, 1994).

Les travaux relatifs & la taxonomie de P. fluorescens et de P. putida basés sur
la caractérisation phénotypique des bactéries par des tests métaboliques, la
composition en acides gras et les profils protéiques ont abouti a la subdivision de P.
fluorescens et de P. putida, respectivement, en cing et en deux biovars distincts
(Palleroni, 1984 ; Bossis et al., 2000). La subdivision de ces deux espéces en biovars
révélent les limites de l'identification basée sur les caractéres phénotypiques (Bossis,
2000). Pour ces raisons, la majorité des auteurs pour les designer utilisent le groupe

Pseudomonas fluorescens - putida (Défago et Haas, 1990).

De récents travaux sur la taxonomie de Pseudomonas fluorescens et de P.
putida et des recherches sur feurs écologie microbienne  complémentaires
soulignent la complexité de leur identification et la nécessité d'une utilisation des
méthodes phénotypes plus récentes et autres méthodes génotypiques associees aux
diversités écologiques et aux mécanismes d’action de ces bactéries (Bossis et al,,
2000).

lI-2- Effets bénéfiques des Pseudomonas spp fluorescents

Les effets bénéfiques des rhizobactéries (Figure1) sont lié¢s & leur position
stratégique dans l'interface sol-racine. En effet, le rhizoplan et la rhizosphére sont le
siége d'intenses échanges entre la plante et le milieu environnant (Curl, 1982). Les
bactéries ont une action directe sur la plante en améliorant son métabolisme et sa
physiologie; également, ces mémes bactéries agissent sur I'environnement de la
plante permettant d’assurer une protection relative du systéme racinaire contre les

agents pathogénes telluriques (Digat et Gardan, 1987 ; Digat, 1994).
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1I-2-1- Effets directs

11-2-1-1- Stimulation de la croissance

De nombreux travaux font état de la stimulation de la croissance des plantes
et de I'amélioration des rendements des cultures aprés leur bactérisation (Tableau
2). Les effets de la stimulation peuvent intervenir directement dans les différents
stades de la croissance du végétal en se traduisant par des gains au niveau de la
germination, du fonctionnement et de la croissance du systéme racinaire et du bilan

global en nutrition minérale de la plante ( Digat, 1994).

Il a été démontré que la stimulation de la croissance des plantes bactérisées
peut étre due a la synthése microbienne de substance de croissance analogues aux
- phytohormones  (Brown, 1974) telles que les auxines et les gibbérellines, les
cytokinines et I'éthylene (Frankenberger et al, 1991), F'acide lactique et l'acide
succinique (Yoshikawa et al, 1993) et certaines vitamines (Rodelas et al., 1993).
Egalement, quelgues souches de Pseudomonas fluorescens adhérentes aux racines

de légumineuses stimulent le processus de nodulation avec des isolats de

Rhizobium spp. (Lemanceau, 1992).

Certains travaux ont montré que les sidérophores microbiens spécifiques aux
Pseudomonas fluorescens peuvent étre une source de fer pour les plantes. En effet,
le fer ferrique chélaté par les sidérophores peut étre assimilé directement par le
systéme racinaire surtout que cet élément est indispensable & une grande partie des
activités physioclogiques de la plante {Crowley ef al., 1987). '

Lifshitz et al., (1987) ont associé I'effet bénéfique d'une souche G12-2 de
Pseudomonas putida sur I'amélioration de ['alimentation de la plante de Colza en
phosphore. Les Pseudomonas spp fluorescents augmenteraient la croissance en
phosphore soluble soit par la minéralisation des phosphates organiques, grace a des
phosphatases, soit par solubilisation des phosphates inorganiques sous l'effet des
acides libérés (Krasilnikoy, 1961) ; une partie des phosphates est alors reprise par le

systéme racinaire des plantes (Digat, 1994).
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Généralités sur Psendomonas fluorescens

Tabler<  Stimuation de Ia croissance des plantes et du rendement des cuitures aprés inaculation de souches de

Pseudomonas spp fluorescents.

Plante hdte Conditions Augmentations Références
expérimentales % du témoin)
conirdlées  production croissance  rendement
Beta vuigaris X 20469 Suslow st Schroth (1982b)
) X 21a77
Brassica X 223865 Lifshitz et al (1987)
campesiris X 7a19 Klcepper et al (1988)
Citrussp - X -> 116 Gardner et af (1984)
Cucumis sativus X 36458 Van Peer et Schippers (1989)
Espéces florales X : 18441 Yuen et Schroth (1986)
Lactuca sativa X kEEX:]S Van Peer et Schippers (1983)
X 20437 Digat et af (1990)
Lycopersicon X 25393 Van Peer et Schippers (1989)
esculentum X 26230 Digat et af (1990}
Malus sp
plantules X 23440 Caesar et Burr (1987)
porte-grefes X X 23121
fruits X 10 Digat et a/ (1988)
Oryza sativa X 3a160 Saldivel et
Gnanamanikam {1887)
Phaseolus vulgaris X 4328 Lermanceau et Samson (1983)
Raphanus sativus X - _ —> 567 Kloepper et Schroth (1978)
X —> 200
X 833320 Bakker et af (1987)
X 10-11 Bakker et af (1986)
X 73367 Burr et af (1978)
X T 2az4
Solanum X : —> 550 Geels et Schippers (1983)
tuberosum X 10-15 Geels et al (1986)
X 47 3 500 Kloepper et al (1980c)
X 1317
X 17 a37 Xu et Gross (1986b)
Triticumsp X 2aze Weller et Cook {1986}

X indigue le type de condilions expérimentates utilisé.
—> indigque 1a valeur maximale de faugmentation,



Généralités sur Pseudomonas spp. fluorescents

Certaines souches bactériennes appartenant au groupe Pseudomonas spp.
fluorescents semblent améliorer les facultés de germination de graines de colza
(Kloepper et al., 1986), des graines de tomate (Digat ef al., 1991) et des graines de
mais (Hofte et al., 1991).

H-2-1-2- Induction de la résistance

Il a été reconnu chez ce groupe de rhizobactéries un autre mécanisme
s'illustrant par l'induction de la résistance systémique chez les végétaux, phénomeéne
connu sous le terme « induced systemic resistance » (I. R.S.) (Kloepper ef al., 1992,
‘Pierterse et al,,1996).

QOutre les effets bénéfiques cités précédemment, de nombreux travaux ont mis
en évidence limplication des souches de Pseudomonas spp. fluorescents dans
I'induction de [a résistance chez les plantes contre differents agents pathogénes
fongiques, bacteriens et viraux (Van Peer et al, 1991 ; Maurhofer et al,, 1994 ; De
Meyer, 1997; M'Piga et al., 1997 ; Zehnder et al., 2001). '

Ce mécanisme d'induction de la résistance systémique chez les plantes, a été
veérifié vis-a-vis de plusieurs pathologies végétales(Tableau3). Dans le cas particulier
des fusarioses de nombreux travaux ont souligné l'efficacité de ces rhizobactéries
dans 'amélioration des nivaux de résistance des plantés a I'encontre de différentes
formes spéciales de [I'espéce Fusarium oxysporum et a l'encontre de l'espéce
Fusarium solani (Kloepper, 1993 ;-De Meyer, 1997) [l a été démontré également que
ces bactéries peuvent jouer le role d'éliciteurs efficaces responsables de I'activation
des génes de défense de la plante (Tuzun et Kloepper, 1995). Ainsi, la plante
sensit;ilisée, sous l'effet de la bactérisation, réepond fortement et rapidement a

['attaque microbienne sans perte importante d'énergie (M'Piga et al., 1997).

Dans les travaux réalisés par Lemanceau et Alabouvette (1993), le contréle
biologique du flétrissement fusarien du lin résulte de I'antagonisme microbien exercé
durant la phase saprophyte du pathogéne et de l'induction de la résistance de la

plante héte durant ia phase parasitaire du pathogéne.
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Généralités sur Pseudomonas spp. fluorescents

L'induction de la résistance chez l'ceillet a la fusariose vasculaire par la
souche WCs417r de Pseudomonas fluorescens a été clairement établie par Van
Peer et al., (1991). En effet le role de I'antagonisme direct entre Pseudomonas
fluorescens et Fusarium oxysporum f.sp. dianthi dans l1a protection biologique a pu
étre exclue expérimentalement grace a des inoculations séparées dans l'espace par
la bactérisation des racines et l'inoculation de la tige par des microconidies du
pathogéne. Aprés une semaine de fa bactérisation, une réduction signiﬁcétive du
nombre de plants malades de I'eeillet a été observée par rappbrt au témoin. La
souche WCs417r a été facilement isolée a partir des racines mais jamais a partir des
tissus de la tige, ce qui démontre que le contréle de la maladie n'est pas du a
I'antagonisme direct mais a {'induction de la résistance, sachant que le mode d'action

du pathogéne est quasiment vasculaire.

L'induction de la résistance peut se traduire par des modifications structurales
des parois végétales telles que la lignification des parois cellulaires (Anderson et
Guerra, 1985) et le dépdt de callose (Kloepper ef al., 1993). L'introduction des PGPR
dans la plante peut entrainer également des changements physiologiques et
biochimiques aboutissant 4 la synthése et & l'accumulation d'une panoplie de
substances antimicrobienne telles que les phytoalexines (Van Peer et al., 1991), les
composés phénoliques (M'Piga et al, 1997), l'augmentation de [lactivité des
protéines PR, les chitinases, B-1.3-glucanases (Hynes et Lazarovits, 1989), les
peroxydases-phénylalanine ammonia-lyase (PAL) et la chalcone synthase ( Zdor et
Anderson, 1992). ]

*

Maurhofer et al., (1894) ont signalé la présence de protéines PR,Viz,PR-
1a,1b-1c, endochitinase et 1.3-glucanase dans le liquide intercellulaire des feuilles
du tabac cultivées en présence de la souche CHAO de Pseudomonas fluorescens.
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Tableau 3 : exemples d'induction de la résistance systémique chez quelques plantes

vis-a-vis de différents agents pathogenes par des souches de Pseudomonas

fluorescents.
Piante hote |Agent pathogéne Références
concombre o Colletotrichum orbiculare - Wei et al.,, 1991
e Pseudomonas syringae pv. lachrymans | - Wei et al., 1991
e Pythium aphanidermatum
¢ Erwinia tracheiphila - Zhou et al., 1994
¢ Virus de la mosaique du concombre - Zehnder et al.,, 2001
(C.M.V). - Liu et al., 1992
Haricot e P. syiingae pv. phaseolicola - Alstrém, 1991
e Fusarium solani - Anderson et Guerra,
1985
Radis * F.o.f.sp. raphani - Leeman et al., 1995
- Vildhyasekaran et
Riz e Pyricularia oryzae al, 1997, Meena et
al., 1999
Tabac ¢ Virus de la nécrose sur tabac (T.N.V.} | - Maurhofer et al.,
1994
Tomate ¢ F.o.f.sp. radicis lycopersici - M'Piga et al,, 1997
F.o.f.sp. lycopersici - Duijff et al., 1998
¢ Virus de la moucheture de la tomate - Zehnder et al., 2001
(To.Mo.V)
oeillet ¢ Fusaium oxysporum f.sp. dianthi - Duijff et al,, 1993 ;
Van Peer et al,, 1991.

Selon M'Piga et al, (1997), les barriéres mécaniques et les substances
toxiques comme les phytoalexines et les composés phénoliques constituent les
premiers moyens de défense qui devancent Faccumulation des chitinases et autres

enzymes lytiques tels le B-1.3-glucanase qui compléte la désintégration des cellules

fongigues.

D'autres travaux ont également signalé que certaines souches de PGPR
présentent la capacité d’antagonisme et d'inhibition, via l'induction de la résistance
systémique de plusieurs agents pathogénes aussi bien fongiques que bactériens
inféodés au feuillage (Fodor ef al., 1997 ; Liu et al., 1995 et Hoffland ef al., 1995).
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La bacteérisation des feuilles de riz par la souche P.f-1 de P.fluorescens quatre
jours avant son inoculation par Pyricularia oryzae a provoqué une réduction
significative de l'intensité de la maladie (Vidhyasekaran et al., 1997 ; Meena ef al,,
1999).

Hofftand et al.,(1996) a montré qu'un prétraitement de plantules de radis
(Raphanus sativus) avec P.fluorescens induit une resistance systémique non
seulement vis-a-vis du champignon tellurique Fusarium oxysporum f.sp.raphani,
mais aussi vis-a-vis de bactéries pathogénes de Pseudomonas syringae pv. tomato
associées au feuillage et vis-a-vis d’autres agents fongiques, a I'exemple d'Alternaria

basicola et de F.oxysporum.
II-2-2- Effets indirects

Dans le sol, |'activité microbienne est intense en particulier dans la zone sous
linfluence des racines «la rhizosphere ». Les microorganismes trouvent en effet
dans ce biotope des substrats énergétiques libérés par les racines qu'ils peuvent
rapidement assimiler. Dans cet environnement complexe, les interactions entre les

microorganismes et la plante sont variables et interviennent sur plusieurs plans.

Un des mécanismes responsables des effets bénéfiques de certaines souches
de P. spp. fluorescents repose sur I'activité antagoniste qu'ils exercent & l'encontre
de microorganismes pathogénes agents responsables de maladies et d’aftération de

la physiologie et de la croissance végétale.
lI-2-2-1- Modification des équilibres microbiens

L'utilisation de bactéries antagonistes pour lutter contre les maladies d'origine
tellurique a fait I'objet de nombreuses synthéses bibliographiques (Schroth et
Hancock, 1982; Leong, 1986; Neilands et Leong, 1986; Flavel, 1988 ; Lemanceau,
- 1992) (Tableau 4). '
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' Tableau 4 Exemples de protection de quelques cultures par certaines
souches du groupe Pseudomonas Sluorescens-putida. Mattar (1993).

Plante hote

Maladie

Agent pathogéne

Références

Betterave

Beta vulgaris

Ble
Triticum spp

Pourriture racinaire
piétin échaudage

Pythium ultimum
var sporangiiferum
gramini
var tritici

Becker et Cook., 1988
Weller et Cook., 1986
Brisbane et Rovira., 1988
Weller et Cook., 1983
Weller et al., 1988
Keel et af., 1992
Kloepper, 1983

Wong et Baker., 1984

Colza nécrose et Rhizoctonia solani Dahiya et Woods, 1987 .
Brassica campestris | pourriture racinaire
Coton fonte de semis Rhizoctonia solani Howell et Stipanovic, 1979
_Gossypium spp. Pythium spp. Howell et Stipanovic, 1980
Loper, 1988
Cultures légumiéres fonte de semis Pythium spp. Elad et Chet, 1987
: Kraus et Loper, 1992
Paulitz et Loper, 1991
fusarioses Fusarium oxysporum ~ Scher et Baker, 1982
spp. Park et a/., 1988
Lemanceau ef alabouvette,
1991
Fusatum solani fsp. Vandenbergh et al., 1983
Phaseoli Anderson et Guerra, 1985
Anthracnose Colletotrichum
lagenarium Wei et al, 1991
Lin fusarioses Fusarium oxysporum |  Scher et Baker, 1980,1982
Linum usitatissinum fsp.lini :
Mais fonte de semis Pythium spp. Callan et al., 1990
Zea mays -
Qeillet fusarioses Fusarium oxysporum Yuen et al., 1985
Dianthus fsp.dianthi Van Peer et al., 1991
caryophyilus
Pois chiche Pythium spp. Kaiser er al., 1989 .
Cicer arietinum
verticilliose Verticillium dahlia Leben et af., 1987
pourriture des Colyer et Mount, 1984
Pomme de terre récoltes Erwina carotivorra Xu et Gross, 1986
Solanum tuberosum jambe noire Kloepper, 1983
Pseudomonas Rhodes et Logan, 1986
flétrissement solanacearum Kempe et Sequeira, 1983
Tabac pourriture racinaires Thielaviopsis - Stutz et af., 1986
Nicotiana tabacum bassicola Reddy et Patrick, 1992
Tulipe pourriture des Pythium spp. Weststijn, 1990
racines et tubercules
Tournesol fonte de semis Sclerotinia McLoughlin et al., 1992
Helianthus annus ' sclerotiorum
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Parmi les modes d’'action des Pseudomonas spp. fluorescents antagonistes,
la' compétition et 'antibiose ont été particulierement étudiés. La compétition peut
s'instaurer pour I'espace et pour les nutriments. Ainsi, Suslow (1982) suggére que
les PGPR seraient capables d'exclure les rhizobactéries deélétéres (DRB:
Deleterious Rhizobacteria) de certaines niches écologiques ou la production

d'exsudats racinaires est un fait majeur et décisif.

Méme si le role de la compeétition pour l'espace ne peut pas étre
complétement exclu, 'essentiel des travaux relatifs a la compétition instaurée par les
Pseudomonas spp. fluorescents porte sur la compétition trophique et en particulier |
sur la compétition pour le fer, comme en attestent les différentes synthéses
bibliographiques relatives a ce sujet (Heming, 1986; Leong, 1986; Loper et Buyer,
1991), cette compétition s’exerce principalement par le biais de sidérophores qui
peuvent stimuler directement la croissance des plants par P'augmentation de la
disponibilité¢ du fer assimilable aux alentours des racines ou indirectement par le
pouvoir compétitif en privant les autres microorganismes phytopathogénes de ces
ions indispensables & leur activité biologique. Ainsi privés de fer, les
microorganismes pathogénes se trouveraient dans des conditions limitant leur

croissance(Leong, 1986; Seong et Shin, 1996).

La plupart des Pseudomonas spp. fluorescents exercent des actions
d'antibiose également contre les agents pathogénes en syntheétisant des composés
antibiotiques tels que 2.4-diacétylphloroglucihol, les phénazines, la pyrrolnitrine, ou
de cyanure d’hydrogéne. Certaines souches produisent des enzymes lytiques telles
que les chitinases ou B-1.3-glucanase, aptes a dégrader la chitine ¢t les glucanes de

la paroi des champignons (O’Sullivan et O’'Gara, 1992).

11-3- Mécanismes d’action

les principaux mécanismes d’action induisant les effets bénéfiques sont
relatifs a des effets directs ou des effets indirects sur le végeétal. Les effets directs
concernent la modification du métabolisme et de la physiologie de la plante ; alors
que les effets indirects concernent la modification des équilibres des populations

microbiennes pathogénes au profit des agents utiles (Lemanceau, 1992).
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Il-3-1- Sidérophores

7 Les microorganismes sont souvent exposeés dans le sol & une carence en fer
due a son insolubilité dans les conditions d'aérobie et méme a linterieur de leurs

hotes végetaux {Crichton,1991)

Pour assimiler le fer et survivre dans ces conditions, les microorganismes
utilisent divers mécanismes dont le plus commun est la production de sidérophores
et leurs récepteurs membranaires ( Neilands, 1995). Le terme sidérophore (en grec,
porieur de fer) désigne des composés du métabolisme secondaire a faible poids
moléculaire, soluble dans I'eau et caractérisés par leur affinité au Fe®* (Neilands,

1981 et 1995).

Les sidérophores sont sécrétés dans le milieu extérieur pour chélater et
piéger le fer et le ramener a l'intérieur de la cellule bactérienne (Crowley et al., 1991;
Guerinot, 1994). La diversité des structures entre les différents types de
sidérophores est parfaitement considérable et dépend des spécificités génomiques

des microorganismes producteurs (O’Sullivan et O'gara, 1992).

Les sidérophores des deux espéces P. fluorescens et P. putida se traduisent
in vitro par I'émission d'un pigment fluorescent appelé ‘Pyoverdines” (Meyer et
Abdellah, 1979) ou “Pseudobactine’ (Teintze et al., 1981) qui forment avec le fer

ferrique (Fe**) un complexe ferripyoverdine ou ferripseudobactine.

Chez le groupe Pseudomonas fluorescens — putida, la competition pour les
ions de fer assimilable sont souvent corrélés avec ia suppression des maladies par le
biais du phénoméne de compétition trophique a I'égard de cet élément vis- a- vis des
agents phytopathogénes. Dans une autre étude, la souche Ps 88 de P. fluorescens
ainsi que son sidérophore purifié ont montré un effet inhibiteur de la croissance in
vitro de Pythium ultimum, de Pyricularia oryzae, de Rhizoctonia solani et une
réduction de 50% de lincidence de la maladie due au Fusarium (Seong et Shin,
1996).

i-3-2- Antibiotiques

Le genre Pseudomonas est considéré parmi les groupes microbiens
producteurs d'antibiotiques regroupant les microorganismes non filamenteux et non
sporogénes (Leisinger et Margraff, 1979). La production de composes antimicrobiens

par plusieurs souches de Pseudomonas a été reconnue comme un facteur majeur
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dans la suppression de plusieurs pathogénes des racines (O'sullivan et O'gara,
1992). Le role des antibiotiques a été mis en évidence grace a l'utilisation de mutants
ne produisant pas ces derniers (Jayaswal et al., 1990). Linberg (1981) a établi un
spectre d’activité d’'un antibiotique, la tropolone, synthétisé par une souche de
Pseudomonas fluorescens. Cet antibiotique manifeste des propriétés antagonistes a
'encontre de différents genres fongiques: Alfernaria, Cladosporium, Diplodia,
Fusarium, Helminthosporium, Pyricularia, Pythium et Rhizoctonia.

Egalement, deux antibiotiques ont éte mis en évidence par Howell et
Stipanovic (1979 et 1980), la pyoluteorine et la pyrrolnitrine, synthétisés par la
souche Pf.s de P. fluorescens se caractérisant par des activités inhibitrices de la

croissance in vitro de Pythium ultimum, de Rhizoctonia solani et d’autre espéces

fongiques.

Autres composés antimicrobiens synthétisés par les P.G.P.R. tels que I'acide
phénazine 1-carboxylique chez la souche 2-79 de P. fluorescens est responsable de
l'activité antagoniste & l'encontre de Gaeumannomyces graminis var tritici
(Thomashow et Weller, 1988). Cet antibiotique synthétisé également par d'auires
souches de Pseudomonas spp. fluorescents est efficace contre les différents
champignons cités précédemment (Brisbane et al., 1989). De méme Keel et al.,
(1992) ont démontré que 2.4- diacetylphloroglucinol synthétisé par la souche CHAO
de Pseudomonas fluorescens est en partie responsable de la protection du blé
contre Gaeumannomyces graminis var tritici et du tabac contre Thielaviopsis
basicola. ) |

La production d’acide cyanhydrique par certaines souches de P. fluorescens
peut aussi influencer les pathogénes des racines des plantes (O’Sullivan et O'gara,

1992). La protection du tabac et du blé vis-a-vis de quelques pathogénes telluriques'
a été assuré par la souche CHAO productrice HCN (Voisard et al., 1989).
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Ill- Action des PGPR sur les fusarioses vasculaires

1- Importance des fusarioses vasculaires

Les fusarioses vasculaires sont des tracheomycoses provoquée par diverses
formes spéciales de lespéce Fusarium oxysporum, induisant des symptdémes

typiques de flétrissement fusarien sur une gamme d’hétes de plantes assez large.

Ces maladies provoquent un flétrissement brusque et des jaunissements suivi
de nécroses. Sur des plantes ramifiées, certaines branches peuvent étre entiérement
flétries alors que d'autres restent a moitié saines ou totalement saines. Ces
symptémes sont en relation avec I'envahissement du systéme vasculaire par les
champignons provoquant [obstruction totale des vaisseaux. Des coupes
transversales dans les rameaux révélent fréquemment des brunissements des
vaisseaux résultant de l'activité des champignons qui y ééjournent(Messiaen et al,,
1990). | -

L'espéce Fusarium oxysporum, agent des maladies vasculaires se rencontre
dans de nombreux types de sols et représente 40% & 70% de la flore fusarienne
tellurique (Synder et Hansen, 1954). Il y a un niveau de spécificite élevé entre la
plante hote susceptible et les souches de F.oxysporum pathogénes. Cette spécificité
est caractérisée chez les formes spéciales et les races de Fusarium oxysporum

(Armstrong et Armstrong, 1981).

~ Le genre Fusarium appartenant a la classe des Hyphomycétes, se caractérise
par la production de microconidies, de macroconidies et de chlamydospores (Larryl
et al., 1993).. Ce genre renferme un grand nombre d'espéces telluriques qui peuvent
étre pathogénes, parasites ou saprophytes en association avec diverses plantes
(Djerbi, 1988).

Le cycle biologique de ce champignon comprend une phase saprophyte et
une phase parasitaire (Nelson, 1981; Beckman, 1989). En absence de la plante héte,
F. oxysporum est capable de survivre par la formation de chlamydospores qui se
conservent trés longtemps et souvent trés profondément dans le sol (Schippers et
Van Eck, 1981). Les chlamydospores en état de dormance reprernent la vie active
sous l'effet des exsudations racinaires de I'hdte (Schroth et Hildebrand, 1964). Dans

des conditions assez suffisantes en approvisionnement nutritionnel, le mycélium peut
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infecter les racines des plantes hdtes sensibles et colonisent 'Ie systéme vasculaire
(Beckman, 1989). Ainsi, la phase parasitaire se termine souvent, par la mort des
plantes infectées. Le cycle biologique reprend de nouveau par la phase saprophyte
qui commence par la dissémination du champignon sous forme de macroconidies ou
de microconidies a partir des plants malades (Afabouvette et Lemanceau, 1988). Ce
cycle peut étre constitué d'une période unique correspondant a une reproduction

asexuée continue qui se renouvelle et se perpétue sous forme conidienne (Walker,
1961).

Les trachéomycoses restent encore mal controlées et continuent a causer des
dégats et des pertes considérables. La gravité de ce genre de maladie réside
surtout dans la nature de l'agent causal, ses mécanismes d'actions et ses
potentialités de conservation dans le sol (Coutaudier et Alabouvette, 1981,
Lemanceau, Alabouvette, 1991). Dans de telles situations, les techniques classiques
de lutte chimique et la recherche de cultivars résistants restent insuffisantes pour la

maitrise de ces maladies.

La lutte chimique contre ces maladies par ['utilisation de fongicides est trés
difficile non seulement a cause de la répartition des ch!amydos'pores, a de grandes
profondeurs et sur de vastes étendues, mais aussi a cause du colt élevé des
opérations de lutte (Messiaen et al, 1990). L'utilisation intensive des fongicides
provoque un déséquilibre microbiologique du sol et une augmentation de la pollution
de l'environnement tellurique. La recherche de variétés résistantes est souvent
vouée a I'échec par I'apparition de nouveaux pathotypes et races de pathogénes qui

arrivent a surmonter cette résistance(Meena et al., 1999).

Ces derniéres années, un intérét a été porté sur I'étude expérimentale et
pratigue des potentialités bénéfiques des Pseudomonas spp. fluorescents en

bioprotection des cultures vis-a-vis des fusarioses vasculaires,
2- Effets des PGPR sur les fusarioses vasculaires

L'utilisation des PGPR en agriculture peut étre envisagée dans V'objectif de
lutte biologique contre les champignons pathogénes du sol. Des progrés récents de
purification et d'identification de métabolites synthétisés par les Pseudomonas spp.
fluorescents ont démontré que la suppression des fusarioses vasculaires est lice a
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production d’antibiotiques et a la compétition trophique, en particulier la compétition
pour le fer(M'Piga,1997).

Selon Seong et Shin (1996), la souche PS88 de Pseudomonas fluorescens et
son sidérophore purifié provoguent une réduction de 50% de [incidence de la
maladie due a Fusarium oxysporum. L’intfroduction de pyoverdine dans le sol
determine une diminution du taux de germination des chlamydospores des Fusarium.

L'antibiose exercee par les PGPR a eté mise en évidence in vitro et in sifu en
confrontant des souches de Pseudomonas productrices de composés antimicrobiens
et des agents phytopatogénes. Selon plusieurs travaux, les composés antimicrobiens
~clefs regroupant les phénazines (Thomashow et weller,1988) et 24-
diacetylphloroglucinol{Keel et., a/ 1989 ; Shanahan et al.,1992) sont impliqués dans
la résistance des sols aux fusarioses vasculaires (Alabouvette et al.,1996).

Un autre mécanisme développé par les bactéries promotrices de la croissance
est linduction de la résistance systémique. Cette derniére a été montré dans de
nombreux cas pour lutter efficacement contre des champignons affectant les racines
des plantes tels que Fusarium oxysporum f.sp. dianthi, F.o.f.sp. cucumerinum sur
concombre(Benizri et al.,2001); F.of.sp.raphani sur radis (Leeman et

al.,1995) ; F.of.sp.lycopersici sur tomate ( Duijff et a/.,1998).

L'ensemble de ces mécanismes qui se traduit par une réduction importante
des populations ‘microbiennes pathogénes favorise une meilleure disponibilité en
ressources nutritives influengant positivement les capacités d’absorption du systéme

racinaire ainsi que 'état physiologique général de la plante (Lemanceau,1992).

22



(Généralités sur Pseudomonas spp. fluorescents

IV-LES SOLS RESISTANTS AUX FUSARIOSES VASCULAIRES

Mis en évidence deés la fin du siécle dernier Atkinsou,(1892), le phénoméne de
résistance des sols aux fusarioses vasculaires a été¢ largement étudié (Toussoun,
1975; Alabouvette, 1986; Alabouvette et Lemanceau, 1996). Les sols résistants sont
des sols défavorables au développement de certaines maladies nonobstant la
présence naturelle des agents pathogénes responsables de ces maladies. Ces sols
sont aussi nommés sols suppressifs par opposition aux sols permissifs ol les
maladies se développent rapidement. Parmi les plus connus de ces types de sols,
les sols résistants aux maladies causées par: Pythium sp. , Phytophtora cinnamomi,
Rhizoctonia solani, Thielaviopsis basicola, Gaeumannomyces graminis Var. fritici et

Fusarium oxysporum (Schneider, 1982 ; Cook et Baker, 1983).

Un sol résistant a la maladie est un sol dans lequel la sévérité de la maladie
reste limitée malgré Ia forte densité de Pinoculum de I'agent causal, la susceptibilité
de la plante et les conditions environnementales favorables a son développement,
alors que le sol sensible développe une sévérité importante de la maladie en
présence d’une faible densité d'inoculum (Alabouvette, 1986). La réceptivité du sol
aux agents pathogénes telluriques refléte ia capacité d'un sol de permettre a un
pathogéne de se développer, de persister et d'exprimer sa pathogénécité sur la

plante hote (Alabouvette ef al., 1982).

Plusieurs cas de sols & caractére suppressif vis-a-vis de différentes formes'
spéciales de Fusarium oxysporum ont été étudiés et exploités dans des activités
agronomiques, notamment les sols de la région de Chéateaurenard (France) (Louvet
et al., 1976 ; Alabouvetie, 1986), et les sols de salinas valley (Californie) (Scher et
Baker, 1980 ; Baker et al., 1986).

Dans certains travaux sur la fusariose vasculaire, il a été relevé Peffet des
propriétés physico-chimiques du sol sur le développement de cette infection (Amir et
Alabouvette, 1993; Hoper et Alabouvette, 1996). La microflore naturelle du sol a un
effet prépondérant sur les propriétés de résistance des sols au développement des
fusarioses (Scher et Baker, 1980; Cook et Baker, 1983).
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IV-1- Effets des facteurs biotiques sur la résistance des sols

Dans des essais sur des sols résistants, le pouvoir suppressif a été inhibé
suite a des traitements a la chaleur humide. Les mémes constatations ont été
observées aprés les traitements chimiques par incorporation de methylbromide, et
physiques a l'aide de rayons y. Ces différents types d’actions létales pour les
activités biologiques indiquent clairement l'implication des activités microbiennes
dans le caractére suppressif ou conducteur de maladie (Alabouvette et al., 1977,
Rouxel et al., 1977; Scher et Baker, 1980). D'ailleurs, 'effet suppressif peut étre
restauré par I'addition d’une petite quantité de sol suppressif en un sol conducteur
d:éjé traité a la chaleur (Louvet et al., 1976; Scher et Baker, 1980; Schneider, 1984).

Les sols résistants aux fusarioses vasculaires limitent l'incidence et la séverité
des maladies fusariennes sur le bananier, I'ceillet, le concombre, le coton, le lin, le
cantaloup et la tomate. Malgré la diversité des cultures, cette résistance peut étre
spécifique aux flétrissements fusariens; elle est exprimée contre toutes les formes
spéciales de Fusarium oxysporum et non pas a l'encontre d'autres agents
pathogénes telluriques comprenant les espéces de Fusarium non vasculaires (Smith
et Snyder, 1971, Toussoun, 1975; Alabouvette ef al., 1380).

Cette action spécifigue démontre I'existence d'un mécanisme particulier qui
affecte seulement l'activité de Fusarium oxysporum. La suppression specifique
(Cook et Baker, 1983) est attribuée a un groupe particulier de microorganismes
antagonistes, comme Fusarium oxysporum non pathogene (Rouxel ef al.,, 1979;
Larkin ef al, 1993) ou Pseudomonas spp. fluorescents (Scher. et Baker, 1982;
Lemanceau et Alabouvette,1988 ; Larkin ef al., 1893).

La compétition pour les éléments nutritifs reste le principal mécanisme
d’action chez les microorganismes antagonistes impligués dans le phénoméne de
résistance des sols (Alabouvette et Lemanceau, 1996). Les espéces de
Pseudomonas spp. fluorescents qui ont un rdle majeur dans cette resistance
(Kioepper et al., 1980) produisent des sidérophores qui réduisent ia disponibilité du
fer. Les sidérophores bactériens ont une grande affinité et forment des complexes
plus stables avec le fer que les fusarinines synthétisées par Fusaiium spp (Emery,
1965) (Figure 2).Dans telles conditions de carence en fer, les chlamydospores des

Fusarium ne peuvent plus germer ; ainsi que I'élongation de leurs tubes germinatifs,
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- provoquant des limitations de leur développement de leur reproduction(Elad et
Baker, 1985).Le rble des antibiotiques a été mis en évidence grace a l'utilisation de

mutants ne produisant pas ces derniers (Jayaswal et al., 1990).

La compétition pour le fer par la production de sidérophores chez les
Pseudomonas spp. fluorescents est responsable de la réduction de la croissance in
vitro de Fusarium spp. et dans le sol (Elad et Baker, 1985). Egalement, Loper et
Lindow (1993) ont montré que les pyoverdines produits par la souche JL3551 de
Pseudomonas fluorescens sont responsables de la suppression de 95% de la

maladie causée par Pythium uftimum sur coton.

Le métabolisme microbien dans la rhizosphére dépend des sources de
carbone disponible (Loper et Schroth, 1986). La compétition pour I'énergie
conditionne également le niveau de réceptivité des sols aux fusarioses. Un
enrichissement des sols avec le glucose provoque une augmentation de la maladie

(Lemanceau et al., 1988).

La compétition pour les éléments nutritifs joue un role primordial dans les
mécanismes de [a résistance des sols ; cependant il n'est paé possible d’ecarter
limplication d’autres modes d'action comme I'antibiose. Cette derniére se manifeste
par la production de métabolites antimicrobiens tels que les antibiotiques, les
enzymes lytiques, les bactériocines et les composés volatils (Alabouvette et al,
1996). |

La production de 2,4 - diacétylphloroglucinol et de cyanure d'hydrogéne par la
souche CHAQ, isolée a partir d'un sol naturellement résistant est responsable de la
suppression de fa pourriture raCinaire.noire du tabac causée par Thielaviopsis
basicola. Egalement, les phénazines produits par les souches de Pseudomonas
spp. fluorescents sont responsables de la résistance des sols au piéetin échaudage.
Ces antibiotiques ont été aussi impliqués dans la suppression de Septoria tritici et
Tilletia laevis sur blé. En effet, cet antibiotique n'est pas produit seulement in vitro

mais il a &té détecté dans la rhizosphére du blé (Thomashow et al., 1990).

Beaucoup d'expérimentations ont montré que lintroduction des souches
sélectionnées de Fusarium oxysporum non pathogénes ou de Pseudomonas spp.
fluorescents dans les sols conducteurs ou substrats de culture augmente leurs

niveaux de résistance (Kloepper et al., 1980; Van Peer et al., 1990).
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Les bactéries appartenant aux Pseudomonas spp. fluorescents produisent
divers types de métabolites qui sont plus ou moins toxiques vis-a-vis de

champignons et de bactéries phytopathogénes (Défago, 1990).

Fusarium oxysporum non pathogéne qui est aussi impliqué dans la résistance
des sols n'a pas montré de modes d'action autre que [a compétition pour les
éléments nutritifs, la compétition pour les sites d’infection et I'induction de résistance

de la plante (Alabouvette et al., 1992).

Ainsi, Weller et Cook (1983), puis Pierson et Weller (1990) ont montré que
l'inoculation simuitanée de deux souches differentes de Pseudomonas spp.
fluorescents assure une meilleure protection du piétin que dans le cas de
l'inoculation avec I'une de ces deux souches bactériennes. De méme, la protection
contre la fusariose de la tomate est mieux assurée par l'association d'une souche de
Fusarium non pathogéne et d'une souche de Pseudomonas fluorescent par rapport

aux inoculations de ces deux agents séparément (Lemanceau et Alabouvette,

1991).

Compte tenu de la diversité et de la complexité des interactions entre la
microftore du sol et la plante, plus les mécanismes mis en ceuvre seront variés plus
I'efficacité de l'inoculation microbienne sera assurée. Cet objeclif est atteint par
l'utilisation de souches microbiennes aptes a synthétiser différents métabolites
intéressants et I'association d'autres souches exercant des mécanismes d’action

complémentaires {Lemanceau, 1992).
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IV-2- Effets des facteurs abiotiques sur la résistance des sols

La résistance des sols n'est pas independante des propriétés physiques et
chimiques du sol qui peuvent avoir un role direct ou indirect. Ces propriétes
abiotiques peuvent favoriser l'activité de la biomasse microbienne ou influencer la
balance entre les agents pathogénes et leurs antagonistes specifiques (Alabouvette
et al, 1996). Parmi les proprietés édaphiques impliquees dans la résistance des
sols, la texture, la structure, le pH, la température, la nature des argiles et la

concentration en micro-éléments sont les plus citées (Stotzky, 1986).

Il y a souvent absence de corrélation entre I'antagonisme microbien exprimé in
vitro et in situ. Selon Kraus et Loper (1992), la pyolutéorine a été responsable de
l'antagonisme in vitro de la souche Pf-5 de Pseudomonas fluorescens contre
f’ythium et a montré une faible suppression de la fonte de semis sur concombre. Les
souches de Pseudomonas spp. fluorescents doivent rencontrer un environnement
favorable & leur survie et & I'expression de leurs activités spééi{;ques recherchées

(Lemanceau, 1992).

Stuz ef al., (1989) ont en effet établi que la souche CHAO se révéle étre ﬁn
agent de lutte biologique efficace uniquement si elle est introduite dans un sol ou un
substrat comportant la vermiculite qui est une argile particuliére. Ce substrat semble
présenter une concentration en fer disponible suffisamment élevée pour permettre la

_synthése bactérienne d’acide cyanhydrique (Keel et al., 1989). Bahme et Schroth
-(1987) ont également montré que la colonisation bactéerienne est influencée par la
texture du sol. Ainsi, les argiles contribueraient a proteger les bactéries des stress
hydriques (Dupler et Baker, 1984). Selon Amir et Alabouvette {(1993), l'addition de
25% de montmorillonite, argile qui favorise la croissance bactérienne, était suffisante
pour rendre le sol sablonneux d'une palmeraie suppressif0 a la fusariose du palmier
dattier.

Les maladies induites par les espéces Aphanomyces, Phytophtora,
Verticillium et Fusarium sont plus frequentes en sols compacts (Miller ef al.,'1974).
Ces derniers sont moins aérés et montrent une grande résistance a la pénétration
des racines de la plante ce qui les prédispose plus aux attagues des

microorganismes pathogénes (Kuan, 1980).
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Les sois resistants aux fusarioses vasculaires sont habituellement alcalins. La
disponibilité du fer est affectée par le pH; a des pH élevés, il y a une réduction de fa
concentration de Fe*, ce qui favorise la production de sidérophores et augmente la

compétition pour cet élément (Lindsay et al., 1991).

La température affecte également la croissance bactérienne et la production
de sidérophores in vitro ainsi que la colonisation racinaire (Digat et Mattar, 1990).
Selon ces mémes auteurs, la synthése de sidérophores est obtenue seulement a des
températures inférieures a 28°C. La température influence également la synthése
d’antibiotiques; la production de oomycine parla souche HV37a de Pseudomonas
fluorescens était optimale a la température de 20°C faible a une température de 16 a
24°C (Guetterson et al., 1988).

L'humidité du sol est un facteur trés important pour la survie des souches de
Pseudomonas spp. fluorescents dans la rhizosphére (Howie ef al, 1987). Ces
mémes auteurs précisent que la sensibilité aux variations du potentiel hydrique du
sol est supérieure chez une souche introduite par rapport aux populations

microbiennes autochtones.

La disponibiité des micro-éléments tels que: Fe, Cu, Mg, Zn aux
microorganismes et & la plante est impliquée dans la résistance des sols a diverses

maladies (Tableau 5).

La matiére organique du sol peut contenir des substances actives comme les
vitamines, les régulateurs de croissance, les antibiotiques ou les toxines. Ainsi, la
composition dé la matiére organique du sol peut influencer la balance microbienne et
sa résistance & linstallation et au développement des agents pathogénes

(Alabouvette ef al., 1996).

Selon Hornby {1983), il y a une résistance a long terme observée pendant des
décennies qui est due probablement a la stabilité des propriétés du dol, cette
résistance disparait rapidement avec le changement des pratiques culturales. Alors
que la résistance a cours terme résulte d'un changement rapide des conditions

d’'environnement du au chaulage et 2 la fertilisation et aux travaux du sol.
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Tableau 5 : Relation entre la disponibilité des micro-éléments et la résistance des

sols aux maladies (Alabouvette et al., 1996)

Maladie Agent pathogéne Micro éléments | Références

Fusariose de I'ceillet | Fusarium oxysporum Fe (faible) Scher et Baker, 1982
f.sp. dianthi

Fusariose du lin Fusarium oxysporum Fe(faible) Lemanceau et al.,

f.sp. lini

1988

Fusariose de la
fomate

Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici

Mn, Zn, Fe (faible)

Woltz et Jones, 1972

Gale commune de
la pomme de terre

Streptomyces scabies

Mn (élevé)

Mc Gregor et Wilson,
1964

Piétin échaudage du | Gaeumannomyces Zn, Fe, CuetMn |Reis et al., 1982
blé graminis var tritici élevé

Nécrose racinaire | Aphanomyces Cu, Zn,(élevé) Lewis, 1973

de pois enteiches

Nécrose racinaire
de I'avocatier

Phytophtora cinnamomi

Mn et Fe (élevé)

Broadbent et Baker,
1974
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MATERIELS ET METHODES

I- MATERIELS BIOLOGIQUES
I-1- Isolats bacteriens

Sur la base des résultats obtenus dans les travaux précédents (Larbaoui, 1999 ;
Benchabane,fOOO; Benzina,2001), nous avons sélectionne cing souches de
Pseudomonas fluorescens (tableau 6) qui ont monfré des activités antagoniste

importantes.

Les souches de référence citées dans de nombreuses publications (Tableau 6),
nous ont permis d’établir des études comparatives dans certaines étapes de notre travail
- expérimental. La souche D2 de Pseudomonas putida a fait I'objet de plusieurs
expérimentations (Lemanceau,1992) et a montré des aptitudes de biocontrole fortement

appréciable.

La souche CHAO est citée souvent par référence a sa panoplie de métabolites a
effet antibiotique, démontrée dans plusieurs études{(Defago et al., 1990 Haas et al.,1991).
Pour corréler I'action de quelque métabolites secondaires, nous avons utilisé des mutants

de la souche CHAQ qui sont :

+ La souche CK4 déficiente en production de pyoverdines.
¢ La souche CK6 déficiente en production en diacetylphloroglucinol.

¢ La souche CK7 déficiente en production d'acide cyanhydrique.

La pureté des souches bactériennes a été verifiee sur le milieu B de King KB (King

et al.,, 1954) (annexe 1). Les cultures pures sont conservées a 4°c.
I-2- Isolats cryptogamiques

Pour la réalisation des essais relatifs aux activités antagoniétes, trois isolats
cryptogamiques ont été utilisés dans nos essais, il s'agit de I'isolat F.ol de Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici, agent de la fusariose vasculaire de la tomate , lisolat F.oln de

Fusarium oxysporum f.sp. lini, agent de la fusariose vasculaire d. lin et l'isolat F.oa de

Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, agent de la fusariose vasculaire du pafmier dattier

(Tableau 7).
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Tableau 6 : Origine des souches de Pseudomonas

Souches Plantes hotes Origine géographique
P64 Rhizosphere de Mitidja (Algérie)
S64 T)’:ﬁ’%%é;gig:" Ghardaia (Algérie)
20 F;glzr;’g?':f;ﬁlgf Ghardaia (Algérie)
s7 'T)‘:ﬁﬁ;ﬁ’_h iore du Ghardaia (Algérie)
66 T:ﬁ;’;‘l’,hdéggigru Ghardata (Algérie)

CHAO Rhizri:;t))gire du Suisse
CK4 Rhizosphere du Suisse
CK6 Rhizczgg!;(é:re du Suisse
CK7 Rhizc::ggire du Suisse

D2 Rhizosphere de la France
tomate

Tableau 7: Origine des Isolats cryptogamiques

f.sp. lycopersici (F.ol)

Isolats Plante hote Origine géographique
Fusarium oxysporum . ..
f.sp. fini (F.oln) Lin Dijon (France)
Fusarium oxysporum Tomate Dijon (France)

Fusarium oxysporum
f.sp. albedinis(F.oa)

Palmier dattier

Ghardaia (Algerie)

La vérification de la pureté des souches fongiques a été réalisée aprés une série de

repiquage successif du disque de chaque isolat cryptogamique sur milieu PDA {Jonsthon
et Booth, 1983) (Annexe 1). Aprés une semaine d'incubation a 30°C, des isolats purs ont

éte obtenus.
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I-3- Matériel végétal

Le matériel veégétal utilisé est la tomate, Lycopersicum esculentum Mill, (val
Marmande) procurée de [institut d'agronomie de Blida, et le lin, Linum usitassinium, (var
opaline) procurée du iaboratoire de pathologie du sol (INRA - Dijon - France).

Les graines de tomate et du lin sont deésinfectées par trempage dans leat
javellisees a 6° pendant 20 minutes. Aprés plusieurs ringages avec de 'eay distillée, les
grains sont déposés sur un papier filtre pour le séchage. Une fois séchées, les graines
sont déposées dans des pots contenants un melange de deux parts de sol désinfecte et
d'une part de tourbé. L'arrosage se fait quotidiennement avec de 'eau courante.

|-4- Sol

Le sol utilisé dans notre expérimentation est prélevé au niveau de fa station
experimentale de linstitut d’agronomie de Blida a partir d’'une parcelie non cultivée ay
moins depuis cing années. Les caracteristiques physico-chimiques du sol sont présentées
dans le tableau 8.

Tableau 8: Caractéristiques physico-chimiques du sol utilisé

Caractéristiques physico- .

chimiques Taux (%)

- Matieres organigues 3.80

- Phosphore 470 ppm

- Fer - 0.70-4.30mg

-PH 7.49

- Humidité hygroscopique 2.05

- Texture Limono-sableuse

Apres tamisage et élimination d'éléments grossiers, le sol a été désinfecté par
autoclavage a une température de 120°C pendant une heure. Cette opération de
dé‘sinfection a eété effectuée trois fois afin de réussir 3 éliminer le maximum de formes
vegetatives.
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li- PRODUCTION DE METABOLITES SECONDAIRES

lI-1 Production de sidérophoreé

II1-1 Production de pigment fluorescent

Les souches bactériennes dgées de 24h sont cultivées sur milieu B de King. La
lecture des resultats est effectuée par la recherche éventuelle d’'une diffusion d'un pigment
fluorescent dans le milieu, aprés incubation a 25 + 2°C pendant 24 a 96 h. Quand
l'intensité de ce pigment est forte, il est observable a f'ceil nu; dans le cas de faible

intensité il faut faire recours aux observations sous lumiére ultra — violette.

li- 2 Production d’acide cyanhydrique

Selon la méthode décrite par Voisard ef al, (1989), les souches bactériennes
ageées de 24 h sont ensemencées sur milieu King B additionné de 4,4 g/l de glycine.

Un fragment de papier filtre stérile trempé dans une 'sofution stérile d'acide picrique
a 0,5% et de carbonate de sodium a 2% est déposé aseptiguement sur la surface interne
du couvercle de chaque boite ensemencée. L'incubation est effectuée pendant 4 jours a

25°C. Nous avons effectué deux répétitions pour chaque souche bactérienne.

La production d’'HCN se traduit par une décoloration du papier filtre en orange —
brun. L'évaluation de lintensité de production d’'HCN est effectuée relativement aux

proportions de décoloration du pap}er filtre.
11-3 Production d’antibiotiques

L'extraction des antibiotiques a éte effectuée & partir des culfures de la souche
S20 S66 et S7 de P. fluorescens. | |

Des Erlenmeyers d'ur de 500 ml, contenants 100 ml de milieu ont été inoculés par
3ml de suspension bactérienne. L'incubation est réalisée a la température de 25°C a l'aide

d’'un shaker, en agitation continue a 150 tr/minute pendant 72 heures.
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li-3-1 Extraction des antibiotiques

Aprés trois jours cl’li/mub/}ﬁt'on en milieu liquide de King B, les cultures sont
centrifugées a 5000 tours/mirfute afin de permettre la séparation entre le surnageant et le
culot cellulaire. L'extraction a été effectuee a partir du surnageant avec ['utilisation de
l'acétate d'éthyle comme solvant organique.iCe dernier a été choisi sur la base des

résultats intéressant enregistrés 9" des expériences précédentes (Larbaoui,1,99£_921

A laide d’'une ampoule a décanter, I'acétate d’'éthyle est additionné a un volume
egal au filtrat, la mixture obtenue par une agitation manuelle de I'ampoule est soumise a
une décantation pour permetire la séparation entre la phase organique et la phase
aqueuse. La phase organique est récupérée et évaporée sous vide a laide d'un
évaporateur rotatif & 40°C. le résidu sec est récupéré dans 0.6 ml de méthanol avant

- d'étre soumis & une antibiographie pour connaitre ses activités antifongiques.
1I-3-2 Tests d’activités par antibiographie

Les tests d'antibiographie sont effectués avec les extraits organiques des souches
de Pseudomonas fluorescens vis-a-vis de trois isolats fongiques a savoir Fusarium

oxysporum f.sp. lycopersici, F.o. f.sp. lini et F.o. albedinis.

Pour chaque souche bactérienne, a l'aide d'une microseringue, des disques de
papier filtre (Wattman N°3) de 6 mm de diamétre sont imprégnés par I'extrait organique a
raison de 40 pl/disque. Le dépét se fait par fraction progressive en utilisant un séchoir

électrique a froid.

Les disques séchés et exposeés pendant 30 minutes sous UV sont déposés
aseptiquement & la surface du milieu PDA en boite de Pétri contenant 12 g/l d’Agar et pre-
ensemences avec lisolat fongique. Les boites de Pétri sont placées & 4°C pendant 2
heures afin de permettre la diffusion des antibiotiques dans l2 milieu et Finhibition
momentanée de la croissance mycélienne. Aprés incubation a 20°C pendant 24 & 48
heures, la lecture des résultats est effectuée par la mesure du diamétre des zones

d'inhibition en mm (diamétre du disque compris).
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HI- ANTAGONISME IN SITU

Les essais d’antagonisme in sifu ont été effectués avec les scuches P64, 564, S20,
CHAO, CK4 , CK6 et CK7 de P. fluorescens vis-a-vis de l'isolat cryptogamique: Fusarnium
oxysporum f. sp. lycopersici agent du fiétrissement fusarien de la tomate. Vis-a-vis de
I'isolat Fusarium oxysporum f. sp. lini agent du flétrissement fusarien du lin, les essais ont

été réalisés avec les souches P64 et S20 de Pseudomonas fluorescens.

Les essais d’antagonisme in situ ont été réalisés en interaction avec des plantules
de lin et de tomate conduites sous serre en verre. Les plantules sont issues de semis de

graines, désinfectées au préalable, a raison d’un plant par pot(figure 3).
111-1- Dispositif expérimental

Le dispositif adopté pour les essais de I'antagonisme in situ est un dispositif en
blocs aléatoires complets. L'essai est réalisé en trois blocs, dans chague bloc figurent
quatre & neuf traitements selon la culture effectuée. Chaque traitement est représenté par

une ligne de cing pots, dans chaque bloc, soit 15 plants par traitement.

Figure 3 : Disposition des plants

Les traitements en question sont :
o Sur la culture de tomate:
T(-) : Témoin négatif: tétmoin sain: plants inoculés avec 'eau stérile.
T(+): Témoin positif: témoin malade: plants inoculés avec la suspension fongique
de F.ol.
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T1:

Tzl

T3:

T4:

T5:

TeI

T7I

Plants inoculés par la suspension F.ol et bactérisés par la suspension
bactérienne de la souche CK4

Plants inoculés par la suspension fongique de F.ol et bactérisés par la
suspension bactérienne de la souche CK6
Plants inoculés par la suspension fongique F.ol et bactérisés par la suspension
bactéerienne de la souche P64
Plants inoculés par fa suspension fongique F.ol et bactérisés par la suspension
bactérienne de la souche CK7.
Plants inoculés par la suspension fongique F.ol et bactérisés par la suspension
bactérienne de la souche S64
Plants inoculés par la suspension fongique F.of et bactérisés par la suspension
bactérienne de |la souche CHAO
Plants inoculés par la suspension fongique F.ol et bactérisés par la suspension

bactérienne de la souche S20

¢ sur la culture de lin ;

T(-) : Témoin négatif: ttmoin sain: plants inoculés avec I'eayu stérile.

T(+): Témoin positif: plants malades: plants inoculés avec la suspension fongique

T1Z

TzI

de F.oln.

Plants inoculés par la suspension fongique F.oln et bactérisés par la
suspension bactérienne de la souche P64
Plants inoculés par la suspension fongique F.oln et bactérisés par Ia

suspension bacterienne de la souche S20

lll-2 Bactérisation et inoculation des plants

Les plants de tomate ou de lin au stade plantule sont bactérisés avec la suspension

-bactérienne des souches antagonistes et infestés par la suspension conidienne des isolats

cryptogamiques.

La

bactérisation des plants a été réalisée par des suspensions bactériennes

préparées a partir de crémes bactériennes dgees de 24 heures prélever sur milieu King B.

La concentration des suspensions bactériennes est déterminée en se référant apres

mesure de la densité optique, a une longueur d'onde de 620 nm, aux courbes étalons

réalisées par Toua (1996) et Benzina (2001) (annexe 2). Chaque pot est bactérisé avec

3mi de la suspension bactérienne de 10° C.F.U/ml.
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Aprés quatre jours de la bactérisation, I'infestation des plants a été effectuée par
des suspensions conidiennes de I'agent fongique a la concentration approximativement de

I'ordre de 107 conidies/g de sol a raison de 3ml/pot.

llI-3- Analyse statistique

L'analyse des résultats est basée sur I'analyse de la variance enregistrée dans les
traitements. Dans le cas de différences significatives, la comparaison des traitements est
effectuée selon le test Newman-Keuls au seuil de risque d'erreur de 5% pour déterminer

les amplitudes significatives (Dagenelie, 1975).

lll-4- Parameétres étudiés

Ill-4-1- Nombre de plants malades

Les observations de l'expression des symptomes et du développement de la

maladie ont débuté aprés 10 jours de l'inoculation par les suspensions fongiques.

Selon la symptomatologie typique du flétrissement fusarien, nous avons adopté une

échelle composée de cinq classes représentant des symptdmes caractéristiques de la

maladie qui sont

0 : Pas de symptomes.
- léger flétrissement basal.
: flétrissement unilatéral.

: fletrissement généralisé.

oW N -

: mortalité du plant.

llI-4-2- Indice de ia maladie

Le suivi de I'évolution de la maladie est basée sur deux paramétres: le nombre de
planrts malades exprimant le taux d’infection et la gravité de la maladie exprimée par la
sévérité des symptOmes apparus. Le plant est considéré malade dés I'apparition des

symptdmes de la classe 1. L'indice de la maladie s'exprime comme suit:

1{%) = (Total de plants malades / Total de plants observés) x 100.

I(%): Indice de maladie (en pourcentage).
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Hi-4-3- Sévérité de la maladie

La sévérilé de la maladie en se basant sur I'échelle d'infection citée ci dessus, est

exprimée selon la formule décrite par Fuchs et Défago(1991).

S(%) = [ £ ( E-a)/N.T x 100]

S(%): sévérité de la maladie en pourcentage

N: nombre total de plants observés

T: valeur du degrés le plus haut, en l'occurrence est de 4. ; |
E: classe de symptdme qui varie de 0 & 4 f
a: nombre de plants malades a la classe considérée. y

IV- INDUCTION DE LA RESISTANCE SYSTEMIQUE

L'essai de l'induction de la résistance systémique chez la tomate vis-a-vis de F.o
lycopersici a été effectué avec quatre souches P64 , CHAO, C:{4, de Pseudomonas

fluorescens et la souche D2 de Pseudomonas putida.

Nous avons effectué des inoculations séparées dans l'espéee par la bactérisation
d'une partie du systéme racinaire par la suspension bactérienne & une concentration de
10 C.F.U.Jml et linfestation de l'autre partie par la suspen.ion fongique a une

concentration de 107 conidies/ml (figure 4). Les suspensions bactériennes et fongiques ont

été apportées a raison de 10 mi/pot.

o
o

Figure 4 : Séparation du systéme racinaire en deux parties

(pholo : Paulitz, 1998)
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IV-1 Dispositif expérimental

Le protocole expérimental utilisé est inspiré de celui décrit par Liu et al., (1995) et
utilisé par Djuiff et al., (1997). Au stade plantule, les plants sont dépotés et secoués pour

éliminer les particules du sol adhérentes au systéme racinaire, et & l'aide d'un scalpel

stérile, on réalise une incision au niveau de la coiffe du systeme racinaire d'un plant
jusqu'a la base du collet. Cette opération permet la séparation du systéme racinaire en

- deux parties, chaque partie est transplantée dans un pot a part (figure 5 et 6).

Les traitements ont été organisés selon un dispositif en blocs aléatoires
'complets(figure 7). L'essai est realisé en trois blocs et chaque bloc comprend 11

_ traitements. Chaque traitement est représenté par une ligne de cinqg plants, soit 15 plants

par traitement, Les traitements étudiés sont :

T(-) : Témoin négatif: plants sains, inoculés par I'eau stérile.

T(+): Témoin positif. plants malades, inocules par la suspension fongique de

Fusarium oxysporum f.sp lycopersici ( F.ol).

- [T(+)} : Inoculation de la partie (A) par la suspension fongique et la partie (B) par de

T1Z

TzZ
T3:

T4Z

I'eau siérile.

Plants infestés par la suspension fongique F.ol et bactérisés par la suspension

bactérienne de la souche CK4.

Plants infestés par la suspension fongique F.ol et bactérisés par la suspension

bactérienne de P64 .
Plants infestés par la suspension fongique F.ol et bactérisés par la suspension

bactérienne de S20,
Plants infestés par la suspension fongique F.ol et bactérisés par la suspension

bactérienne D2,
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Partie
racinaire

l'lme Yincision verticale du

systéme racinaire en deux
parties jusqu’au collet

1- plant aprés dépotage

Partie A Partie B

7

2 -plant aprés incision du systéme
racinaire en deux parties

Partie A Partie B

3- Replantation du plant dans deux
pots séparément , chaque partie
racinaire dans un pot individuel

Figure 5 : Technique de séparation du systéme racinaire pour la bactérisation ct I'infestation des plants
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Figure 6 : Plant bactérisé et infesté et replanté dans deux pots séparés

Les plants conditionnés en deux parties (A) et (B) (figure5) ont été infestés par
le pathogéne et/ou bactérisation par 'agent antagoniste selon les traitements

suivant
Ts : Infestation de la partie (A) par la suspension fongique F.ol et bactérisation de

la partie (B) par |la suspension bactérienne de la souche CK4.

Ts : Infestation de la partie(A) par la suspension fongique F.ol et bactérisation de la
partie (B) par la suspension bactérienne de la souche P64

T, : Infestation de la partie (A) par la suspension fongique Fol et bactérisation de la
partie (B) par la suspension bactérienne S20.

Ts : Infestation de la partie (A) par la suspension fongique F.ol et la bactérisation de

la partie (B) par la suspension bactérienne de la souche D2,

Figure 7 : Dispositif expérimental de I'essai de I'induction de Ia résistance systémique
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IV-2- Paramétres étudiés
IV-2-1- Indice de la maladie

Les observations de I'expression des symptémes ont ét¢ effectuées aprés un mois
de la. bactérisation par la suspension bactérienne et infestation par la suspension
fongique. L'évolution de la maladie est basée sur le nombre de plants malades exprimant

le taux d'indice d'infection. Cet indice est calculé comme suit :

I{%)= totale de plant /total de plant observé)x 100
1(%) : Indice de la maladie (en pourcentage).

IV-2-2- Parametres de croissance
IV-2-2-1- Poids frais et poids secs de la plante

Aprés dépotage, la partie racinaire est éliminée et la partie aérienne du plant est
immédiatement déposée sur la balance pour déterminer son poids frais. Le poids sec est
déterminé aprés passage du plant mis dans des sachets en papier a température de 70°C

pendant 5 jours.

VI-3-Recherche de I'agent causal

La vérification de la présence de l'agent pathogéne Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici a été effectué par isolement a partir des fragments du collet des plants de
tomate des traitements étudiés. A I'aide d’'un scaipel désinfecté, nous avons découpé les
fragments du collet approximativement de deux a trois centimétres. Ces derniers
préalablement désinfectés a I'eau javellisée et rincer a I'eau stérile sont aseptiquement
déposés sur milieu PDA. L'observation de colonies fongiques est effectuée aprés une

semaine d'incubation a 30°C.

V- ETUDE DE LA RESISTANCE DES SOLS AUX FUSARIOSES VASCULAIRES

Cet essai consiste a étudier la résistance des sols a la fusariose vasculaire du lin
provoquée par Fusarium oxysporum f. sp. lini. Selon le concept des sols résistants,
nonobstant la présence de l'agent pathogéne et des conditions favorables & son
développement, la maladie reste limitée. Pour évaluer I'expression de la fusariose, nous

avons infesté les sols par des inoculums fongiques F.oln.
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Dans ces mémes sols nous avons effeclué des modifications microbiologiques par
leur bactérisation par les souches P64,CK4 de Pseudomonas fluorescens et des
moadifications nutritionnelles par des additifs en fer et en glucose, afin d’étudier leur impact

sur leur niveaux de résistance.
V-1- Bactérisation et Infestation du sol

La résistance des sols aux fusarioses vasculaires est en relation avec la densité de
l'inoculum fongique et ia présence des souches bactériennes antagonistes. Pour cela,
Iinfestation du sol a été effectuee par des apports dinoculums fongiques a des

concentrations croissantes de  10%10° conidies/lg de sol. Chaque concentration est

apportée a raison de 10mi/pot.

La bactérisation a été réalisée par linoculation de 10ml/pot de {a suspension

bactérienne dans le sol & une concentration de 10° C.U.F. /ml.
V-2- Amendement du sol en fer et en glucose

La réceptivité des sols aux fusan ses vasculaires varie en fonction de la
disponibilité en fer et en glucose asmm:lable Lg d spo?l;bllllte en fer a été modifié iée par des
en fer sous forme de chélates de fer (Fe EDTA: Acide, Ethylene diamine tetracetuque)
des concentrations croissantes 0 pl/g; 0,'5 ulfg; 1 plig. Le glucose en solution a été
apporté a des concentrations de 0 pg/g ; 0,5ug/g ; 1pg/g. Chaque concentration soit en fer

ou en glucose a été apporté a raisen de 10ml/pot.
V-3- Semis

Aprés toutes les opérations d'inoculation des suspensions fongiques, de
bactérisation par des suspensions bactériennes et d'amendements du sol en fer et en
glucose, nous avons réalisé le semis a raison de 10 graines par pot contenant 300 g de

sol stérilisé au préalable.
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V-4- Dispositif expérimental 1

Les differents traitements etudiés ont été répartis selon un dispositif expérimental
en blocs aléatoires complets avec deux répétitions pour chague traitement(figure 8 et 9).
L'essai représente la combinaison de quatre facteurs étudiés:

+ 1% facteur: Variation de la concentration de I'inoculum fongique: avec trois niveaux :
o (CH1): absence d'inoculums fongigues.

o (C2):inoculation du sol par une concentration de 10° conidies/g de sol.

o (C3):inoculation du sol par une concentration de 10° conidies/g de sol.

s 2°™ facteur: La bactérisation: avec trois hiveaux :
o (NB) : sol non bactérisé.
o (B1): sol bactérisé avec la souche Pg4 de P. fluorescens

o (B2): sol bactérisé avec la souche CK4 P. fluorescens.

o 3% facteur: Variation de la concentration du fer: représentée par trois traitements :
o (F1): sol non amendé.

o (F2): sol amendé avec une concentration de 0,5 pl/g de sol.

o (F3):sol amendé avec une concentration de 1ul/g de sol.

o 4°™ facteur: Variation de la concentration du glucose représentée par trois

traitements :
o (G1): sol non amendé par le glucose.

o (G2): sol amendé avec une concentration de 0,5ug/g de sol

o (G3): sol amendé avec une concentration de 1ng/g de sol.
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Figures 8 et 9: Dispositif expérimental de I'essai de la résistance des sols
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RESULTATS ET DISCUSSION

I- PRODUCTION DE METABOLITES SECONDAIRES
I-1 Production de pigment fluorescent |

Les souches de Pseudomonas fluorescens sont fluorescentes a I'exception de la
souche CK4. Cette pigmentation traduisant une production de sidérophores est visible a

I'eeil nu. L'intensité de la fluorescence est variable selon les souches testées.

[-2 Production d’acide cyanhydrique

Les souches bactériennes cultivées en milieu KB additionné de glycihe
présentent une bonne croissance. Celle ci peut étre du a I‘enrichissemeht du milieu par
un élément nutritif tel que la glycine ; sachant bien que les acides aminés peuvent étre
utilisés comme complément trophique pour un meilleur développement et croissance.
Au moment, de lincubation, une odeur particuliére est ~dégagee des boites

ensemencées et qui vire de plus en plus vers 'acidité.

Aprés 24 3 48h d’incubation, Les souches CHAQO, CK4 et CK6 présentent une
production moyenne d'HCN. Le reste des souches P64, S20, S66, S64 et S7 produisent

faiblement ce gaz.

Aprés 72h d'incubation, la plupart des souches présentant une production
“importante a I'exception de la souche CK7 qui n'a montré aucune trace de production

d’acide cyanhydrique(tableau 8).

Nous avons remarqué d'apreés les résultats obfenus, que la majorité des souches
bactériennes testées sont productrice d’'HCN en présence de glycine. Voisard et
al.,(1989) considérent la glycine comme un précurseur de la synthése bactérienne
d’HCN. Egalement, il amis que le métabolisme des Pseudomonas est influencé par les

nutriments mis a feur disposition(Leisinger et Margratt, 1979).
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Tableau 8 : Production d'acide cyanhydrique par les souches de Pseudomonas

spp fluorescents

Période d’incubation

Souches 24h 48h 72h
PG4 + + +++
S20 + + +++
566 + + +++
S64 + + +++
S7 + + +++
CHAO B ++ 44+
CK4 ++ ++ +4++
CK6 ++ ++ o+

CK7 - - -

D2 + + +++

-: pas de production d’HCN ; + : Faible production I’HCN ;
++ : moyenne production ’HCN ; +++ : forte production d’HCN.

I-3- Extraction des antibiotiques

D'aprés les résultats d’antibiographie (Tableau 9)(figure 10), les souches de |
Pseudomonas fluorescens testés présentent des activités d'antibiose assez importante

vis-3-vis des isolats cryptogamiques.

Les zones d'inhibition de diamétre de 20 a 21.5 mm‘indiquent des actions
antagonistes importantes vis-a-vis de l'isolat Fusarium oxysporum f.sp. albedinis par

I'ensemble des souches bactériennes.

Vis-a-vis de 'isolat F.o fini, 1a plus faible activité antifongique a été obtenue par la
souche S20 en assurant une zone d'inhibition de 12mm. Les souches S7 et S66 ont

provogqué les zones d'inhibition les plus élevées respectivement de 21mm et de 19mm.

Vis-a-vis de l'isolat F.o lycopersici, la plus importante zone d’inhibition de 20mm
a été enregistrée par la souche S7, le reste des souches S66 et S20 ont provoqué

respectivement des zones d’inhibition de 16mm et de 14mm vis-a-vis des trois isolats.
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Tableau 9 : Résultats d'antibiographie des exlraits des souches $20, S66 et S7

de Pseudomonas fluorescens vis-a-vis de trois isolats fongiques.

Isolats fongiques : Fo
F.o albedinis F.o lini o
Souches bactériennes lycopersici
S20 215 12 14
S66 20 19 16
S7 21 21 20

Note : Les valeurs représentent les diametres d'inhibition (en mm) y compris le diamétre du
disque en papier. _ :

D’aprés les résultats obtenus (Tableau 8), nous avons constaté la sensibilité
des isolats cryptogamiques aux extraits des souches de P. fluorescens testées. Nous
pouvons dire que ces souches bactériennes sécrétent dans le milieu King B des

substances actives antibiotiques capables d'inhiber la croissance mycélienne de ces

champignons.

Selon Maurhofer et al., (1992), la souche CHAO de P. fluorescens produit de

la pyolutéorine sur milieu King B et du 2,4 diécetylphloroglueinol sur milieu a I'extrait de

mait.

La plupart des antibiotiques synthétisés par Pseudomonas spp fluorescents
sont des phénazines (Thomashow et Weller, 1988; Lemanceau, 1992), des ‘d'érivés de
pyrrol (4 exemple, pyrrolnitrine) (Budzikiewiez,1993), des derives d'indole (a exemple
acétates indole) (Défago et al., 1990). Ces antibiotiques peuvent étre aussi des dérives
lipidiques (acide pseudomonique)(Chain et Mellows, 1977),des peplides (Sperabillines),
et 2,4,6-triacetylphioroglucinol  (Keel et al,1990, Shanahan et al., 1992;
Budzikiewiez,1993) .

Plusieurs études attribuent aux Pseudomonas spp. fluorescents des actions
d'antibiose sur la microflore pathogéne ou délétéres (Wong et Baker, 1984 ; Weller,

1988 ; Défago et Haas, 1990).
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Des travaux réalisés avec ces souches bactériennes (Benzina, 2000;
Mendes, 2000) ont montré une activité antagoniste in vitro trés importante des souches
$20, S66 et S7 de P. fluorescens a I'encontre des isolats fongiques Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici , Fusarium oxysporum f.sp. lini et Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis. Cette activité antagoniste peut étre liée aux actions d'antibiose exercees par

ces souches bactériennes, ce qui est confirmé par les résultats obtenus au cours de

notre essai.

Egalement, Ziegle et Correl (1988) rapportent que ta souche NP774 de P.
fliorescens produit un composé appelé “Fusarimycine” qui inhibe in vitro de

nombreuses formes spéciales de Fusarium oxysporum et réduit l'infection racinaire des

plants de céleri par F.o f.sp. apii.

Figure 10 : Antibiographie des extrais des souches $20 , S66 et S7 de Pseudc!itonas fluorescens vis a
vis de (a) Fusarium oxysporum f.sp. lini et (b) Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
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Il- ANTAGONISME IN SITU
ll-1- Fusariose vasculaire de la tomate

1I-1-1 Evolution de P'indice de la maladie

D'aprés les résultats obtenus (tableau10), nous avons remarqué que la
bactérisation des plants de tomate avec les souches bactériennes a permis de réduire
considérablement le nombre de plants malades par rapport au témoin positif. Le plus
faible indice de 21% de la maladie a été obtenu avec la souche Pgs. Dans le cas des
traitements bactérisés, le taux le plus élevé de 50% a été enregistré par la souche
CK4 Les autres souches bactériennes ont enregistré des indices allant de 30% a 46%.

Le maximum d'indice de 71% a été enregistré chez le témoin.

Tableau 10 : Evolution de l'indice de fa maladie (%) en fonction du temps

Traitements Jours aprés inoculation

10j 14j . 17j 21j 26j
CK4+F.ol(T1) | 28 28 42 42 42
CK6+F.ol(T2) 15 23 23 23 30
P64+F.ol(T3) 0 7 7 7 21
CK7+F.ol(T4) 25 25 25 33 50
S64+F/ol(T5) 20 25 35 35 35
CHAO+F.ol(T6) 8 8 16 16 | 33
SZO}F.oI(TT) 6 20 26 26 46
F.ol T(+) 14 - 28 28 57 71
Eau T(-) | 0 0 0 0 0

Dans le cas des traitements bactérisés, I'évolution de findice de la maladie est
moins importante que celle du témoin positif(figure 11). Notons que pour le cas des
souches P64 et CHAO, I'évolution de la maladie s’'est déclenchée d'une maniéere trés
lente ef méme négligeable par rapport au témoin positif dont I'évolution de la maladie
été trés rapide avec un indice de 57% au 21éme jour d'inoculation et de 71%au 26éme

jour.
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Figure 11 : Evolution de l'indice de la maladie en fonction du temps

lI-1-2- Evolution de la sévérité de la maladie

Les resullats obtenus (tableau 11, figure12) ont montré que la bactérisation a
permis la réduction de la maladie en comparaison avec le témoin positif. Dans le cas de
la bactérisation avec la souche Pgs, nous avons enregistré le plus faible taux de sévérité
qui est de 17%. La souche CKg a enregistré un taux de 25% suivi de 26% et 27%

-respectivement obtenus par les souches CHAO et Sy. Le témoin positif a enregistré

un taux de Fordre de 64%.
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Tableau 11: Valeurs de la sévérité de la maladie (%) en fonction du temps

Traitements

Jours aprés inoculation

10 14 17j 21] 26j
CK4+F.ol{T1) 21 28 39 42 42
CK6+F.ol (T2) 15 32 23 32 25
P64+F.ol (T3) 00 07 07 007 17
CK7+F.ol (T4) 25 25 25 33 41
S64+F.ol (T5) 35 35 35 35 35
CHAO+F.ol (T6) 08 08 14 16 27
S20+F.ol (T7) 06 13 21 23 26
F.ol T(+) 14 21 28 42 64
Eau T() - 00 00 00 00 00
—0— CK4+F.ol(T1) —a— CK6+F.0l(T2)
100 - —X— PB4+F.0l(T3) —%— CK7+F.ol(T4)
—o0— S64+F/0l(T5) —+— CHAO+F.0l(T6)
- 90 —=— 820+F.0l(T7) F.ol T(+)
eg 80 - - -+ - Eau T(-)
&
g 70+
3
»x 60 4
®
F 50
40 -
30 4
20 4
1Q -
0 .
19 ' 21 ) Periode (jours)

Figure 12 : Evolution de la sévérité de la maladie en fonction du temps

53



Résultats et discussion

L'evolution de la sévérité de la maladie dans le cas des traitements bactérisés
par les souches CHAQ, S20 et CK7 est assez faible par rapport au témoin positif. Nous
avons remarqué que l'évolution de la maladie s’est déclenchée aprés 14jours
d'inoculation avec un taux de 7% pour la souche P64 et aprés 10jours pour le reste des
souches. A la fin des observations, soit 26jours aprés l'inoculation, nous avons constaté
que les plants du témoin positif présentent des taux nettement élevés par rapport aux
traitements bactérisés. Il est a noter que le taux de maladie pariiculierement chez le

traitement bactérise avec la souche P64 n'est que de 17%.
[I-2- Fusariose vasculaire du lin

lI-2-1 Evolution de I'indice de ia maladie

La cinétique d'évolution de lindice de la fusariose de lin se présente d'une
maniére similaire chez le témoin et traitements bactéris%'gableau 12)(figure 13). Dans
le cas de la bactérisation avec la souche P64 dés le 27jour, aprés I'inoculation, I'indice
est déja de l'ordre de 41.17% qui a évolué rapidement aprés 33jows s pour atteindre pius
de 96%. 'II est & souligner que l'évolution de lindice de la m::_iadie est nettement
supérieure par rapport au témoin positif; surtout que ce deraer aprés 53jour de

I'inoculation n'a enregistré qu'un taux de maladie de 38.46%.

Tableau 12 : Evolution de F'indice de la maladie(%) en fonclion du temps

Jours apreés inoculation

Traitements
27j 30j 33j 37j 40j 43) 46f 49j 53j 65j 69j
PgstF.oln
(T1) 41.17160.78(96.07 [ 96.07 |96.07 | 96.07 | 96.07 | 96.07 | 96.07 | 98.03198.03
Szo"‘F.OI“ ‘
(12) 0 2.08 | 8.33 {20.83(20.83|20.83|20.83120.83120.83{20.83120.83
F.oln T(+) | 3.84 |23.07|38.46|38.4638.46|38.46|38.46|38.43138.46( 100 | 100
Eau T(-} 0 0 0 {0 0 0 0 0 0 0 0
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Figﬁre 13 : Evolution de l'indice de la fusariose du lin en fonction du temps

ll-2-2- Evolution de la sévérité de la maladie

Les taux de sévérité de la maladie obtenus dans le cas des traitements
bactérisés sont nettement inférieurs au témoin positif (Tableau 13). La bactérisation
avec la souche S20 a permis de réduire la sévérité de la fusariose & un niveau trés bas
de 14% et ce jusqu'a la fin de I'expérimentation. La bactérisation avec la souche P64,
n'a pas provoqué une inhibition déns la sévérité de la maladie. En effet, au début de
I'expérimentation, les plants de ce traitement présentent des taux de la séverité
dépassant méme ceux enregistrés chez le témoin malade (T+) aux méme périodes
d'observation. A la fin de I'expérience, soit 69jours aprés linoculation, le taux de
sévérité moyen de 68.13%, est presque similaire a celui du témoin positif avec un taux
de 68.13%.
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Tableau 13 : valeurs de la sévérité de la maladie (%) en fonction du temps

Jours aprés inoculation
Traitements
27j | 30j ( 33j | 37j | 40j | 43j | 46j | 49j | 53] | 65j | 69j
10.9 [ 15.1 |
Pss+F.oln(T1) P 9 24.01124.01133.33|34.31|39.70[44.11 | 50.98 | 60.29 | 68.13
Sx+F.oln(T2)| O | 52 | 2.08 | 520520 |520(6.26 | 6.25 | 6.25 |10.41|10.41
FolnT(+) |0.96!576| 9.61 | 9.61 | 9.61 |10.57|13.46|13.46|13.46(81.7381.73
Eau T(-) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

L'évolution de la sévérité de la maladie est importante aprés 65jour d'inoculation

avec un taux de 81.73% enregistré par le témoin positif, la maladie a donc pratiquement

atteint son apogée en provoquant la mort des plants(figure 15). Dans le cas de la

souche Sy, I'évolution de la sévérité est trés lente (figure14).

100
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- Figure 14 : Evolution de la sévérité de la fusariose du lin en fonction du temps
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Figure 15 ; Symptomes de la fusariose vasculaire sur les plants de lin

lI-3- Inhibition des fusarioses vasculaires

La bactérisation des plants avec les souches bactériennes de Pseudomonas
fluorescens induisent des effets bénéfiques trés significatifs en inhibant 'expression de
la fusariose vasculaire (tableau 14) (Figure16). La souche Sz a induit une inhibition trés
importante de 87.62% de la fusariose vasculaire du lin. Ceite maladie a été faiblement
réduite par la souche Pgsy avec un taux de 16.64%. Cependant, la sévérité de la
fusariose vasculaire de la tomate a été fortement réduite avec un niveau de 73.44% par
Ja souche P64. La soucheCK6 a également provoqué une forte inhibition de la méme
maladie avec un taux de 69.4% suivi de prés par les souches CHAO et S20 ayant
présentées des effets similaires. Les souches ont inhibé la maladie a des niveaux
appréciables allant de 34.38% a 45.32%.

Les souches expérimentées simultanément vis-a-vis des fusarioses
vasculaires de la tomate et du lin ont montré des actions variables. En effet, la souche
P64 ayant montré une forte inhibition en interaction avec la tomate n’a pas inhiber la
fusariose du lin qu'a un niveau de 16.64%. L'interaction de la souche bactérienne P64
avec l'agent fongique F.oln, peut contribuer a la création des modifications trophiques a
la faveur du pathogéne. Ce type de phénoméne peut étre similaire au synergisme
microbien. La souche S20 a montré plus d'efficacité dans l'inhibition de la fusariose du

lin en comparaison avec son efficacité obtenue par la tomate.
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Tableau 14 : Inhibition de la sévérité de la maladie par rapport au témaoin positif

. Taux d’inhibition de la maladie (%)
Traitements
Par rapport au F.ol T(+){Par rapport au F.oln T(+)
CK, 34.38 (D) NT
CKs 60.94 (B) NT
P64 73.44 (A) 16.64 (B)
CK; 35.94 (D) NT
Ses 45,32 (C) NT
CHAO 57.82 (B) NT
S20 59.38 (B) 87.26 (A)

NT: non testé
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Figure 16 : Taux d’inhibition des fusarioses de la tomate et du lin par la bactérisation

Le classement des traitements, selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%
montre nettement des groupes homogénes A,B,C et D et leur actions significatives
similaires ou différentielles dans le cas des deux maladies. Les traitements du groupe
(A) présentent le maximum d’efficacité concernant {a bioprotection des plants vis-a-vis

des fusarioses vasculaires étudiées.
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li-4- Interprétation des résultats

D’aprés les résultats obtenus dans ies tests d’antagonismes in situ, les souches
bactériennes ont montré des activités antagonistes importantes vis-a-vis des
champignons étudiés. Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici et Fusarium oxysporum
f.sp. fini. Cette activité antagoniste présente des degrés d'efficacilé variables selon les

souches bactériennes et selon |'isolat cryptogamique.

Nous avons également noté des activités antagonistes différentielles entre les
souches bactériennes vis-a-vis d'un méme isolat cryptogamique. La souche CK4 a
provoqué le plus faible taux d'inhibition de 34.38% de la sévérité de la maladie par
rapport a 'ensemble des souches. Sachant bien que la souche CK,4 est un mutant de la
souche CHAO déficiente en synthélise de sidérophores. Ainsi, I'effet antagoniste chez
les Pseudomonas fluorescens pourrait étre lié a la production du pigment fluorescent
(sidérophores) capables de chélater les ions du fer trivalent (Fe3+), provoquant un
appauvrissement du milieu en cet élément, ce qui se traduit par inhibition du
développement des éutres microorganismes, particulierement les populations
fusariennes {Kloepper et al.,1980 ; Mishagi et a/.,1982 ; Digat,1983).

Des effels inhibiteurs des pseudobactines purifiees des souches WC358 et
WC417 de Pseudomonas putida ont été observés in vitro sur la germination conidienne
de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Duijff et al., 1993) et de F.oxysporum schlecht
f.sp.lini (Reddy, 1992). Il a été signalé que les pyoverdines de Pseudomonas sont aussi
impliquées dans le biocontréle de la pourriture molle de la pomme de terre provoquee
par Erwinia carotovora subsp. carc;tovora (Kloepper, 1983; Coyler et Mount, 1984).

D’aprés les travaux de Défago et al., (1990), la souche CHAO de Pseudomonas
fluorescens synthétise de l'acide salicylique, un produit toxique sur de nombreux
pathogénes des plantes (Singhi, 1978 ; Saint-pierre et al., 1984). Des essais in vitro ont
montré que la réduction de la croissance des hyphes de F.o. f. sp. raphani est obtenue
seulement & des concentrations élevées d’acide salicyliqgue (Leeman et al., 1996).

Selon les résultats de nos essais, nous constatons que les souches ayant
montré un fort pouvoir d’antibiose réduisent de fagon frés remasquable la fusariose
vasculaire. Citant I'exemple de la souche Sy qui a enregistré uvi. taux d'inhibition de
87.26% vis-a-vis de l'isolat Fusarium oxysporum f.sp. lini et 'de 59.38% vis-a-vis de

lisolat Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.
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Nous avons également remarqué que la souche CHAO a montré une activité
antagoniste trés importante par rapport 8 son mutant CK; non producteur d’HCN. Selon
Leisinger et Margraff (1979), les Pseudomonas spp fluorescents produisent une gamme
assez variée de métabolites qui pourraient jouer un role dans l'effet antagoniste de ces
bactéries dans le sol. Cependant, nous pouvons suggérer que la réduction de Ia
sévérité de la fusariose vasculaire observée au cours de notre essai peut étre liée en
plus de la compétition pour le fer a la synthése d'antibiotiques et de {acide

cyanhydrique.

L'importance de I'antibiose dans les interactions microbiennes, impliquée dans
la protection biologique contre les maladies, a été soulignée par plusieurs travaux de
recherche (Flavel, 1988 ; Thomashow et Weller,1990 ; Lemanceau, 1992). Howie et
Suslow (1991), ont montré que la souche HV37a de P. fluorescens produisant un
composé “ oomycine A’ responsable a une limite de 70% de sa capacité de cette
souche a réduire l'infection racinaire due & Pythium ultimum et approximativement au

niveau de 50% de I'augmentation de I'émergence des plantules du cotton.

D’aprés les travaux de Défago et al., (1990), I'acide cyanhydrique produit par la
souche CHAQO de P. fluorescens est responsable de la réduction de la maladie causée
par Thielaviopsis basicola sur tabac; Pythium ultimum sur concombre et cresson et

Rhizoctonia solani sur cotton.

D'aprés les résuitats obtenus et comparativement aux souches de référence,
notamment la souche CHAQO, les souches P64 et S20 ont montré une activité
antagoniste trés intense lors de leur application in situ par rapport a 'ensemble des
souches bactériennes. Nous pouvons dire que ces souches peuvent étre exploitées

dans des travaux d’antagonisme microbien.

En comparant les effets de fa bactérisation sur i'expression des maladies a
travers le taux d'infection et le taux de sévérité, nous constatons que les effets
bénéfiques sont plus perceptibles sur la gravité des symptdmes. Ainsi, les sévérités
enregistrées, méme avec les traitements ayant montré des taux d'infection élevés
restent fai_ble a limitées par rapport au témoin malade. Donc, nous pouvons souligner le
caractére de tolérance chez les plants bactérisés ou’ il y a infection mais sans sévérité
gravissime. A I'exemple de la bactérisation avec la souche S20, le taux d'infection a

atteint 46% alors que la sevérité des plants malades n'est que de 26%.
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[li- INDUCTION DE LA RESISTANCE SYSTEMIQUE
{lI-1- Indice de la maladie

Les résultats (tableau 15, figure 17) montrent nettement I'effet inhibiteur induit
par la bactérisation. Chez les témoins infestés par le pathogéne,.l"indice d'infection est
maximal(100%). Avec les plants bactérisés et infestés au préalable sur le méme
systéeme racinaire, nous constatons des indices de maladies nettement inférieurs qui
varient de 13% a 33%. Dans le cas des plants ou’ le systéme racinaire est séparé en
deux parties ; une partie bactérisée et 'autre infestée mais séparément, les taux de
maladie sont plus élevés, allant de 37.5% a 66% en égalisant méme le témoin de 100%

avec les souches CK; et Syg.

Tableau 15 : Indice de la maladie (%)

Traitements Indice de la maladi:{%)
[CKA4+F.ol] (T1) 13 |
[P64+F.ol] (T2) 33
[S20+F.0l] (T3) _ 13
[D2+F.ol] (T4) 20
CK4- F.ol (T5) 100
P64-Fol (T6) | 37.5
$20-F.oT7) 100
D2-F.ol(T8) 66
T(+) Eau- F.ol | 100
[F.ol T(+)] 100
Eau T(-} 0

(TS5, T6, T7 et T8) traitement bactérisés et infeslés selon la procé iure (2) de séparation
du systéme racinaire en deux parties. Les autres traitements scn-bactérisés et infestés
sur la méme partie racinaire ( procédure 1).
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Figure 17 : Indice de la fusariose de la tomate dans les différents traitements

|1i-2- Sévérité de la maladie

La bactérisation des plants de tomate par les souches bactériennes de
Pseudomonas fluorescens a permis une reduction tres significative de la sévérité de la
maladie par rapport au témoin positif (tableau 15). Nous avons eriregistré des taux de
severité trés negligeable de la maladie par rapport au témoin positif dans le cas
d’interaction des souches bactériennes avec Tlisolat Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici. La bactérisation selon la procédure P2 a permis l'inhibition de I'expression
symptomatologique a des niveaux assez éleves. En effet, le maximum de sévérité, avec
un taux de 10%, a été obtenu avec la souche D,. La deuxiéme procédure de
bactérisation, séparant dans I'espace le pathogéne et son antagoniste, a permis aussi
de réduire la séverité méme en restant & des niveaux inférieurs par rapport a la
premiére procédure de bactérisation, Tinhibition est appréciabie par rapport aux
témoins. Les taux de sévérité enregistrés sont de 18.75% a 33% alors que le témoin

est de 62.5%.

I11-2-1- Effet de la bactérisation sur I'inhibition de la sévérilé de la maladie
Toutes les souches en interaction directe avec lisolat fongique Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici ont pu réduire la sévérité de la fusariose vasculaire a des
niveaux supérieur ou €gal a 80%. Egalement, ces mémes souches ont provoqué une
inhibition appréciable de la séveriteé de la maladie méme lorsqu’elles ne se trouvent pas
en contact direct avec l'isolat fongique. L'inhibition la plus élevée a été assurée par la
souche Pg4 avec un taux de 62.5% suivi de 60% obtenue par la souche CKy(tableau 17)

(figure 18 et 19).
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Tableau 16 : Sévérité de la maladie (%)

Traitements Sévérité de la maladie{%)
[CK4+F.ol] {T1) 6.66
[P64+F.ol] (T2) 8.33
[S20+F.ol] (T3) 6.66
[D2+F .ol] (T4) 10
CK4+F.ol (T5) 33.33
P64+F.ol (T6) 25
S20+F.o!l (T7) 18.75
D2+F.ol (T8) 33.33
T(+) eau -F.ol 62.5
[F.ol T(+)] 50
Eau T{-) 0

Tableau 17 : Effet de ia bactérisation sur I'inhibition de la sévérité de la maladie
provoquée par F. oxysporum f.sp. lycopersici

Traitements Taux d’inhibition par rapport
au témoin positif ;

[CK4+F.ol](T1) 86.68(A)
[P64+F.ol](T2) 86.67(A)
[S20+F.ol)(T3) . 86.68(A)
[D2+F.ol|(T4) 80. 00(A)
CK4+F.ol(T5) 60.00(B)
P64-F.ol(T6) 62.50(B)
S20-F.ol(T7) 46.67(C) |
D2-F.ol(T8) 46.67(C) |

*Les valeurs suivi de la méme letire ne présentent pas des différences
significatives au seuil de 5% selon le test de Newman- Keuls.
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Figure 18 : Sévérite et inhibition de la fusariose de la tomate dans les différents
traitements

Les similarités de l'efficacité é des techniques de bactérisation est regroupée
dans des groupes homogénes selon les tests de comparaison de Newman-Keuls. Ainsi,
les traitements bacterisé selon la procédure P1 avec l'ensemble des souches se
classent dans le groupe (A). Les fraitements bactérisés selon la procédure P2 avec les
souches CK4et P64 dans le groupe (B) et les souches S20 et D2 se classent dans le
groupe (C).

Ill-2-2- Effet de la bactérisation sur la croissance végétale

L'efficacité de la bactérisation, en terme de bioprotection, peut étre aussi
exprimée a travers la biostimulation de la croissance des plantes. A cet effet, e rapport
PF/PS peut étre un indice révélateur sur I'activation de la physiologie de la plante.
Comparativement aux plants sains(sans bactérisation), une augmentation de ce rapport

dépassant le taux 11% dans le cas de la bactérisation avec les souches avec CK4 et
P6&4.
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Figure 19 : Effet de la bactérisation sur te développement de la maladie sur les plants de tomate :

(a) : plants infestés par le pathogéne ; (b) : plants infestés par le pathogéne et bactérisies
_ D’aprés les résultats (tableau 18), la majorité des traitements présentent un
rapport PF/PS supérieur a celui du témoin négatif. En fonction des rapports enregistrés,
nous pouvons dire que la physiologie des plants de tomate est améliorée aprés la

bactérisation par les souches bactériennes (figure 20 et 21).

Tableau 18 : Poids frais, poids secs et rapport PF/PS des plants de tomate apres

bactérisation
Traitements Poids frais(PF) Poids sec(PS) PFIPS
[(p64+F.ol] 45.29 7.24 6.25
[CK4+F.ol] 4717 7.08 6.66
[S20+F.ol] 49.31 6.75 6.11
[D2+F.ol] 38.06 6.41 5.93
P64-F.ol 18.95 2.01 7 6.78
CK4-F.ol 17.52 2.95 5.93
S20-F.ol 13.63 3.42 | 5.64
D2-Flol 11.74 2.18 5.38
[F.ol T(+)] 37.36 6.12 6.10
F.ol T(+) - 12.13 2.55 5.44
Eau T(-) 14.46 2.34 5.74
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Figure 26 : El a bactérisation sur l'induction de la résistance systémiquur les lts bactérisés
et infestés par le pathogéne.

Figure 21 : Effet de la bactérisation sur I'élongation des systémes racinaires des plants bactérisés : (a) -
partie racinaire infestée par le pathogéne , (b) -partie racinaire bacterisée
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Ifl-3- Interprétation des résultats

D'apres les résultats obtenus, les quatre souches bactériennes ont montré des
effets inhibiteurs trés importants vis-a-vis de lisolat F. oxysporum f. sp. lycopersici.
La réduction de la sévérité de la fusariose vasculaire peut &tre attribuée aux effets
bénéfiques engendrés par les souches de Pseudomonas testées. Deux mécanismes
sont responsables de ces effets bénéfiques. L'un concerne la modification des
équilibres microbiens au niveau de la rhizosphere, l'autre concerne la modification du

- métabolisme et de la physiologie de la plante.

Nos résultats permettent de constater que la meilleure réduction de la maladie
avec des taux d'inhibition allant de 80 a 86.68%, a été obtenue dans le cas d'interaction
entre les souches bactériennes et Fisolat fongique. Cefte intense réduction peut étre
associée a l'antagonisme microbien direct exercé par ies souches bactériennes 2
I'encontre de l'isolat pathogéne incluant divers modes d'action tellz que la compétition,

l'antibiose ainsi que la réducliop de la résistance systémique chez la plante.
Lo Al

Egalement, dans le cas d’absence d'interaction entre les souches bactériennes
et lisolat fongique une inhibition assez importante de la maladie enregistrée par les
souches P64 et CK4 avec, respectivement, des taux d'inhibition de 62.5% et 60%.
L'absence de contact direct des souches antagonistes avec I'agent pathogéne sous-
entend annulation de V'effet de I'antagonisme microbien. La suppression de la maladie
enregistrée dans ce cas peut ‘&tre donc altribuée uniquement a linduction de la

resistance systémique chez la plante.

Il est & noter que la réduction de la maladie dans le cas d’interaction directe des
souches bactériennes avec l'isolat Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici est plus forte
que celle obtenue dans le cas d'absence d'interaction. Ceci peut étre expliqué par les

types de mécanismes impliqués dans cette réduction.

Selon Wei et al, (1996), I'action de Finduction de la résistance systémique
- comme mécanisme de contrble biologique, est une conséquence' de l'activation des
mécanismes actifs de défense de la plante qui sont activés par des agents inducteurs ;
tant dis que Pantagonisme microbien présente des actions directes comme la

compétition trophique et la production d'antibiotiques, de sidérophores et d’'HCN.

Les bactéries appartenant au groupe Pseudomonas spp fluorescents sont des
agents antagonistes efficaces produisant divers métabolites toxiques vis-a-vis de
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difféerents types de champignons et bactéries phytopathogénes (Weller, 1988 ; Défago
et al, 1990). Les sidérophores (pyoverdines, salicylates, pyochelines), ['acide
cyanhydrique et les antibiotiques (2.4-diacetylphloroglucinol, pyolutéorine et
pyrroniltrine) produits par la souche CHAO de Pseudomonas fluorescens sont
responsables de la suppreésion de nombreuses maladies telluriques (Voisard et
Défago, 1986 ; Défago et Haas, 1990 ; Haas et al., 1991).

Les résultats obtenus au cours de notre essai mettant en évidence I'induction de
la résistance systémique chez la tomate vis-a-vis de I'agent fongique F.ol, concordent
avec ceux obtenus déja par plusieurs chercheurs en utilisant la souche WCS417r de
Pseudomonas fluorescens inductrice de la résistance systémique sur plusieurs espéces
végétaies: Arabidopsis, I'ceiltet, radis et tomate (Van Peer et al., 1991 ; Duijff et al,,
1995 ; Leeman et al.,, 1995 ; Hoffland et al., 1996 ; Pieterse et al., 1996 ; Duijff et al.,

1998).

La résistance induite recouvre un ensemble de mécanismes par lesquels une
plante d'un génotype sensible & une maladie acquiert un caractere résistant aprés avoir

été traité par un stress biologique (Semal, 1989).

Plusieurs auteurs suggérent que la production d’HCN, de la pyolutéorine (plit) et -
de phloroglucinol provoquerait sur la plante un stress auquel elle réagirait par une
augmentation de son systéme racinaire et sa résistance naturelle (Défago et al., 1990 ;
Keel et al., 1992 ; Maurhofer et al., 1992).

Selon Maurhofer et al., (1994, 1998), I'acide salicylique, les pyoverdines produits
par les souches de P. fluorescens provoquent un signal local ou systémique induisant
une résistance du tabac contre le virus de la nécrose du tabac{TNV).

Egalement, les lipopolysaccharides (L.P.S.), les chaines latérales antigénes “o”
des souches WCS374 et WCS417 de P. fluorescens ont été impliquées dans {'induction
de la résistance systémique vis-a-vis du flétrissement fusarien de I'ceillet et du radis
(Van Peer et Schippers, 1992 ; Leeman et al., 1995). En effet, la souche mutante
WCS417r de P. fluorescens affectée dans les chaines latérales d’antigénes “o”, les
lipopolysaccharides de la membrane externe a montré une faible colonisation racinaire
(Duijff et al., 1997) ainsi qu'une reduction de sa capacité a induire une résistance

systémique (Van Peer et al., 1991 ; Leeman et al., 1995).
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Les Pseudomonas spp fluorescents peuvent stimuler fa procuction de composés
biochimiques liés aux mécanismes de défense de la plante hote (Albert et Anderson,
1987 ; Zdor et Anderson, 1992 ; M’piga et al., 1997).

La résistance a l'attaque de F.o. f. sp. radicis lycopersici des plants de tomates
bactérisés par quelques souches de P. fluorescens était surtout associée a I'induction
de la formation de barriéres structurales et biochimiques affectant défavorablement la

-croissance et le développement du pathogéne (M'piga et al., 1997).

Selon Van Peer et al., (1991); Duijff et al., (1993), l'induction de la résistance
systémique de leeillet vis-a-vis de F.o. f. sp. dianthi est accompagnée par une
accumulation de phytoalexines chez seulement les plants bactérisés par la souche
WCS417r de P. fluorescens.

Egalement, Meena et al, (1997) ont montré qu'une application foliaire de P.
fluorescens induit I'activation de I'enzyme PAL, de la chitinase, p-1.3- glucanase ainsi
qu'une accumulation des composés phenoliques dans les feuill2as du riz. Hynes et
Lazorovits (1989) ont signalé une augmentation des protéines “ PR ” dans les feuilles
de haricot suite a un traitement des semences par les P. fluorescens. Ces protéines
seules ou en combinaison ont présenteé une activité antifongique (Datta et
Muthukrishnan, 1999).

Les souches bactériennes utilisées au cours de notre essai ont montré en plus
des activités de bioprotection des activités de biostimulation de la croissance végetale.
D'aprés les résultats obtenus, nous avons constaté une corrélation entre le pouvoir
antagoniste des souches bactériennes vis-a-vis de F. ol et la capécité de stimuler la
. croissance végetale. Différents auteurs ont associé cefte stimulation, assurée par
certaines souches de Pseudomonas spp fluorescents a l'activité antagoniste qu'elles

exercent a I'encontre des champignons pathogenes (Lemanceau, 1992},

Les plantes dont le systéme racinaire a été amplemént colonisé par les
rhizobactéries antagonistes échapperaient a la pression habituelle de la microflore
tellurique résidente, leur croissance s'en trouvant du méme coup amélioré (Digat,

1988).
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Kioepper et Schroth (1981) ont mis en évidence que les souches de

Pseudomonas ayant provoqué une réduction de la densité des champignons et des
bactéries Gram+ sont les seules responsables de I'augmentation de la croissance des

tubercules de pomme de terre.

D'aprés Van Peer et al., (1991), les souches Pseudomonas spp fluorescents
agissent directement en modifiant la physiologie de la plante tout en améliorant son
alimentation minérale et elles agissent sur le métabolisme de la plante en améliorant sa
croissance. L'induction de la résistance systémique sur tabac provoque la suppression
de la maladie sous serre et au champ et 'augmentation de la croissance végetale

(Tuzun et al., 1986).

Les opérations de détection et de recherche de 'agent pathogéne, apporté lors
d'infestation des plants, ont révélé la présence de ['isolat fongique au niveau de la
majorité des fragments de collet des plants traités. La présence de ['agent
phytopahogéne indique clairement que le pouvoir pathogéne a été inhibé par la
bactérisation. Ce constat a été vérifié dans le cas des traitements D2 et P64 (figure 22)

Figure 22: Présence de 'agent pathogéne sur les fragments de collets prélevés a partir de plants de
tomate.

70



Résultats et discussion

IV- RECHERCHE DE LA RESISTANCE DU SOL A LA FUSARIOSE
VASCULAIRE DU LIN

IV-1- Effet de la concentration fongique

L'augmentation de la concentration de I'inoculum fongique s’est traduite par une
augmentation du taux de maladie (Figure 23). En effet, dans le sol {émoin C1 ol le taux
de maladie est nul, la maladie‘progresse avec la concentration C2 et C3 en induisant
des taux de maladie, respectivement, de 31.25% et de 56.25%. Ce constat confirme
- que le sol utilisé au cours de notre essai est un sol qui tolére une bonne activité
microbienne se traduisant par Finstallation du pathogéne et son développement et en
exprimant son pouvoir pathogéne aprés interaction parasitaire avec les plants de lin

{figure 24).

Figure 24 :Fltrissement du sommet
caractéristique ¢z la fusariose
vasculaire du lin.
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Vi- 2- Effet de la bactérisation

La bacterisation des sols par les deux souches bactériennes P64 et CK4 a
permis de réduire significativement le taux de plants malades, notamment dans le cas
. de Finfestation avec la concentration C2, soit 10° conidies /g de sol. Dans le cas des
sols infestés avec la concentration C3 (10° conidies/g de sol), la bactérisation a induit
un feger recul par rapport aux sols témoins C1, mais sensiblement inférieur par rapport

a la concentration C2 (figure 25).

VI- Effet de Paddition du fer

Les amendements en chéelates de fer dans le sol ont induit une augmentation
dans le taux des plants malades (figure 26). Nous constatons par rapport a la densité
fongique de 10° conidies/g de sol en absence du fer (C2F1 et C3F1) que les taux de
maladie sont inférieurs par rapport aux autres traitements. Avec les traitements
associés aux concentrations F2 (0.5ul/g de sol) et F3 (1ulfg de sol), il y a une

augmentation significative du taux de plants malades.

En comparant les traitements similaires, mais avec bactérisation avec la souche
P64 (figure 27), nous signalons 'absence d'inhibiton de la maladie, voir méme
'augmentation des taux de maladie avec les concentrations F2 et F3 additionnées au

sol. L'effet inhibiteur des bactéries a été annulé par les amendements en fer.

En ce qui concerne la bactérisation du sol avec la souche CK4, nous avons
enregistré une reduction trés sign.ificative de la maladie par rapport au témoin. A la
concentration du fer F2 de 0.5ul/g de sol, nous avons obtenu une annulation totale de la
maladie. L'apport du fer & la concentration F3 (1ul/g de sol) a provoqué un taux de
maladie de 46.66% avec la concentration fongique C2 et un taux de 50% avec la

concentration fongique C3 (Figure 28).
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Figure 24 : Effet de la bactérisation sur la maladie
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Figure 26 : Effet de'I’addition du fer sur la maladie

C1 : absence du pathogene ; C2 : Concentration de 10° conidies et C3 : Concentration de 10° conidies / g de sol
B1 : souche bactérienne P64 de P. fluorescens ; B2 : souche bactérienne CK4 de P. fluorescens
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Figure 27 : Effet cumulatif de 1a bactérisation par la souche et de 1’addition du fer
sur la maladie '
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Figure 28: Effet cumulatif de la bactérisation par la souche et de 1’addition du fer
sur la maladie

Cl.: absence du pathogéne ; C2 : Concentration de 10 conidies et C3 : Concentration de 10° conidies / g de sol
B1 : souche bactérienne P64 de P. fluorescens ; B2 : souche bactérienne CK4 de P. fluorescens
F1: pas d’addition de fer ; F2 : concentration de 0,5 pl et F3 : 1 pl de fer/ g de sol
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VIi-4 Effet de I'addition en glucose

L'addition du glucose dans le sol selon les deux concentraticns testées G2 et G3
provoque sensiblement augmentation des taux des plants matades (figure 29). Cette
augmentation est presque similaire avec les deux densités fongiques appliquées
(C2G2, C2G3, C3G2 et C3G3).

En introduisant la souche P64 dans les fraitements similaires, nous constatons
qu’il n'y a pas deffet inhibiteur notable sur fe taux de maladie. Les taux d'infections
enregistrés varient de 33.33% a 54.54% (figure 30). Contrairement, la bactérisaticn du
sol avec la souche CK4 provogque une réduction importante du taux d'infection des
plants du lin, notamment avec les concentrations G1 et G2. Avec la concentration G3,

le taljx d'infection reste toujours inférieur par rapport au témoin malade (figure 31).
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Figure 29 : Effet de I’addition du glucose sur la maladie
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Figure 30 : Effet cumulatif de la bactérisation par la souche et de ’addition du
glucose sur la maladie.
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Figure 31: Effet cumulatif de la bactérisation par la souche et de ’addition du glucose
sur la maladie

Cl1 : absence du pathogéne ; C2 : Concentration de 10° conidies et C3 : Concentration de 10° conidies / g de sol
B1 : souche bactérienne P64 de P. fluorescens ; B2 : souche bactérienne CK4 de P. fluorescens
G1 : pas d’addition de glucose ; G2 : concentration de 0,5 ug et G3 : 1 pg de glucose / g de sol
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liI-5 Interprétation des résuitats

Les résultats des essais de bactérisation des sols montrent des effets inhibiteurs
variables induits par les souches P64 et CK4 en interaction avec les différentes

concentrations en fer et en glucose de la fusariose vasculaire du lin.

Les effets de l'addition du fer et du glucose sur le taux de maladie ont été
fortement observés dans le cas det_la bactérisation avec la souche P64 et d'une
maniere moindre avec la souche CHAb Cette derniére est un mutant de fa souche
CHAO non producteur de pyoverdines. Nous pouvons donc suggerer que l'un des
mécanismes impliqué dans la résistance des sols a la fusariose vasculaire provoquée

par Fusarium oxysporum f.sp. lini est la compétition pour le fer.

Les résuitats de nos essais sont similaires a ceux obtenus par Scher et Baker
(1982) et Lemanceau et al., (1988). Ces mémes auteurs attribuent I'implication des
Pseudomonas spp. fluorescents dans la résistance des sols de Salinas Valley ( France)
et de Chéteaurenard (Californie). Ces mémes bactéries productrices de sidérophores
sont les principaux responsables de la faible disponibilité en fer dans la rhizosphére des

plantes provoquant une limitation en cet élement.

Dans les conditions de carence en fer, les Pseudomonas spp. fluorescents
produisent des sidérophores, les pyoverdines qui forment avec le fer ferrique (Fe*) des
complexes stables (Meyer et Abdallah, 1978). Le fer chélaté par les pyoverdines n'est
pas alors disponible pour les Fusarium; la croissance des tubes germinatifs issues de
leurs chlamydospores est réduite, ce qui diminue d'autant les risques d’infection des
racines des plantes (Scher et Baker, 1982). Ces derniers ont pu augmenter le niveau de
résistance de certains sols soit par apport de chélates de synthése, soit par introduction

des souches de Pseudomonas spp. fluorescents.

L’augmentation de la disponibilité du fer par introduction de chélates de fer Fe
EDTA (Acide Ethylendiamine tetracétique) & un sol résistant ou conducteur provoque
I'augmentation de la croissance du pathogéne et la sévérité de la maladie. La réduction
de la disponibilité du fer par introduction d'un fort chélateur de fer (EDDHA)
(Ethylenediaminedi-o- hydroxyphenylacétique-acide) réduit la croissance du pathogene
ainsi que la sévérité de la maladie dans les deux types de sols cités (Scher et Baker,
1982 ; Elad et Baker, 1985 ; Lemanceau et al., 1988). |
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Une corrélation positive a tété établie entre la quantité des sidérophores produite
in vitro par les différents isolats de Pseudomonas spp . fluorescents et leur capacité a
inhiber la germination de chlamydospores dans le sol et linhibition du fiétrissement
fusarien (Sneh et al., 1984 , Eladret Baker, 1985).

Selon Kloepper et al.,, {(1980), lintroduction de pseudcbactines partiellement
purifiées & partir de la souche B10 de Pseudomonas fluorescens dans le sol réduit le

niveau de la germination de chlamydospores chez Fusarium spp.

La promotion de la croissance du blé suite a la suppression de la pourriture
racinaire causée par Pythium a été obtenue en présence de la souche B324 de
Pseudomonas sp. mais non pas en présence de son mutant non producteur de
sidérophores (Becker et Cook, 1988).

Au cours de notre essai, nous avons enregistré une diminution remarquable du
taux de la maladie aprés la bactérisation avec la souche CK4 non productrice de
sidérophores. Nous pouvons donc dire que la compétition pour le fer par la production
de sidérophores n’est pas le seul mécanisme impliqué dans I'inhibition de la fusariose
vasculaire. D’autres métabolites ont été impliqués dans la suppression de la fusariose
telle que les antibiotiques, les enzymes et les composés volatiles {Loper et Lindow,
1993 ; Alabouvette et al., 1996).

L’addition du glucose ne provoque pas des effets d'inhibition notables sur
I'expression de la fusariose méme avec la bactérisation du sol avec la souche CK4. En

effet, des taux de maladie inférieurs se rapprochent de ceux obtenus par les témoins.

Selon Loper et Schroth (1986), le métabolisme microbien dépend des sources de
carbone disponible. La production de oomycine est induite par le glucose (James et
Gutterson, 1986), alors que la production de 2,4 - diacetyl phloroglucinol par
Pseudomonas fluorescens était faible en présence de glucose ou de surbose, mais
forte en présence de saccharose, du fructose ou du mannitol (Shanahan et al., 1992).
Egalement, la glycine est nécessaire pour la synthése de cyanide (Castric, 1977). La
production de sidérophores par Pseudomonas fluorescens est aussi lice a la présence

de divers hydrates de carbone (Alabouvette et al., 1996).

Alabouvette et al., (1985), ont démoniré que le niveau de réceptivité du sol est
en relation avec leur niveau énergétique. Le carbone est un élément indispensabie a la
germination de Fusarium soumise a la fongistase des sols.
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Les travaux réalisés par Lemanceau et Alabouvette (1988), ont montré que

I'enrichissement des sols avec le glucose provoque une augmentation de [a gravité de

la maladie.

D’aprés nos résultats, nous avons constaté que la réduction de la fusariose
vasculaire du lin varie en fonction de la souche bactérienne introduite et en fonction des

concentrations de fer et de glucose apporiées.

Selon Alabouvette et al., (1996), l'introduction dans un sol d'un seul agent
antagoniste ne peut pas aboutir 2 une suppression stable et durable de la maladie,

quoiqu'il est possible de diminuer la sévérité de la maladie, mais cet effet

habituellement ne dure pas longtemps.

Egalement, la compétition pour le fer, comme la compétition pour d'autres
éléments énergéliques serait sous la dépendance de facteurs géneraux lies & la

biomasse globale du sol en microorganismes (Cook et Baker, 1983).

Nous pouvons conclure que la résistance des sols resulte d'interaction complexe

entre la masse microbienne et les conditions abiotiques édaphiques.
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CONCLUSION

Les résultats de l'extraction d'antibiotiques effectuée a partir des cultures
bactériennes ont monté que les souche S20, S66 et S7 synthétisent des antibiotiques
sur le milieu B de King(KB). Ces antibiotiques présentent une activité antifongique
trés importante vis-a-vis des trois isolats fongiques testes, a savoir Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici; F.o.f.sp.lini et F.of.sp. albedinis. La plus importante
activité a été obtenue par les souches S66 et S7 en induisant des zones d'inhibition

de l'ordre de 16 mm a 21 mm.

La bactérisation des substrats et des plants a montré des effets antagonistes
des souches bactériennes appliquées vis-a-vis de Fusarium f.sp. lycopersici ,
induisant une inhibition trés appréciable de la sévérité de la maladie. La plus forte
activité antagoniste a été enregistrée par la souche P64 en réduisant de 73.44% la
sévérité de |la maladie par rapport au témoin malade. L'application in situ des deux
souches antagonistes P64 et S20 a I'encontre de Fusarium oxysporum f.sp. lini . La
souche S20 a pu induire une inhibition trés significative de l'ordre de 87.26% de la

sévérité de la maladie sur les plants bactérisés.

A travers les résultats obtenus, nous avons constaté que Ies meilleures
activités antagonistes ont été induites par les souches bactériennes ayant I'aptitude a
synthétiser des métabolites secondaires tels que les antibiotiques, [l'acide
cyanhydrique et les sidérophores. Ceci a été remarqué dans le cas des souches
CHAO, productrice dHCN et P64 et $20 productrice d'antibiotiques. Nous pouvons
dire d'aprés I'étude des activités antagonistes in sifu vis-a-vis des isolats F.ol et F.oln
que les souches P64 et S20 par leurs trés fort effet antagoniste, peuvent jouer un

rble en qualité d’antagoniste microbien dans le contrble de la fusariose vasculaire.

Les souches bactériennes testées, P64, S20, CK4 et D2, ont montré leur
implication dans linduction de la résistance systémique chez les plants de tomate
bactérisés et ce en dépit de la présence du pathogéne. Cette induction a été
fortement observée dans le cas des souches P64 et CK4. Ces derﬁiéres, en absence
d'interaction avec l'isolat F.ol, provoquent une inhibition, respectivement, de 62.5% et
de 60% de la maladie. Nous avons également signalé qu'il y a eu méme une

stimulation de la croissance des plants de tomate par rapport au témoin. Cette
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stimulation a été observée surtout avec les plants bactérisés avec les souches

présentant une forte activité antagoniste a I'encontre de l'isolat F.ol.

Il a été noté une augmentation progressive du taux des plants malades en
fonction de l'accroissement de la densité fongique dans le sol. Dans ces mémes
conditions, la bactérisation du sol avec la souches P64 et CK4 a provoqué une
réduction du nombre de plants malades. L'enrichissement du sol, avec des
concentrations différentes en fer et en glucose a induit une variabilité différentielle
~dans l'expression de la maladie. Ce constat a été observé notamment avec la
souche P64 ol les concentrations de fer ont engendré une variabiiité dans le taux de
plants malades. Avec les traitements associés avec la souche CK4, mutant
déficiente en pyoverdine, l'effet de I'addition du fer n’a pas influencée I'expression
de la maladie. L'enrichissement du sol en glucose a provoqué des variations
notables dans I'expression de la maladie, particuliérement dans le cas de la souche
CK4 ol il y a un taux de maladie élevé. Ces résultats mettent en évidence non pas
uniquement l'effet des sidérophores sur le phénoméne de bioprotection, mais

également I'effet de la compétition trophique.

Les résultats obtenus confirment donc que les souches de Pseudomonas spp.
fluorescents peuvent assurer une bioprotection des plantes vis-a-vis des agents
pathogénes non seulement par la production de métabolites toxiques mais

également par l'induction des réactions de défense de la plante .

Au vue des conditions de notre expérimentation, il est difficile de se
prononcer sur les vraies potentialités des souches bactériennes, il est judicieux de
multiplier les essais dans des conditions expérimentales variables. Selon les
résultats obtenus, il est intéressant de poursuivre les essais en prenant en
considération l'interaction rhizobactéries - agents pathogénes d'origine tellurique
avec la plante hote et la détermination des divers mécanismes qui sont en jeu.
Egalement, I'étude des capacités de colonisation rhizosphérique, d'adhérence
racinaire et de résistance aux facteurs d'environnement s’avére obligatoire pour
augmenter les chances de réussite de la technique de biocontrble. Il serait
nécessaire d'entamer des recherches sur les technologies de formulation des

inoculums bactériens pour permettre une bactérisation efficace et uurable a I'echelle

de production.
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MILIEU B de King (King er al., 1954)

Peptone (Difco) 20g
Glycerole (Prolabo) 15 m]
K2 Hpo, (Sigma) 1,5¢g
MgSo, (Sigma) 15g
Agar (Sigma) 15g
Eau distiliée 1000 m]

pH = 7.2 autoclavage 20 minutes a 120° C

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Jonsthon et Booth, 1983)

Pomme de terre 200 g
Dextrose 20¢
Ager 15¢g
Eau distillée 1060 m]

pH 6,8 autoclavage 20 minutes & 120° C
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RESUME

Les souches bactériennes de Pseudomoans spp. fluorescents testées présentent des potentialités de
production de métabolites secondaires a effet d’antibiose, notamment les siderophores, I'acide
cyanhydrique et les antibiotiques. Des extraits de cultures ont montré des activités antifongiques
appreciables a l'encontre de trois formes spéciales de I'espece Fusarium oxysporum ; il s'agit de
lycopersici , de lini et de afbedinis.

La bactérisation du sol et des plantules assure une action de bioprotection vis & vis des fusarioses
vasculaires provoquées, respectivement, par F. o f.sp. lycopersici en interaction avec Lycopersicum
esculentum et par F. o fsp. lini en interaction avec Linum usitassinium. L'application de la
bacterisation in situ induit des taux d’inhibition de I'expression des fusarioses vasculaires jusqu’a des
taux dépassant le seuil de 85% par rapport aux témoins malades conduits dans les mémes
conditions. :

La bacterisation de plantules de tomate, sur des parties racinaires séparées, ne permettant pas le
contact direct entre le pathogéne et 'antagoniste, a induit une résistance systémique inhibant
I'expression des symptdmes de la fusariose chez la tomate. Cette résistance systémique induite a
provoqué des taux d'inhibition de la maladie, par rapport aux témoins, dépassant le taux de 60 %.
L'introduction des souches bactériennes antagonistes dans le sol, en présence de densités
croissantes du pathogéne, a permis d'observer des activités d'antagonisme retardant le
développement de la maladie et annulant Peffet du pathogéne sur les plants testés. La bactérisation
du sol a permis d’améliorer sa résistance vis a vis de la maladie par le processus de suppression
connu dans le cas des sols résistants.

L'enrichissement du sol en fer et en glucose provoque des variations dans ['effet antagoniste
microbien et par conséquent sur le niveau de résistance du sol. Cette variation prend son origine a
partir des mécanismes d'action liées au fer assimilable influengant la synthése de siderophores ou &
partir de 1a compétition trophique refative au glucose.

SUMMARY

The bacterial strains of Pseudomoans spp. fluorescent tested present potentialities of production of
metabolites secondary a effect of antibiosis, notably the siderophores, the hydrocyanic acid and the
antibioticses. Extraction of this strains showed of the activities substantial antifugual towords three
forma specialea of the species Fusarium oxysporum:. lycopersici, lini and albedinis.

The bactérisation of soil and plants give an action of bioprotection towards fusarium wilt
respectively,caused by F. of.sp. lycopersiciin interaction with the Lycopersicum esculentum and by
F. o t.sp. lini in interaction with the Linum usitassinium. The application of the bactérisation “in
sitt'induced an inhibition rates of the expression of diseases until rates passing the levelof 85% in
comparaison to the witnesses driven in‘the same conditions.

The bactérisation of tomato plants, on parts detached roots, not permitting the direct contact between
the pathogenic and the antagonist, induced a systemic resistance inhibiting the expression of the
symptoms of the wilt fusarium tomato. This induced systemic resistance inhibited the diseases at
rates 60%.

The antagonistic bacterial strains introduced in soil, in presence of increasing densities of the
pathogenic, permitted to observe activities of antagonism delaying the development of the illness and
annulling the effect of the pathogenic on the tested plantations. The bactérisation of soil permitted to
express its resistance “suppressivenesse soils”by the process of suppression .

The enrichissement of soil by iron and glucose produced some variations in the microbial antagonistic
effect and therefore on the level of soil resistance. This variation takes its crigin from the mechanisms
of action bound a the assimilated iron influencing the synthesis of siderophores or from the related to

trophic competition.
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