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BIOPROTECTION PAR INDUCTION D’UNE RESISTANCE SYSTEMIQUE (ISR) VIS-A-VIS
D’AGROBACTERIUM SPP. AGENT DU CROWN GALL

Résumé.

Parmi les bactéries en interaction favorable avec les plantes, certaines
contribuent a la gestion des maladies, en stimulant les défenses naturelles de I'héte et/ou
en assurant le biocontréle direct des agents pathogénes. La présente étude a pour
objectif en premier lieu, d’évaluer le pouvoir de bioprotection vis-a-vis d’Agrobacterium
spp. et la suppression de I'effet nécrotique a I'égard d’A. vitis, par utilisation de quatre
souches du microbiote endophyte, apparentées aux genres, Bacillus et Pseudomonas.
L’élicitation des réactions de défense inductible ou la capacité a induire une réponse
systémique (ISR) des souches a été analysée en second lieu.

Les souches de Bacillus et Pseudomonas se sont révélées tres actives in vitro,
des zones d’inhibition atteignant 40 mm de diamétre ont été enregistrées, conduisant a
une réduction ou une suppression de l'effet nécrotique. La souche P. brassicacearum
CR2 s’est montrée la plus efficace, elle a réduit de plus de 25 % la sévérité de I'effet
nécrotique local causé par les souches d’A. vitis sur les sections des rameaux verts des
variétés testées. Une diminution et un retard dans I'apparition des symptdmes de la galle
du collet in planta, ont été constatés chez les plantes hétes trempées dans la suspension
bactérienne des antagonistes testés. Un pourcentage de réduction de la taille de la
tumeur estimé a 49,6 % pour les plants de tomate traités par la souche P. brassicacearum
EPRS3, ensuite infectés par A. tumefaciens C58 a été obtenu.

La bactérisation des semences par les souches antagonistes a stimulé les
mécanismes de défense systémique, en améliorant les niveaux des marqueurs
biochimiques, a savoir, les composés phénoliques, I'acide salicylique (SA), la peroxydase
et la polyphénol-oxydase, en concordance avec la réduction des symptdbmes de la
maladie induite par les souches pathogénes d’'A. tumefaciens. La caractérisation des
composés phénoliques a mis en évidence, en plus du SA, dautres composés
phénoliques, a savoir, l'acide gallique, le kaempférol, la quercetine et deux composés
non phénoliques, I'anthrone et 'acide oxalique.

Globalement, nos résultats suggerent que ‘le priming’ par utilisation des bactéries
citées et plus précisément les souches de P. brassicacearum, a permis d’améliorer la
résistance de la tomate a A. tumefaciens. L'utilisation de ces souches comme
biofertilisants au niveau de la rhizosphére, permettra de coloniser I'intérieur des plantes,

de les protéger des actions biotiques et abiotiques et d’optimiser le rendement.

Mots clés. Agrobacterium spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp., composés

phénoliques, acide salicylique, enzymes antioxydantes.



BIOPROTECTION BY INDUCTION OF SYSTEMIC RESISTANCE (ISR) TO
AGROBACTERIUM SPP. AGENT OF CROWN GALL

Abstract.

Among bacteria in favorable interaction with plants, some contribute to the
management of plant diseases by stimulating host's natural defenses and/or by providing
direct biocontrol of pests. The present study aims firstly to evaluate the biocontrol capacity
against Agrobacterium spp. and the suppression of necrotic effect against A. vitis, by
using four strains from the endophytic microbiota, belonging to the Bacillus and
Pseudomonas genera. Elicitation of inducible defense reactions or the capacity to induce
a systemic response (ISR) of the strains was analyzed as a second objective.

Bacillus and Pseudomonas used strains were very active in vitro, inhibition zones
were recorded up to 40 mm in diameter, with a reduction or suppression of the necrotic
effects. P. brassicacearum CR2 strain was the most effective, reducing by more than 25
% the severity of the local necrotic effect caused by A. vitis strains on the green shoot
sections of tested varieties. A delay of appearance and a significant reduction of crown
gall symptoms in planta, were obtained by primed the seeds and stem inoculated with
Agrobacterium spp. A percentage of reduction in tumor size estimated at 49.6 % of
tomato plants treated with P. brassicacearum strain EPR3 and then infected with A.
tumefaciens C58 was obtained.

Seed bacterization by antagonistic strains stimulated systemic defense
mechanisms by improving the levels of biochemical markers of ISR, namely phenolic
compounds, salicylic acid, peroxidase and polyphenol-oxidase, related to the reduction
of disease symptoms induced by pathogenic strains of A. tumefaciens. Characterization
of phenolic compounds revealed, in addition to salicylic acid, other compounds, such as,
gallic acid, kaempferol, quercetin and two non-phenolic compounds, anthrone and oxalic
acid.

In general, our results suggest that 'priming' by these antagonistic strains and
more specifically P. brassicacearum strains, improved the resistance of tomato to A.
tumefaciens. The use of these strains as biofertilizers in the rhizosphere will allow the
colonization of plants, their protection from biotic and abiotic actions and the optimization

of yields.

Keywords: Agrobacterium spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp., phenolic

compounds, salicylic acid, antioxidant enzymes.
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INTRODUCTION GENERALE

Les maladies des plantes peuvent étre causées par des conditions
environnementales défavorables liées au climat, a la nutrition et a la pollution ou
par des agents parasitaires. Ces derniers peuvent étre des virus, des bactéries,
des oomyceétes, des champignons ou des nématodes [1]. L'ensemble de ces
stress est responsable de lourdes pertes estimées dans le cas des maladies des
plantes a 17% sur les cultures mondiales [2]. De nombreux travaux de recherche
sont donc menés dans ce domaine afin d'approfondir les connaissances sur les

maladies des plantes et de pouvoir développer de nouvelles stratégies de lutte

131

Les agents pathogenes peuvent altérer plusieurs fonctions physiologiques
des plantes en s'attaquant a leurs différents organes, ce qui réduit le rendement
et la qualité des cultures [4]. Parmi les agents pathogénes responsables des
pertes économiques importantes ; les bactéries phytopathogenes dont la plupart
sont considérées comme des agents bioterroristes et classées dans la liste des

organismes de quarantaine [5].

Ces bactéries phytopathogénes sont capables d'infecter les plantes et
d'entrainer des maladies responsables de pertes importantes pour les récoltes.
Parmi les maladies les plus connues pour étre causées par les bactéries
phytopathogénes, la galle du collet ou crown gall, qui engendre d'importantes
pertes économiques au niveau des pépinieres du fait que la commercialisation
des plants malades n'est pas autorisée et les plants atteints doivent étre

impérativement incinérés [6].

La galle du collet ou crown gall est causée par les espéeces ; Agrobacterium
tumefaciens et A. vitis qui constituent les pathogénes majeurs, elles détiennent
un spectre d'hétes considérablement diversifié comprenant plusieurs arbres

fruitiers, des plantes ornementales et des arbres forestiers [7]

Ces deux bactéries provoquent la maladie du crown gall qui se manifeste

par des tumeurs au niveau des racines et du collet des plantes attaquées. Dans
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le cas de la vigne, en plus des tumeurs sur les sarments et au collet, une nécrose

racinaire apparente, constitue un symptéme supplémentaire aggravant l'infection

18]

En Algérie, cette maladie a été révélée présente sur de nombreuses
especes cultivées en pépiniere, notamment sur des boutures de vigne en
dormance [9; 10 ; 11]. Surlavigne, A. vitis affecte la croissance et rend les plants
tres sensibles aux conditions environnementales comme le gel en période

hivernale [12].

Le processus d'infection par cette bactérie est caractérisé par sa capacité
d'introduire une partie de son matériel génétique dans le noyau de la cellule
végeétale infectée, ce qui le rend responsable de tumeurs a la base de la tige et
au niveau des racines de nombreuses especes [13]. Dans le cas de la vigne, la
bactérie est systémique, elle survit au repos végeétatif grace a la présence dans
la séve, d'acide tartrique [8]. Des travaux en Algérie ont confirmé la présence de
cette bactérie et de ses genes de pathogénicité, dans les sarments de vigne

destinés a la multiplication [10].

A ce jour, aucun traitement efficace n'est disponible pour le contrdle de la
maladie, ou pour éradiquer la bactérie une fois introduite dans la plante hoéte [14].
La prophylaxie est le seul moyen pour prévenir l'installation de cette maladie.
L'utilisation des agents microbiens de lutte biologique constitue une approche
écologique tres prometteuse, elle consiste en l'utilisation des microorganismes

antagonistes.

Les microorganismes utilisés comme agents de lutte biologique colonisent
les tissus de la plante, de plus, ils ont été décrits comme stimulateurs de la
croissance de I'hote [15]. Ces souches antagonistes peuvent étre facilement
appliquées dans les pratiques des pépinieres par I'immersion des racines des
jeunes plants et des boutures dans les inoculas bactériens avant la plantation
[12]

Certaines souches bactériennes ont montré leurs effets protecteurs envers

une large gamme de microorganismes phytopathogénes. Le cas le plus

2
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largement rapporté est celui de la souche Agrobacterium radiobacter K84, qui agit
en induisant une inhibition de la formation des tumeurs chez plusieurs végétaux
infectés par des souches tumorigénes d'Agrobacterium par production de
I'agrocine 84 [16]. La souche d'/Z radiobacter K84 a été utilisée avec succes pour
contrdler le crown gall sur plusieurs espéces végétales [17 ; 18] Cependant, elle

s'est révélée inefficace envers les souches d'A. vitis [19]

L'inefficacité de cette bactériocine vis-a-vis de plusieurs souches
d'Agrobacterium a mené plusieurs études a rechercher de nouvelles souches
antagonistes ayant le pouvoir de supprimer les dégats causés par cette bactérie

phytopathogene [20].

Plusieurs microorganismes du sol bénéfiques ont été évalués pour leur
efficacité a prévenir la formation de tumeurs et qui sont déja connus par leurs
pouvoirs antagonistes contre d'autres microorganismes phytopathogénes [17]
Les bactéries endophytes appartenant aux genres Bacillus et Pseudomonas ont
été exploitées pour la phytostimulation, l'induction de la résistance systémique

chez les plantes et le biocontrole face a différentes maladies [21 ; 22]

Globalement, I'effet protecteur conféré par ces agents de lutte biologique
est basé sur la compétition pour les nutriments essentiels, sur l'activité
antagoniste vis-a-vis de la croissance des pathogénes via la production
d'antibiotiques ou d'enzymes et/ou sur leur capacité a stimuler des systemes de

défense chez I'nGte végétal [23].

Ce dernier mécanisme s'appelle la résistance systémique induite (ISR), il
déclenche une série de signaux chimiques chez la plante et limite la propagation
du pathogéne. Les bactéries endophytes peuvent initier I'expression de
mécanismes de défense s'établissant dans tous les organes de la plante, lui

permettant de mieux se protéger vis-a-vis de toute agression ultérieure [24]

Cependant, les mécanismes de défense induits lors de I''SR demeurent
assez méconnus malgré les nombreux travaux réalisés cette derniére décennie.
C'est dans ce contexte que s'inscrit le travail de cette thése qui vise en partie a

améliorer nos connaissances sur les voies métaboliques stimulées par les

3
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souches de Bacillus spp. et de Pseudomonas brassicacearum et permettant

d'expliquer I'effet protecteur conféré par ces souches contre la galle du collet.

Le présent travail tout d'abord, constitue une partie d'un ensemble de
travaux réalisés au niveau du Laboratoire de Protection et de Valorisation de
Ressources Agro-Biologiques de I'Université de Blida 1. Les objectifs cernent en
particulier, I'exploitation des bactéries endophytes dans la réduction de la
colonisation et de la sévérité des maladies bactériennes, dans I'étude de leur
pouvoir antagoniste in vitro et in vivo sur d'autres bactéries phytopathogenes
telles que ; Erwinia amylovora et Pectobacterium carotovorum et de les exploiter

comme stimulateurs de la croissance végétale [25 ; 22 ; 26]

A cet effet, nous nous proposons d'étudier l'effet antagoniste de deux
genres de bactéries endophytiques : des souches de Bacillus spp. et de P.
brassicacearum envers des souches pathogénes d'A. tumefaciens et d'A. vitis,
en étudiant leurs capacités a coloniser les tissus de la vigne et de la tomate, afin
d'évaluer leurs potentiel en tant qu'agents de contrdle biologigue induisant une

résistance systémique.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons exploité des données recueillies
dans le cadre de notre recherche bibliographique, a partir de laquelle nous avons
émis des hypotheses et réalisé des expérimentations, dont les résultats obtenus

nous ont permis de publier deux articles.

Dans la premiere partie de ce travail, une expérimentation préliminaire a
été menée dans le but d'évaluer le pouvoir antagoniste in vitro et in planta et la
suppression de l'effet nécrotique de quatre bactéries appartenant a deux genres
Bacillus et Pseudomonas vis-a-vis des souches pathogenes d'A. tumefaciens et
d'A. vitis. |l s'agit de mettre en évidence, a travers cette approche préliminaire, le
pouvoir antagoniste des souches endophytes envers les souches tumorigénes
d'Agrobacterium spp. avec inhibition de la croissance des pathogénes in vitro et

la confirmation de la réduction in planta des effets nécrotiques et tumorigénes.

Dans la seconde partie du travail, nous avons évalué lefficacité

antagoniste de quatre souches bactériennes appartenant aux genres Bacillus et
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Pseudomonas et leur impact sur la réponse de défense de I'hdte en analysant
l'induction de la résistance systémique par l'accumulation des composés
phénoliques et de l'acide salicylique et les activités enzymatiques de la
peroxydase et de la polyphénol-oxydase chez des plants de tomate inoculés avec

trois souches pathogenes d'A. tumefaciens.



CHAPITRE 1

SYNTHESES BIBLIOGRAPHIQUES
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1. Agrobacterium spp. et la galle du collet

1.1 Vies tellurique et rhizosphérique d’Agrobacterium spp.

Le genre Agrobacterium regroupe des bactéries telluriques que nous
appelons communément agrobactéries, résidantes naturellement dans les sols. Elles
sont apparentées a la famille des Rhizobiaceae, classe des Alpha-Proteobacteria
[27].

Parmi les espéces apparentées au genre Agrobacterium, nous retrouvons
celles qui sont pathogénes et provoquent la maladie du crown gall comme ;
Agrobacterium  vitis, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rubi et

Agrobacterium fici [28].

La pathogénicité chez cette bactérie est portée par un plasmide tumorigéne,
le plasmide Ti (tumor inducing) [29]. Les souches non pathogénes sont regroupées
dans l'espéce A. radiobacter, elles vivent comme saprophytes dans le sol et plus
particulierement dans la rhizosphére de différentes plantes ou leur croissance est

stimulée [30].

Le sol est considéré comme un environnement oligotrophe ou régne un
microbiome important. La plante exerce une action indirecte en modifiant
'environnement tellurique, par la structure, le régime hydrique et la teneur en
éléments nutritifs, procurant ainsi une niche écologique a des microorganismes aux

compétences rhizosphériques différentes [31].

Dans une étude sur la survie d’Agrobacterium spp. et de son plasmide Ti dans
le sol a travers une période de 4 années, il a été montré que le plasmide Ti était
absent en automne et en hiver, cependant, au printemps et en été des séquences
du pTi (tumor inducing plasmid) ont pu étre amplifiées [32]. Les résultats de cette
étude suggerent que le pTi constitue un fardeau génétique en conditions
d’oligotrophie mais fournit une valeur adaptative en présence d'exsudats racinaires

durant les périodes de reprise de la montée de la séve [32 ; 33].
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1.2 Processus d’infection et de colonisation de la plante héte

L'infection de la plante par Agrobacterium présente un caractere génétique,
elle se traduit par le transfert d'un fragment du plasmide bactérien Ti, TADN-T, dans
la cellule végétale et son incorporation dans le génome de la plante (figure 1). Ce
transfert est contrélé par des génes de virulence (vir), qui sont situés sur le plasmide
Ti [29]. L'expression des genes de I'ADN-T, qui codent pour la synthése de 'auxine
et de la cytokinine, provoque une division cellulaire anormale et anarchique

entrainant la formation de tumeurs [34].

L’infection des plantes par les Agrobacterium spp. pathogénes comprend trois

étapes importantes : (figure 1)
- l'attraction et I'attachement de la bactérie a la cellule végétale

- 'étape de virulence déterminant I'excision et le transfert au génome végétal
d’'une portion du plasmide Ti (ADN-T ou T-DNA).

- et enfin, I'intégration puis I'expression des génes du T-DNA par la cellule

végétale.

1.3 Interférence de la réponse phytochimique lors de [linfection par

Agrobacterium

Méme si les plantes initient des mécanismes de défense contre
Agrobacterium [35 ; 36], la bactérie a l'origine de la tumeur, est connue pour
contourner ces défenses pour s'installer durablement dans les tumeurs [37].
convient de souligner qu'Agrobacterium est l'un des seuls phytopathogénes

bactériens qui exploite son héte pour la construction de niches au lieu de le tuer [38].

Ainsi, l'interaction entre la plante hote et Agrobacterium repose en grande
partie sur le dialogue croisé entre les phytohormones, qui assurent un équilibre entre
la défense de I'agent pathogene par I'héte et le développement de la galle du collet

favorisé par Agrobacterium (Figure 2).
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Les biotrophes tels que Pseudomonas syringae, Agrobacterium tumefaciens,
Xanthomonas campestris, ont développé des stratégies sophistiquées pour bloquer
la signalisation de défense chez leurs hétes a plusieurs étapes [39]. Les
agrobactéries semblent étre capables d'atténuer les réponses de I'héte provoquées
par le PAMP (Pathogen-associated molecular pattern ou motif moléculaire associé
aux pathogénes ). En outre, le signal peroxyde d'hydrogéne (H202) semble étre
supprimé au début de l'infection sous I'action de la catalase agrobactérienne qui
semble dégrader I'H202 produit par la plante héte [40]. De plus, il a été montré que
plus tard, six jours aprés l'inoculation et l'infection, la transcription de plusieurs
peroxydases et de Glutathion-S-Transferase (GST) pourrait empécher

['accumulation d'H20o-.

Les agrobactéries atténuent clairement les réponses de ['héte. Cet
amortissement n'est pas seulement limité au niveau de la transcription, mais, une
analyse histologique a l'aide de diaminobenzidine a révélé que les agrobactéries
réprimaient efficacement |'accumulation de I'H202 dans les tiges blessées pendant

plusieurs jours aprés l'infection [41].

L'interférence agrobactérienne avec le mécanisme de régulation redox de
I'néte se refléte également dans I'expression différentielle de plusieurs genes liés au
stress oxydatif [41 ; 42]. En réprimant la production des H20», les agrobactéries
peuvent également éviter I'activation des génes de défense dépendants des ROS
(reactive oxygen species ou especes chimiques oxygéneées). Compte tenu de la
sensibilité connue de toute cellule vivante aux espéces réactives de |'oxygene
(ROS), le blocage de I'accumulation apparait comme une stratégie agrobactérienne

pour se protéger et protéger sa source de nourriture vivante, c'est-a-dire 'héte.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Motif_mol%25C3%25A9culaire_associ%25C3%25A9_aux_pathog%25C3%25A8nes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Motif_mol%25C3%25A9culaire_associ%25C3%25A9_aux_pathog%25C3%25A8nes
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Figure 1 : Représentation schématique de l'infection par Agrobacterium, résumant

les principales étapes du processus d'infection [43]

1.:
2.
3.
4
5

Attachement de la bactérie a la surface de la cellule héte.

: Induction des génes vir par des signaux de la plante.

: Production du brin T et assemblage du complexe T.

: Exportation et transport vers le noyau de la cellule végétale.
: Intégration du T-DNA dans le chromosome de I'héte.

ME, membrane externe ; Ml, membrane interne ; PN, pore nucléaire ; PP,
périplasme.
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Figure 2 : Réponses de la plante modéle Arabidopsis thaliana
a Agrobacterium tumefaciens et développement de la galle du

collet [44].

Synthese bibliographique

(A) Les cellules virulentes des agrobactéries avec pTi produisent et libérent elles-
mémes de la cytokinine et de l'auxine, qui augmentent la sensibilité de I'hote et
inhibent la production du peroxyde d'hydrogene (H202) et la réponse
hypersensible (HR) au début de l'infection.

(B) Apres intégration de I'ADN-T bactérien dans le génome de la plante, la
cytokinine et l'auxine sont synthétisées par des enzymes codées par I'ADN-T et
s'accumulent a l'intérieur de la tumeur.

(C) Des changements massifs dans le schéma d'expression des genes sont
produits, entrainant des adaptations métabolomiques et morphologiques qui sont
nécessaires a la croissance et a la différenciation de la tumeur.

(D) La perte d'eau est minimisée par le mécanisme de protection contre le stress
hydrique, qui provoque une augmentation des niveaux de I'hormone de stress
ABA, et une subérisation des cellules dépendantes de I'ABA pour empécher la
perte d'eau. L'évaporation de I'eau (H20) de la surface perturbée entraine le flux
d'eau et de minéraux dans les tumeurs.

(E) Comme la photosynthése est régulée a la baisse, les niveaux d'oxygene sont
faibles, la tumeur produit des composés C et N de maniére hétérotrophe et gagne
de I'énergie principalement de maniére anaérobie par fermentation alcoolique.

(F) Par conséquent, la tumeur en développement devient un puits métabolique
pour la plante hote, qui accumule les métabolites produits par les feuilles sources
et les minéraux absorbés par les racines.

(G) L'auxine et la cytokinine provoquent également une augmentation de
I'éthylene (ET) qui, avec l'acide salicylique (SA), inhibe la virulence des
agrobactéries.

(H) L'ABA induit également une méthylation de 'ADN du génome de la plante,
régulant ainsi I'expression des genes de réponse au stress de la sécheresse.
DansI'ensemble, le génome de la galle du collet devient hypermethylé (Me) apres
une infection par Agrobacterium et contribue peut-étre aux fortes modifications de
I'expression des geénes pendant la croissance de la tumeur. Les oncogenes de
I'’ADN-T ne sont pas affectés par la méthylation du génome de la plante.

10



Synthése bibliographique

De plus, A. tumefaciens peut détoxifier le peroxyde d'hydrogéne, un
composant primaire de I'explosion oxydative de la plante qui a a la fois une activité
germicide directe et une fonction de signalisation dans la défense induite de la plante
[45]. Dans ce méme ordre d’idées, Xu et al. [45] ont montré que la catalase KatA
d’A. tumefaciens, qui convertit le peroxyde d'hydrogéne en oxygene et en eau, est

nécessaire a la virulence du kalanchoe.

1.4 Conséquences de l’infection par les Agrobacterium spp. pathogénes,

symptémes de la maladie

La pathogénicité des souches d’ Agrobacterium spp. est due a la présence
dans leur cytoplasme d'un plasmide d’environ 200 a 500 kb, le plasmide Ti
responsable de la formation de galles ou de tumeurs sur le collet et/ou les racines.
Aprés intégration du pTi dans le génome de la plante, les génes portés s’expriment

dans la cellule ainsi transformée [29].

Il existe deux types de génes sur le T-DNA. Certains, sont appelés
oncogenes, aux et cyt, ils déterminent une synthése excessive de régulateurs de
croissance par les cellules transformées. La surproduction de cytokinines et d’auxine

déclenche l'apparition de la tumeur [46] (figure 3).

Le deuxiéme type de génes présents sur le T-DNA, génes ops, provoque chez
la cellule transformée, la synthése de nouveaux métabolites azotés ou phosphatés ;
les opines. Les tissus tumoraux ont une caractéristique originale de présenter un
métabolisme azoté qui conduit a la production d’opines, celles-ci pouvant étre

métabolisées par les agrobactéries pathogenes [47].

Synthétisées aux dépens des réserves de métabolites du végétal, les opines
sont des substrats de croissance mais également des inducteurs de conjugaison
pour Agrobacterium puisque leur présence dans l'environnement de la niche
tumorale, permet I'établissement du transfert conjugatif du pTi des souches

pathogenes aux souches non pathogénes [48].
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Les agrobactéries pathogénes ont un trés large spectre d’hotes puisqu’au
moins 634 plantes réparties dans 331 genres et 93 familles y sont sensibles [7]. La
maladie est responsable de pertes économiques importantes dans la production en
pépiniere des arbres fruitiers, forestiers, des plantes ornementales et de la vigne

dans de nombreux pays [12].

Le crown gall de la vigne se produit plus fréquemment par I'apparition des
tumeurs sur les racines et les sarments, qui se développent aussi sur n'importe
quelle partie du bois fraichement blessé de la vigne [49]. A. vitis cause aussi des
nécroses au niveau des racines sur les vignes infectées et peut induire des réponses

hypersensibles (HR) sur des plantes non hétes comme le tabac [50 ; 51].

A. vitis envahit toute la plante a partir des racines et des tumeurs via les
vaisseaux. Les parties saines de la plante peuvent porter des infections latentes sans
apparition des symptdmes [8]. La propagation systémique des agrobactéries a été

décrite plus extensivement sur la vigne [52].

Les tumeurs inhibent les fonctions physiologiques de la plante, telles que, le
transport de l'eau et des nutriments, les plantes ainsi transformées présentent une
croissance réduite ou retardée. Des tumeurs secondaires peuvent aussi se
développer en différents points du systéme racinaire perturbant profondément la

circulation de la séve [53].

La maladie tue rarement les plantes, mais elle peut provoquer un manque de
vigueur. Les plantes infectées en pépiniére, en particulier celles qui présentent des
tumeurs sur les racines principales et le collet, deviennent impropres a la

commercialisation et doivent étre éliminées [54].
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2. Mécanismes généraux de signalisation impliqués dans la défense des

plantes contre les agents pathogénes

Dans toutes les interactions plantes-pathogénes, trois étapes sont a
considérer (figure 4). La premiere étape est celle de la reconnaissance du parasite.
Dans le cas d’'une interaction incompatible, elle conduit le plus souvent a la mort
programmée des cellules attaquées c’'est la réaction hypersensible (HR). La
deuxieme étape appelée transduction du signal consiste en I'activation de cascades
de signaux visant l'induction des réactions de défense. La troisieme étape est
caractérisée par lactivation des génes de défense et la synthése de plusieurs
protéines et autres molécules de défense créant un environnement défavorable a

invasion du parasite [55].

Les signaux émis lors de la deuxieme étape peuvent s’étendre par la suite aux
cellules adjacentes conduisant a une résistance locale acquise (LAR : local acquired
resistance) puis gagner 'ensemble de la plante permettant une protection contre une
large gamme d’agents pathogénes, c'est la résistance systémique acquise (SAR :

Systemic acquired resistance) [56].

Suite a la perception de l'agent pathogene par la plante, de nombreux
composants intervenants dans les cascades de signalisation sont activés [57]. lls
incluent les événements précoces impliqués dans la réaction hypersensible comme
la production des especes réactives de 'oxygéne (ROS) et du monoxyde d’azote
(NO), la modification des flux ioniques et I'activation des cascades des protéines

kinases [58].

Tous ces événements sont nécessaires a I'expression des genes de défense
contrblant la production des composés antimicrobiens [59]. L’intervention de
phytohormones telles que 'acide salicylique, I'acide jasmonique, I'acide abscissique
(ABA) et I'éthylene, constitue aussi une des caractéristiques importantes des voies

de signalisation de la résistance [60].
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Figure 3 : Fonctions des genes portés par le T-DNA [61]

Le T-DNA porte trois types de génes : les génes aux, responsables de la synthese de l'auxine,
les génes cyt, responsables de la synthese de la cytokinine a l'origine de la croissance
anarchique des cellules tumorales et les genes ops, permettant la synthese des opines par
la cellule végétale transformée, une source de C, d'N et d'énergie pour la bactérie

Transfert du T-DNA a la cellule végétale via un systeme de sécrétion de type IV

La région vir du pTi est non transférable.

Activation de genes de défense tardifs
Protéines PR (glucanase. chitinase.....), phytoalexines

Résistance

Figure 4 : Schéma simplifié des principales étapes des réactions de défense induites

dans les interactions plantes/ agents pathogénes [62].
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2.1 Réle des espéces réactives de l'oxygéne (ROS) dans la signalisation

précoce associée a la défense des plantes

Les espéces réactives de l'oxygene sont constituées essentiellement du
peroxyde d'hydrogene (H202), de I'ion superoxyde (O2-) et du radical hydroxyle (OH)
[63]. Ces espéces sont générées par la chaine de transport d’électrons au niveau
des mitochondries et des chloroplastes mais aussi par des oxydases membranaires
[64]. Une augmentation rapide et localisée de leur production, phénoméne
communément appelé «burst oxydatif», est souvent détectée suite a l'attaque par

des agents pathogénes [65].

Différents roles ont été attribués aux ROS, ils participent au renforcement de
la paroi des cellules végétales comme ils peuvent constituer des composés
antimicrobiens. lls peuvent également intervenir comme des messagers dans les
voies de signalisation en relation avec la défense des plantes contre les

phytopathogénes [66] (figure 5).

Dans la majorité des interactions plantes-pathogenes, le «burst oxydatif» est
biphasique. Le premier pic de H202 est précoce et transitoire, il est non spécifique
de la réponse a un agent pathogéne. La deuxiéme phase est tardive et plus durable,
elle est observée uniquement au cours d’une interaction incompatible suite a la
reconnaissance spécifique des protéines Avr par les protéines R. Cette phase
engendre la mort des cellules en raison de la forte toxicité engendrée par les

molécules produites [63].

La NADPH oxydase, enzyme des membranes des chloroplastes, des
mitochondries et des peroxysomes, est 'une des premiéres sources de production
des ROS. Cependant, d’'autres enzymes ont été décrites associées a cette
production, notamment les oxalates oxydases, les peroxydases pariétales, les

amines oxydases et les lipooxygénase [67].

15



Synthése bibliographique

2.2 L’acide salicylique (SA) : une molécule clé dans la signalisation des

réactions de défense chez les plantes

Depuis la découverte en 1990 de la production de I'acide salicylique lors de
I'établissement de la résistance systémique chez le concombre et le tabac contre
des agents phytopathogenes, beaucoup d'efforts ont été déployés pour élucider le
réle de cette molécule dans cette résistance [68]. L’acide salicylique a été reconnu
comme molécule de signalisation dans la défense des plantes contre divers agents

pathogenes [69 ; 70].

Chimigquement, le SA appartient a un groupe de composés phénoliques qui
possédent un anneau aromatique et un groupe hydroxyle. C’est une petite molécule
de 138,1g de poids moléculaire, peu soluble dans 'eau, soluble dans des solvants
organiques. Le SA est synthétisé a partir de 'acide benzoique dans les minutes qui
suivent la reconnaissance du parasite, par lintermédiaire de I'enzyme BA2H

(Benzoic Acide2 Hydroxylase) [71].

2.21 Roéle et mode d’action de l'acide salicylique dans la résistance

systémique acquise (SAR)

Aprés la formation d’'une Iésion nécrotique constituant aussi bien un signal de
la réaction hypersensible qu'un symptéme de la maladie, la voie de la résistance
systémique acquise (SAR) est activée. Cette activation permet une résistance

systémique contre une large gamme de pathogenes [72].

La transmission du signal émis suite a la perception de I'agent infectieux
repose sur différentes voies dans lesquelles I'acide salicylique, I'acide jasmonique et
I'éthyléne jouent un réle crucial [73]. L’établissement de la SAR est généralement
accompagné par une augmentation de l'acide salicylique endogene [74]. En plus,

I'application exogéne de I'acide salicylique est susceptible d’induire la SAR [75].
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Pathogénes
(eliciteurs-MAMPS)

NADPH Peroxydases Syste_mes_de
oxydase détoxification
Chloroplastes
Peroxysomes
Mitochondries
NO SA
Mort Renforcements Activation des
cellulaire de parois genes de défense

SAR

REPONSES DE DEFENSE INDUITES

Figure 5 : Sources et fonctions des ROS chez les plantes suite a l'infection par des

agents pathogénes [63]

ROS, formes actives de I'oxygéne ; NO, monoxyde de I'azote ; SAR, résistance

systémique acquise ; SA, acide salicylique.
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Différents niveaux d’intervention du SA ont été décrits [76]:

- Le SA affecte une variété d'événements biochimiques et moléculaires associés a
l'induction de la résistance aux maladies. Il a été démontré que le SA joue un réle
important dans I'expression a la fois de la résistance locale contrdlée par des genes
majeurs et de la résistance systémique induite développée aprés une attaque initiale

du pathogéne [77].

- Plusieurs protéines PR (pathogens related proteins) induites par le SA ont des
activités antimicrobiennes, c’est le cas des chitinases et de la 3 1-3 glucanase [78].
D’autres appartiennent a la famille des PR-1, elles ont une activité inhibitrice de la
croissance mycélienne et pourraient avoir un réle dans I'établissement de la SAR
[79].

- Le SA a aussi la capacité de lier des enzymes comme les catalases, les ascorbates
peroxydases et les aconitases [80]. La capacité du SA d’inhiber la catalase (enzyme
qui détoxifie le peroxyde d’hydrogene) pourrait prolonger la demi vie du H202 et
conduirait a 'amplification du stress oxydatif a l'origine du déclenchement des

réactions de la défense locale [70].

- Le SA interviendrait aussi comme molécule de signalisation susceptible de migrer
dans les vaisseaux et conférer une immunité a distance aux tissus de la plante dans
la SAR [81]. D’autres molécules notamment l'acide jasmonique et I'éthyléne
interviendraient dans la signalisation aboutissant aux réactions de défense. Ces

molécules agiraient indépendamment ou en synergie avec la voie de le SA [82].

2.3 L’induction de la résistance systémique (ISR) et la transmission du signal

de I'immunité systémique des plantes

La résistance systémique induite est phénotypiquement similaire a la
résistance systémique acquise [24] , tout comme dans le cas de la SAR, les réactions
de défense de I'ISR permettent de mieux se défendre vis-a-vis d'une agression

ultérieure. L’activation simultanée de la SAR et de I'ISR offre une capacité défensive
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renforcée en comparaison a chaque type de résistance unique [83]. Ces deux types
de résistances induites sont efficaces contre un large spectre d'agents pathogénes
[84].

L’expression phénotypique de I'ISR peut étre divisée en quatre étapes

principales [24].

ela perception par la plante des molécules bactériennes responsables de
I'élicitation de I'ISR ;

el a transmission du signal nécessaire a la systémisation du phénoméne chez

la plante ;

eLa mise en alerte (priming) de la plante au niveau systémique, qui dans la
plupart des cas n'est pas accompagnée de grandes modifications de l'activité

transcriptionnelle avant I'attaque du pathogene ;

el ors de 'agression par I'agent pathogéne, I'expression du ou des mécanisme
(s) de défense, permettant de limiter voir d’inhiber la pénétration du pathogene dans

les tissus de I'héte vegétal.

Trois molécules sont actuellement reconnues pour leur implication dans la
transduction de la signalisation en relation avec I'|SR, I'acide salicylique (SA), 'acide
jasmonique (JA) et I'éthylene (ET). Méme si le SA est généralement associé a
I'établissement de la SAR, son implication dans I'ISR a été aussi montrée dans
certaines interactions plantes-pathogenes. C’est le cas du tabac et de la tomate chez
qui, une accumulation de SA suite au traitement par Pseudomonas aeruginosa, a été

notée [85].

Ryu et al., [86] ont rapporté que la souche Bacillus pumilus SE34 était
susceptible d’assurer chez arabidopsis, une protection contre Pseudomonas
syringae pv. maculicola utilisant une voie de signalisation dépendante du SA.

Cependant, dans nombreuses interactions plante-pathogene, la signalisation de
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ISR est indépendante du SA mais dépend plutdt de l'acide jasmonique et de
I'éthyléne. Quelques études ont rapporté que la signalisation par JA et par ET
operent souvent de fagon synergique pour activer I'expression de génes de défense

suite a une inoculation avec un agent pathogéne [87].

2.4 Stimulation du métabolisme secondaire : cas particulier du métabolisme

phénolique
2.4.1 Métabolites phénoliques et la résistance des plantes aux maladies

Les plantes ont acquis la capacité de synthétiser et d'accumuler un nombre
élevé de petites molécules de structure variée, connues sous le nom de métabolites
secondaires. Ce sont des molécules qui ne participent pas directement au
développement des plantes mais plutdt, interviennent dans les relations avec les
stress biotiques, abiotiques ou améliorent I'efficacité de reproduction. lls proviennent
habituellement d'acides aminés ou d’autres produits du métabolisme primaire.
Certains de ces composés possédent une activité antimicrobienne et sont de

véritables outils de la défense des plantes contre les agents pathogenes [88 ; 89].

En fonction de leur origine biosynthétique, les métabolites secondaires des
plantes sont divisés en trois groupes : les terpénoides, les alcaloides et les
composés soufrés, et les flavonoides et les composés phénoliques et

polyphénoliques [90].

Les composés phénoliques sont caractérisés par la présence d'un ou
plusieurs cycles aromatiques comportant un ou plusieurs groupements hydroxyles.
lls sont classés selon le nombre de carbones par molécule et selon la structure du

squelette de base [91].

Les terpénoides contribuent au métabolisme primaire en tant que pigments
[92]. En outre, ils ont des fonctions importantes en tant que composés a activité

antimicrobienne et servent également a stimuler les réactions de défense chez les
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plantes. Les terpénoides volatiles libérés par les plantes endommagées induisent

une défense chez les plantes voisines [93].

Les alcaloides sont des composés contenant de l'azote dont la principale

fonction est la défense contre les herbivores et les pathogenes par la toxicité [94].

Les flavonoides sont les composés phénoliques les plus nombreux, ils
s'accumulent dans I'épiderme et participent a la protection contre les UV [95]. lIs
peuvent jouer divers rdles dans les domaines suivants la défense des plantes contre

les agents pathogénes et activateurs pour les genes de défense des plantes [96].

Les acides phénoliques tels que les tanins, réduisent I'appétence des plantes
en raison de leur saveur. En outre, les tanins se lient aux protéines, ce qui affecte
I'absorption des nutriments par les herbivores et ils peuvent inactiver les enzymes

digestives qui entravent la digestion [97].

2.41 Roéle des composés phénoliques dans la défense constitutive et la

défense induite

Les premiers travaux qui ont mis en évidence le rbéle des composés
phénoliques constitutifs dans la défense des plantes reviennent a Walkers [98]. lIs
ont montré que la résistance de l'oignon a la maladie causée par Colletotrichum
circinans est corrélée avec la pigmentation du bulbe. Les extraits aqueux de ces
bulbes inhibent la croissance de ce pathogene et déforment son tube germinatif. Les
analyses de ces extraits ont révélé que l'activité antimicrobienne de ces extraits est

due a deux composés phénoliques simples, le catéchol et 'acide procatéchique.

La plupart des plantes possedent des composés phénoliques préformés
ayant une activité antimicrobienne et pouvant jouer un réle dans la résistance aux
maladies [96]. Le 3-hydroxyacétophénone et le triglycoside du kaempferides sont
des composés phénoliques qui ont été associés a la résistance de loeillet au
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi [99]. La résistance a la pourriture brune a été

corrélée avec la production des acides cholorogénique et caféique chez le pécher.
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Ces composés phénoliques interviendraient en inhibant les enzymes nécessaires a

la pénétration du pathogene a travers la cuticule des fruits [100].

Dans la plupart des interactions plantes-pathogenes, les réactions de défense
sont induites aprés linfection par des pathogénes [101]. Les phytoalexines
phénoliques s’accumulent au cours des interactions incompatibles ou en réponse a

I'application d’éliciteurs dans de nombreux systémes vegétaux [102].

Chez les Brassicacées (dont fait partie arabidopsis) 44 phytoalexines ont été
identifiées. La plupart de ces phytoalexines sont des alcaloides dérivés d’acides
aminés aromatiques et du tryptophane et contenant des sulfures [103]. Parmi les
plus connus se trouvent les isoflavonoides des légumineuses notamment avec la
phaséoline chez le haricot et la pisatine chez le pois, les coumarines (scopolétine ou
le capsidiol chez le tabac), les sesquiterpénoides des Solanacées (rishitine chez le
tabac) ou les stilbenes dérivés de la phénylalanine, tel que le resvératrol chez la

vigne [101].

2.5 Protéines de défense, cas particulier des peroxydases et des polyphénol-

oxydases

L'arsenal défensif des plantes comprend de nombreuses protéines de
défense induites aprés l'infection par des agents pathogenes [104]. Les premiéres
protéines de défense découvertes sont les PR-protéines (Pathogenesis Related
proteins), détectées dans des feuilles de tabac a la suite de leur infection par le virus
de la mosaique du tabac (TMV) [105].

Les protéines de défense peuvent agir directement sur I'agent pathogéne ou
indirectement en générant des éliciteurs susceptibles de stimuler la défense de la
plante héte [106].

Plusieurs familles de protéines de défense peuvent étre considérées, les plus
étudiées sont des enzymes du métabolisme secondaire (phénylpropanoides,

lignines), des enzymes de détoxication (peroxidases, catalases), des enzymes
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hydrolytiques (chitinases, glucanases) et les protéines PR. Les protéines PR sont
des protéines de défense induites dans les plantes hbtes en réponse a une infection
pathologique, elles sont susceptibles de s'accumuler localement au niveau du site
de pénétration de 'agent pathogéne, mais aussi de maniére systémique dans des

organes loin du site de I'infection [107].

Le terme de protéines PR regroupe toutes les protéines induites par des
microorganismes, mais aussi leurs homologues enzymatiques tels que la
phénylalanine ammonia-lyase, les peroxydases et les polyphénol-oxydases, qui sont
présentes dans les plantes constitutivement mais augmentent pendant les infections

par les pathogénes [104].

Par ailleurs, les peroxydases sont largement connues pour leur réle central
dans la défense des plantes hote contre les pathogenes nécrotrophes ou biotrophes
[104]. Ce sont des enzymes a héme susceptibles de catalyser des réactions

d’oxydation de divers substrats en utilisant le H20> :

2RH + H202 > 2R+ 2H20

Certaines peroxydases appartiennent a la sous-famille des PR-protéines 9
[104]. Elles interviennent aussi dans la synthése des phytoalexines et des formes
actives de I'oxygéne, créant ainsi un environnement toxique aux agents pathogénes
[108].

L activité peroxydase est induite par des champignons, des bactéries et des
virus [109]. Les peroxydases interviennent dans la réticulation des constituants de la
paroi cellulaire, dans la synthése de phytoalexines et dans le métabolisme des ROS.
Elles sont souvent induites en réponse aux molécules de signalisation impliquées

dans la défense des plantes comme le SA, le JA ou 'ET [110].

La polyphénol-oxydase comme la peroxydase, font partie des enzymes de

défense induites dans les racines et le feuillage lors de la lutte contre les pathogénes
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[111]. Ces enzymes participent a la défense de I'néte associée a la paroi cellulaire,

la premiére ligne de défense contre l'invasion des pathogenes [112 ; 113].

La polyphénol-oxydase facilite la réaction d'oxydoréduction qui transforme le

polyphénol en composés antimicrobiens de type quinone [114].

3. Connaissances sur les mécanismes de défense de la plante contre les

agrobactéries pathogénes

Il a été démontré que les plantes peuvent moduler leur expression génétique
en réponse a une infection par Agrobacterium et que ce dernier peut en fait
déclencher les mécanismes de défense de la plante [115]. La transformation des
plantes par Agrobacterium est un processus complexe qui implique de multiples

étapes et I'action concertée de facteurs liés a la bactérie et ceux de I'héte.

Des travaux rapportent des interactions plantes-protéines et Agrobacterium
lors du processus de reconnaissance. Les principaux progrés récents incluent la
caractérisation des protéines interagissant avec Vir in vivo, la fonction des histones
dans une intégration stable et I'élucidation de stratégies étonnamment intelligentes
utilisées par Agrobacterium pour contourner voir abuser du systéme de défense des

plantes [116].

L'étude approfondie et l'analyse moléculaire de linteraction plante-
Agrobacterium ont mis en évidence un certain nombre de réponses de défense pour
contourner les stratégies pathogénes d'Agrobacterium, résumées dans l'action des
phytohormones, les PAMPs et des ROS.

3.1 Action des phytohormones (I’acide salicylique, I’éthyléne et I’AlA)

Une étude récente suggére que le SA est la principale phytohormone régulant
les réponses des plantes a linfection par A. tumefaciens [117]. Le SA est un
régulateur majeur des réponses des plantes a la pathogénicité et a la virulence

d'Agrobacterium [118]. Il a été rapporté que des taux élevés d'acide salicylique
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agissent directement sur les agrobactéries oncogénes en inhibant I'expression des

genes vir, les principaux acteurs de la pathogénicité [119].

Il a été montré aussi, que des plantes présentant une déficience dans
l'laccumulation d'acide salicylique étaient plus sensibles a linfection par
Agrobacterium, tandis que les plantes surproduisant de l'acide salicylique étaient
résistantes a l'infection par Agrobacterium et a la formation de tumeurs [119]. Ainsi,
le SA semble contrecarrer l'invasion agrobactérienne a plusieurs niveaux, en
particulier par son action sur les réponses auxiniques et comme agent antimicrobien
[120 ; 121].

Outre l'inhibition de la virulence d'Agrobacterium par l'acide salicylique, le SA
active |'opéron AttKLM, tout comme le GABA (acide gamma-aminobutyrique), pour
réguler a la baisse le quorum sensing chez Agrobacterium [122]. Ainsi, I'activation
de I'extinction du quorum par l'auxine, le SA et le GABA, font partie du programme
de défense des plantes contre Agrobacterium dans la galle du collet en

développement.

I a déja été signalé qu'Agrobacterium n'induit pas de réaction
d'hypersensibilité (HR) chez les plantes cibles, méme si la bactérie introduit plusieurs
protéines dans la cellule héte [123]. Cette inhibition des HR dépend en fait de la
synthése de l'auxine d’'A. tumefaciens [123]. De plus, le SA, I'ET et I'lAA (Indole
Acetic Acid) inhibent également le regulon vir et le transfert d'ADN-T dans les cellules

végétales [124].

3.2 Implication des signaux PAMPs

D’une maniére générale, la plante a mis en place un systeme de défense «
immunitaire » qui agit aux différentes étapes de l'infection par A. tumefaciens. Le
meécanisme le plus étudié est basé sur 'induction d’'une cascade de signalisation de
type MAP kinase (Mitogen- Activated Protein kinase) lorsque la plante percoit des

signaux du pathogéne au niveau de certains récepteurs membranaires. Ces signaux
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sont appelés PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns ou molécules

associées aux pathogénes).

lls peuvent étre aussi bien des éléments du pathogene que des composés
produits par la plante en réponse a la présence du pathogene [39]. Cette réponse
entraine une défense locale comme la réponse hypersensitive et/ou la réponse
systématique acquise [125]. Les peptides EIf26 (I'effecteur agrobactérien elf26)
induisent des réponses d'immunité innée déclenchées par le PAMP, associées a la
résistance aux maladies chez arabidopsis [126]. En effet, les plantes attaquées par
Agrobacterium ne se contentent pas d'accepter leur sort. Semblable a d’autres
pathogénes, Agrobacterium est détecté comme un envahisseur et déclenche la
«réponse immunitaire innéey, caractérisée par I'expression de génes de défense et
I'accumulation d’especes réactives de I'oxygéne [127]. Cette réaction est obtenue
grace a la perception des modéles moléculaires associés aux agents pathogénes

(PAMP) par des récepteurs spécifiques.

Semblable a de nombreux autres microorganismes, Agrobacterium déclenche
I'activation des MAPK (Mitogen activated protein kinases), principalement MPKS3,
MPK4 et MPK6 [128]. Des interactions in vivo et des dosages de kinases ont montré
que VIP1, la protéine 1 qui interagit avec VirE2, interagit avec et devient

spécifiqguement phosphorylée par MPK3 [128].

Bien que plusieurs PAMPs aient été isolés, seuls quelques récepteurs sont
encore identifiés. Les récepteurs végétaux d'Agrobacterium comprennent une
protéine de type vitronectine, une protéine de liaison a la rhicadhésine et plusieurs

protéines interagissant avec VirB2 [129 ; 130].

Le PAMP le plus étudié est la flagelline, une protéine bactérienne hautement
conservée. Chez arabidopsis, il est percu par le récepteur de la protéine FLS2, un
récepteur de répétition riche en leucine tel que la kinase (LRR-RLK). Lors de la
perception de la flagelline ou de son peptide dérivé hautement conservé de 22 acides

aminés, flg22, FLS2 devient activé et initie une transduction de signal basée sur le
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phospho-relais via la cascade MAPK MEKK1-MKK1 / 2-MPK4 [39]. Par la suite, le
facteur de transcription WRKY33 activé par MPK4 contribue a la reprogrammation

transcriptionnelle liée a la défense [131].

Les protéines flagellines d'Agrobacterium en ce qu'elles ne sont pas
reconnues et ne déclenchent pas de réponse de défense, ce qui implique que
d'autres paires de récepteurs PAMPs sont responsables de la reconnaissance de
cet organisme. En effet, un important Agrobacterium PAMP, le facteur d'élongation
EF-Tu, a été identifié. Bien que hautement conservé chez tous les procaryotes,
Agrobacterium EF-Tu est pleinement active en tant qu'éliciteur [132]. Fait
intéressant, malgré leur dissemblance chimique, flg22 et EF-Tu partagent plusieurs
caractéristiques. Les deux PAMP activent un ensemble commun d'événements de
signalisation et de réponses de défense, tout en agissant sans synergie apparente.
Ces réponses comprennent l'activation de MAPK, ['alcanisation du milieu et une

explosion oxydative [133].

3.3 Action des espéces réactives de I'oxygéne (ROS’s)

I a déja été signalé qu'Agrobacterium n'induit pas de réaction
d'hypersensibilité (HR) chez les plantes cibles, méme si la bactérie introduit plusieurs
protéines dans la cellule héte [123]. Cette inhibition des HR dépend de la synthése

de l'auxine d’'A. tumefaciens [134].

Cela suggere que lors de linteraction Agrobacterium-plante, les plantes
produisent de I'H202 et A. tumefaciens produit des catalases pour détoxifier I'H20o.
La production d'H202 est une réponse de défense des plantes a l'infection par A.

tumefaciens [45].

La non-sensibilité des cellules végétales a la colonisation par un pathogéne
est due a la reconnaissance réussie du pathogéne envahissant par la cellule
végétale, qui génere un signal interne déclenchant des réponses de défense

précoces dans les cellules végétales [135]. Cela peut également expliquer la non
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sensibilité des cellules végétales de certains génotypes a l'infection par une souche
particuliére d'Agrobacterium [136]. En effet, la premiere réaction de défense
observée dans les cellules végétales non sensibles a la suite d'une attaque par un

pathogene est I'éclatement oxydatif [137].

Le réle antimicrobien des espéces réactives de |'oxygéne (ROS), y compris
H20>, est reconnu depuis longtemps [45]. Les especes réactives de I'oxygéne (ROS)
produites lors de l'explosion oxydative induite par I'agent pathogéne pourraient étre

suffisamment toxiques pour tuer directement I'agrobactérie attaquante [138].

Mehdy [137] a montré que les ROS peuvent également conduire a I'induction
de protéines liées a la pathogenése (PR), qui peuvent inhiber le potentiel
d'Agrobacterium a coloniser et a transférer I'ADN-T aux cellules végétales.
L'inactivation du transgéne a été signalée comme une réponse de défense des
plantes pour I'expression d'ADN étranger et les ROS peuvent jouer un réle dans une
telle réponse de défense [139]. Cet effet a été expliqué par le fait que les fragments
d’hydrates de carbone et de bases de I'ADN sont susceptibles d'étre oxydés par le
radical hydroxyle, ce qui entraine la dégradation des bases, la rupture d'un seul brin

et la réticulation de I'ADN en protéines [140].

4. Les mesures et méthodes classiques de lutte contre la maladie de la galle

de collet

Compte tenu du processus génétique d’infection par les agrobactéries
pathogenes, les moyens de lutte sont réduits. La maladie cause des dégats au
niveau des pépiniéres et des vergers et engendre des pertes financieres importantes
estimées a des millions de dollars par an [141]. Les mesures de lutte se résument
en la prévention contre l'attaque, puisqu’une fois la plante contaminée, la tumeur

demeure dans les tissus de la plante hote et empéche la conduction de la séve.
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4.1 Méthodes de lutte préventives, culturales et prophylactiques

Différentes méthodes de lutte préventives, culturales et prophylactiques ont
été déployées afin de limiter les infections par Agrobacterium et réduire le taux de

plantes attaquées par le crown gall.

La lutte contre la maladie de la galle du collet a longtemps préoccupé les
agriculteurs et les chercheurs dans le monde entier. lls ont tenté, en vain, différentes
méthodes traditionnelles allant jusqu’a bruler les arbres infectés. La meilleure
solution consistait a protéger les champs sains en empéchant leur contamination par

la bactérie.

Cependant, cette méthode ne peut pas constituer une solution a long terme
et elle devient inefficace une fois le champ est infecté. Les techniques culturales et
notamment les plantations alternant une rotation avec une plante non sensible pour
une période de 2 a 3 ans, sont susceptibles de limiter la progression de linfection

par Agrobcterium mais ne permettent pas de la stopper.

De plus, la bactérie persiste dans le sol pendant de longues périodes et son
plasmide passe des souches tumorigénes aux souches non tumorigenes
d’Agrobacterium par transfert horizontal comme montré dans de nombreuses
recherches [48 ; 32].

La thermothérapie est I'un des premiers moyens de traitement des sarments
de vigne en dormance dans I'eau a 50 °C pendant 30 min avant de les planter ce qui
permet d’éliminer partiellement les A. vitis [142]. Si ce traitement semble efficace sur
les A. vitis, vu sa systémicité, il semble toutefois ne pas I'étre sur A. tumefaciens. En
fonction des variétés de vigne, du climat de la région, de 'age et de la vigueur de la
plante avant mise en dormance, il peut avoir un impact négatif sur la physiologie de

la plante [143].

Le contréle chimique est un procédé onéreux qui s’est souvent révélé

inefficace contre A. tumefaciens et A. vitis. Malheureusement, les essais effectués
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jusqu’a nos jours ont donné des résultats trés décevants qui ne valent méme pas la
peine de prendre le risque de disperser des substances délétéres dans
I'environnement. Ces moyens chimiques tels que 'hypochlorite de sodium a 0,5%,
le cuivre et les antibiotiques n’ont pas donnée l'efficacité voulue du fait qu'ils ne tuent
les bactéries qu’a la surface du matériel végétal. Les antibiotiques quant a eux, sont
utilisés dans la thérapie humaine et ne sont pas tolérés comme produits

phytosanitaires [144].
4.2 La lutte biologique par utilisation d’agents microbiens

Depuis plus d'une décennie, l'accent a été mis sur la lutte biologique contre la
galle du collet a l'aide de la souche d'A. radiobacter K84 et de son dérivé
génétiqguement modifié K1026, car jusqu'a présent, aucune autre stratégie de gestion

ne s'est avérée aussi efficace [54].

En Algérie, une expérimentation menée en plein champ a montré que
I'incidence du crown gall sur pécher cv Missour est réduite de 94 % lorsque ces
plants sont initialement trempés dans une suspension d’A. radiobacter K84 avant
d’étre inoculés avec une souche tumorigéne sensible et/ou résistante a I'agrocine 84
[18]. Par ailleurs, la protection par K84 des plants inoculés avec une souche
résistante a 'agrocine 84 suggeére l'existence en plus de la production d’agrocine,
d’autres mécanismes favorisant la performance de cet antagoniste. Ces résultats ont
montré que K84 pourrait étre utilisée en Algérie et ce, en dépit de la présence de

souches résistantes a I'agrocine 84 [18; 9].

Cependant, la souche K84 n’est pas efficace vis-a-vis de toutes les souches
d’Agrobacterium spp. et elle n"'empéche pas les infections par A. vitis, ce qui a conduit
les chercheurs a focaliser leurs études pour identifier de nouvelles souches

bactériennes ayant la capacité de contréler le crown gall [145].
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Plusieurs souches cultivables de Rhizobium, Pseudomonas, Bacillus et
Pantoea sont des agents de biocontréle efficaces [146 ; 147] ou ont un potentiel de

contréle biologique élevé contre la maladie de la galle du collet [148].

Des bactéries endophytes telles que Pseudomonas aureofaciens B-4117, P.
fluorescens CR330D et 1100-6, Bacillus subtilis EN63-1, Bacillus sp. EN71-1, ainsi
que Rahnella aquatilis HX2, peuvent inhiber le développement de plusieurs agents

phytopathogénes y compris A. vitis [149].

Pseudomonas fluorescens 1100-6 qui réduit I'incidence du crown gall peut
aussi survivre au niveau du rhizoplan de la vigne pour une période de 6 mois aprés
avoir colonisé les tissus du xyléme et de I'épiderme en montrant une compétence

rhizo- et endosphérique [150].

Avec Rahnella aquatilis HX2, il a été montré que le trempage des extrémités
basales des boutures de vigne dans une suspension de cette souche a inhibé ou a
complétement empéché la formation des galles aprés I'inoculation par A. vitis K308.
La souche HX2 a été détectée dans la rhizosphere de vigne cultivée sous des
conditions de plein champ de plus de 90 jours aprés linoculation et elle n'a pas

influencé les populations microbiennes présentes en petites densités [151].

4.3 L’induction de la résistance systémique (ISR) ou priming, une voie de

contréle biologique

L’emploi de microorganismes du sol, non pathogenes, en tant qu’agents de
biocontréle des maladies des plantes est une alternative prometteuse aux pesticides
chimiques. Cette technologie permet de protéger les plantes contre les pathogénes

sans pour autant nuire aux équilibres écologiques des écosystémes.

Les agents de biocontréle peuvent agir directement sur les phytopathogenes
(compétition, antagonisme) ou indirectement en stimulant la défense des plantes

hotes. L'expression de cette défense est communément appelée résistance
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systémique induite (ISR), elle se fait de maniére systémique dans tous les organes

de la plante contre divers pathogenes.

Certains agents de biocontrdle sont susceptibles de stimuler la croissance des
plantes, ils sont désignés sous le nom de PGPRs (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) [152]. Les PGPRs stimulent I'lISR induite aussi bien chez les
dicotylédones que chez certaines monocotylédones. Les microorganismes
susceptibles d'induire I'ISR sont divers, nous citons par exemple parmi les
champignons, les ascomycétes (Trichoderma), les bactéries du genre Bacillus (B.
subtilis, B. amyloliquefaciens) et les bactéries du genre Pseudomonas (P.

fluorescens, Burkholderia cepacia et P. brassicacearum) [153 ; 154].

Les mécanismes de résistance des plantes aux agents pathogénes, durant
les derniéres décennies, ont permis l'introduction des concepts de résistance induite
et de prémunition ou « priming » des plantes. Le priming permet a la plante de
répondre plus rapidement et plus efficacement quand elle est soumise a un stress,

la rendant ainsi plus résistante ou tolérante [155].

Plusieurs microorganismes antagonistes ont été utilisés dans le contréle des
maladies phytopathogénes via la résistance induite [156]. Parmi les bactéries les
plus utilisées, nous pouvons citer notamment le genre Pseudomonas et Bacillus
[157].

Les agents de lutte biologique a base de bacilles jouent un réle fondamental
dans le domaine des biopesticides. De nombreuses espéces de Bacillus ont prouvé
leur efficacité contre un large éventail de pathogénes végétaux. lls ont été signalés
comme promoteurs de croissance des plantes, inducteurs de résistance systémique
et utilisés pour la production d'une large gamme de composés antimicrobiens
(lipopeptides, antibiotiques et enzymes) et comme concurrents par colonisation des
facteurs de croissance (espace et nutriments) avec d'autres microorganismes

pathogenes [23].
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5. Microorganismes stimulateurs de défense naturelle (SDN), de défense des
plantes ou éliciteurs, une solution de lutte durable contre les organismes

phytopathogénes

Depuis un certain nombre d’années, une nouvelle stratégie alternative se
développe. Elle vise non plus a détruire les agresseurs biotiques pour protéger les
cultures mais a admettre un certain niveau d’agression en stimulant les défenses
"naturelles" des plantes dans le cadre d’'une stratégie de gestion des maladies et des
ravageurs authentiquement durable, celle d’utiliser des stimulateurs de défense des

plantes [158].

Un stimulateur de défense des plantes (SDP) désigné aussi par les termes
d’éliciteur, d’activateur, d'inducteur ou encore de stimulateur de défense naturelle
(SDN) est par définition toute molécule pouvant mimer l'attaque d’'un pathogene et
induire chez la plante des métabolites capables d’assurer sa défense face a une
agression biotique causée par un agent pathogéne ou face a un stress abiotique
[159].

Le PGPR et les agents pathogénes avirulents induisent une résistance en
libérant des éliciteurs aux plantes. Ces éliciteurs peuvent étre biotiques ou
abiotiques, ils comprennent les protéines, les polypeptides, les lipides et les
oligosaccharides [160]. Ce sont des molécules capables d'imiter la perception d'un
agent pathogéne par une plante, déclenchant ainsi une réponse de défense

sophistiquée chez les plantes [161].

Les protéines éliciteurs telles que, les harpines et les élicitines sont
généralement dérivées d’organismes pathogenes comme les bactéries Gram-
négatives et les oomycétes, seules quelques—unes d'entre elles sont isolées de
PGPR [162].

Un grand nombre de microorganismes inducteurs d'ISR identifiés jusqu'a
présent, sont des bactéries a Gram-négatif et plus particulierement des especes

appartenant aux Pseudomonas. Cependant, le nombre de Bacillus spp. signalés
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comme inducteurs d'ISR a rapidement augmenté au cours de la derniere décennie
et comprend B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. pasteurii, B. cereus, B. pumilus, B.
mycoides et B. sphaericus [163]. Ces especes peuvent entrainer une réduction
significative de la gravité des maladies pour un large éventail d'agents pathogénes

chez une diversité d'hotes.

Les especes appartenant au genre Bacillus connues pour leur pouvoir
métabolique important, agissent par utilisation d’'un biofilm, ou différentes activités
biologiques sont assurées a |'échelle communautaire, parmi lesquelles ; la
stimulation de la croissance, I'induction de 'SR, I'acquisition du fer et la production
de sidérophores intervenant a la compétition, la production d’antibiotiques, la
synthése d’enzymes dégradant les parois cellulaires fongiques et la compétition

avec d’autres microorganismes [163 ; 164 ; 23].

Le disulfure de diméthyle (DMDS), produit par une souche de Bacillus cereus,
a une activité d'induction d'ISR et entraine une résistance aux maladies fongiques
des plantes [165]. Les substances chimiques volatiles produites par les souches de
PGPR B. subtilis GB03 et B. amyloliquefaciens IN937a déclencheraient des
réactions de défense des plantes [166]. Les fengycines et les surfactines dérivées

de B. subtilis peuvent également induire des réponses de défense des plantes [167].

L'éliciteur peut induire le métabolisme phénolique et la synthése de la lignine.
Les composés phénoliques, notamment la scopoletine, les acides phénoliques et
I'acide férulique lié a la paroi cellulaire, peuvent conférer une résistance mécanique
a la paroi cellulaire pour la protéger contre l'infection par des bactéries ou des
champignons pathogenes. La réticulation des esters de phénylpropanoides par

I'acide férulique conduit a la formation de polyméres de type lignine [168].

L'utilisation des microorganismes capables d'un comportement antagoniste
contre les agents pathogenes pour l'induction d'une résistance systémique dans les
plantes est une méthode prometteuse de gestion des maladies des cultures. En

pratique, |'application d'éliciteurs sous forme d'arrosage ou de pulvérisation foliaire
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sur les plantes est utilisée chez de nombreuses plantes cultivées a I'égard de

pathogenes économiquement importants.

L’acibenzolar-S-méthyl est un analogue fonctionnel de le SA, inducteur de la
SAR [169]. En application préventive, il assure un niveau de protection contre le feu
bactérien d’environ 50% [170]. Ce produit et une large gamme d’autres produits SDN
sur le commerce, sont autorisés pour la lutte préventive contre le feu bactérien des

Maloidées.

Les éliciteurs sont capables d’induire l'inactivation de génes liés a la
pathogénése et d'améliorer I'i'mmunité de la plante traitée pour une lutte efficace
contre les envahisseurs [171]. Cette pratique a donné des résultats trés prometteurs
concernant les bactéries phytopathogénes dans une étude menée au laboratoire
parallélement a celle-ci. En effet, a 'égard du feu bactérien des Pomoidées une
maladie dévastatrice dans les vergers algériens, des especes de Bacillus et de
Pseudomonas brassicacearum ont prouvé une efficacité de plus de 90% sur des
souches d’Erwinia amylovora in vitro et in planta, inoculées a des poires immatures
[26]. Une analyse plus fine de ces souches a montré leur capacité de production de
sidérophores de type hydroxamates et catécholates et de biosurfactants, molécules

requises dans la performance des agents microbiens de biocontréle.

Une protection maximale de la plante contre les agents pathogénes constitue
une approche intégrée de gestion et de contrble des maladies. Elle impliquera
l'utilisation de microorganismes, de leurs métabolites, et de formulation d'extraits de
plantes qui seront appliqués simultanément a la plante permettra aux agriculteurs de
gagner la guerre contre les phytopathogénes, d'augmenter le rendement des
cultures et d'obtenir une pratique agricole durable en assurant la sécurité alimentaire
[172].

35



CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES



Chapitre 2 : Matériels et méthodes- partie 1

Partie 1 :
Evaluation du potentiel des souches antagonistes de Bacillus
spp. et de Pseudomonas brassicacearum dans le contrdle
d’Agrobacterium spp. pathogénes, impliqués dans la maladie
de la galle du collet

Les essais de cette expérimentation ont été réalisés au niveau du
Laboratoire de Protection et de Valorisation de Ressources Agro-Biologiques
(Faculté SNV, Université Saad Dahleb, Blida1).

L’objectif de cette étude consiste a évaluer le pouvoir antagoniste in vitro
et in planta et la suppression de I'effet nécrotique de quatre bactéries appartenant
a deux genres Bacillus et Pseudomonas, initialement isolées de plantes
spontanées [22], vis-a-vis des souches pathogénes d’A. vitis et des souches d’A.

tumefaciens.
1. Souches bactériennes utilisées
1.1 Souches antagonistes

Deux souches de Pseudomonas brassicacearum (CR2 et EPR3), Bacillus
cereus OS1 et Bacillus methylotrophicus OS4 ont été isolées initialement a partir
des plantes spontanées et identifiées par séquengage de 'ADN ribosomal 16S
[22] (tableau 2.1). Ces souches ont été sélectionnées sur la base de leur pouvoir
antagoniste in vitro et de leur activité de stimulation de la croissance des plantes
[22].

Ces souches antagonistes ont été cultivées sur milieu LPGA (Levure
Peptone Glucose Agar) [173] (annexe 1), puis incubées a 28°C. Pour 'étape de
bactérisation, nous avons préparé des suspensions bactériennes a une densité

cellulaire équivalente a la concentration de 107 UFC /ml.
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Tableau 2.1 : Origines des souches antagonistes utilisées [22].

Codedela Nom scientifique Origine végétale Année d’isolement
souche
0OS1 B. cereus Urtica dioica
0S4 B. methylotrophicus  Urtica dioica
CR2 P. brassicacearum Calendula arvensis 2010
EPRS3 P. brassicacearum Euphorbia peplus

1.2 Souches pathogénes

Les souches pathogenes d’A. tumefaciens dont ; une de référence C58
(ATCC33970) et une souche locale E2 isolée d'eucalyptus [11], ont servi pour les
tests in vitro et in planta. Deux autres souches d'A. vitis (AV25/95 et Bu20/95)
gracieusement fournies par Marylin L. Canfield, Department of Botany and Plant
Pathology, Oregon State University, Corvallis, Oregon, ont subi les mémes tests
que les précédentes. Toutes les souches d'Agrobacerium appartiennent a la
collection de bactéries phytopathogénes de I'Université de Blida1 et ont fait I'objet
de tests préliminaires de vérification de leur pathogénicité sur Kalanchoé

daigremantiana et Lycopersicum esculentum [174] (tableau 2.2).

Tableau 2.2 : Origine des souches d’A. tumefaciens utilisées.

Souche Origine Origine Année Source
végétale géographique d’isolement
C58 Prunus New York (U.S.A) 1955 Dickey R.S. Comell
cerasus university, Ithaca, N.
Y.
E2 Eucalyptus Tlemcen (Algérie) 2003 Krimi Z. Université
occidentalis Blida 1

Ces souches ont été conservées dans des tubes contenant 'eau distillée
stérile a une température de 4°C. Leur pureté a été vérifiée par étalement sectoriel

et purifications successives sur le milieu MG [174] (annexe 2).
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Pour [l'étape d’inoculation, nous avons préparé des suspensions
bactériennes a une densité optique qui varie de 0,12 a 0,16 a une longueur d'onde

de 600 nm, ce qui correspond a une densité cellulaire de 106 UFC /ml.

En effet, pour notre expérimentation, nous avons utilisé la densité
d’inoculum de 10% UFC/ml, indiquée par plusieurs travaux effectués sur A.

tumefaciens.

Pour mettre en évidence l'activité antibactérienne des isolats antagonistes
contre les souches d’'A. fumefaciens, nous avons considéreé le ratiode 10 : 1 c’est-
a-dire, pour I'antagoniste une concentration de 107 UFC/ml, 10 fois supérieure a

celle de la souche pathogéne 10° UFC/mI [175].
2. Test d’antagonisme in vitro

Le pouvoir antagoniste des souches de Bacillus et de Pseudomonas
brassicacearum a I'égard des souches d'Agrobacterium pathogénes a été testé
in vitro par deux techniques de confrontation : la premiere consiste a laisser un
laps de temps (24 h), qui permet a la souche antagoniste de diffuser les molécules
antimicrobiennes dans le milieu de culture avant le dépbt de la souche
pathogene : cest la confrontation déphasée. La deuxiéme technique de
confrontation simultanée, consiste a déposer les deux souches, antagoniste et

pathogene en méme temps sur le milieu de culture.
2.1. La confrontation déphasée

La confrontation déphasée in vitro a été réalisée suivant la méthode décrite

par Stonier [176] et modifiée par Moore et al. [174].

Les bactéries de Bacillus spp. et de Pseudomonas brassicacearum a
tester, ont été cultivées sur le milieu LPGA pendant 48 h a 28 °C. Chaque souche
bactérienne purifiée a été raclée des boites de Petri contenant le milieu LPGA et
mise en suspension dans I'eau distillée stérile (EDS) a une concentration connue
(107 UFC/mL), déterminée par spectrophotométrie en comparant la DO de
chaque suspension a sa propre courbe de croissance de référence a A =600 nm.

Un volume de 20 pL de chaque suspension bactérienne a été ensemencé sous
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forme d’'un spot central sur la surface des boites de Petri puis incubées par la
suite pendant 24 h a 28 °C.

Parallélement, les bactéries pathogenes ont été ensemencées sur le milieu
LPGA et cultivées dans les mémes conditions décrites que les antagonistes.
Aprés incubation, les suspensions de bactéries pathogénes (108 UFC/mL)
préparées comme décrit ci-dessus, sont pulvérisées a 'aide d'un aérosol stérile
sur la surface des boites de Petri contenant les souches bactériennes

ensemencées en spots.

Les boites de Petri ont été incubées de nouveau pendant 48 h a 28 °C et
I'apparition d’'une zone d'inhibition entourant la macro-colonie a été considérée
comme une activité antagoniste positive. L'efficacité d'inhibition des différentes
souches a été évaluée par la mesure du diamétre de chaque colonie en plus de
la zone d'inhibition. L'expérience a été réalisée avec trois répétitions pour chaque

souche.
2.2. La confrontation simultanée

La confrontation simultanée consiste a déposer les deux souches,
antagoniste et pathogéne en méme temps. Pour réaliser cette opération, nous
avons suivi le principe de la méthode des puits a double couche décrite par
Rhouma et al. [20].

Des boites de Petri sont coulées avec une couche solide de milieu LPGA,
juste apres la solidification de cette couche, une autre couche semi-solide du
méme milieu est coulée de nouveau sur la premiére. A l'aide d’'un emporte-piéce
stérile, trois puits de 0.8 mm de diametre sont creusés sur la couche semi-solide,

ils correspondent par conséquent, a 3 répétitions par boite et par souche.

Les boites de Petri sont pulvérisées par la suspension de chaque souche
pathogéne d’Agrobacerium a une densité cellulaire de concentration 108 UFC
/mL. Aprés pulvérisation, un volume de 20 uL de la suspension de la bactérie
supposée antagoniste est déposé dans chaque puits. Enfin, les boites sont
incubées a 28°C pendant 48 h. Pour le témoin négatif, nous avons pulvérisé le

pathogéne ensuite déposé 'EDS dans les trois puits.
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L'apparition d’'une zone d’inhibition claire entourant des puits a été
considérée comme une activité antagoniste positive. Les résultats obtenus ont

été enregistrés en mesurant le diametre en mm des zones d’inhibition.

3. Essai de suppression de I'effet nécrotique d’Agrobacterium vitis par

utilisation des souches antagonistes

En conditions naturelles, I'infection par les souches pathogénes d'A. vitis
se manifeste principalement par la formation d’'une tumeur au niveau des parties

aériennes et des nécroses localisées sur les racines de la vigne [177 ; 178].

Les quatre souches antagonistes sont testées pour examiner leurs
capacités ou non a supprimer I'effet nécrotique des souches pathogénes d’A. vitis
(AV20/95 et Bu25/95), cet essai a été réalisé en suivant la méthode décrite par
Burr et Zheng [179].

Le matériel végétal est constitué de rameaux verts de vigne (Vitis vinifera)
fraichement cueillis présentant un diamétre entre 5 et 10 mm. Quatre variétés de

vigne ont été testées : Gros noir, Cinsault, Muscat et |la variété Ahmer Bouamer.

Dans des conditions d’asepsie, la désinfection superficielle des rameaux
verts des différentes variétés de vigne avant leur découpe est dans de I'éthanol a
70 % pendant 2 mn et dans I'hypochlorite de sodium (NaOCI) a 0,5 % pendant 10
mn, cette étape est suivie de trois ringages successifs a I'EDS. Les rameaux
séchés sur du papier Whatman stérile sont découpés en sections cylindriques de

1 cm de longueur.

Dans des microplaques de culture cellulaire a 12 alvéoles contenant une
couche d’eau gélosée a 2 %, nous avons placé les sections de chaque variété en
tenant I'extrémité basale de chaque section vers le haut. Aprés fixation des
sections sur le milieu gélosé, un volume de 10 pL de la suspension de la souche
antagoniste et/ou de la souche d’A. vitis (selon le traitement) est déposé (tableau
2.3).

L’essai de suppression de leffet nécrotique a été réalisé sur des

microplaques de culture a 12 alvéoles selon un dispositif expérimental qui
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comporte plusieurs traitements. Une section cylindrique des rameaux verts de
chaque variété avec trois répétitions pour chaque traitement, soit un total de 48
sections. Au total, pour tous les traitements de I'essai, nous avons utilisé 192

sections de rameaux.

Pour la concentration cellulaire, nous avons appliqué le ratio 10:1 ou la
concentration de l'antagoniste est 10 fois supérieure a celle de la souche
pathogéne [180]. La DO de la suspension de l'antagoniste équivaut a une

concentration de 107 UFC /mL et celle de la souche pathogéne a 108 UFC /mL.

Les microplaques sont ensuite recouvertes avec du papier aluminium et
placées a la température ambiante du laboratoire pendant sept jours. Si la souche
antagoniste possede une action inhibitrice de l'effet nécrotique vis-a-vis des
souches pathogénes d’'A. vitis, les sections des rameaux verts de la vigne vont
garder leur couleur verte par rapport aux témoins positifs inoculés par la souche

pathogene qui noircissent et se nécrosent.

La sévérité de l'effet nécrotique au niveau des sections des rameaux verts
est évaluée selon I'échelle de classe de 0 a 5 décrit par Oslane et al. [181]
(tableau 2.4). Les sections des rameaux verts de chaque variété testée ont été
classées selon 5 classes de séveérité, puis l'indice de sévérité (IS %) a été calculé

selon la formule suivante [182] (Cooke, 1998) :
IS % = (> (Nix Si)/ (Nt x 5)) x 100
i:allantde 1 a5.
Si: numéro de classe de sévérité.

Nt: nombre total de sections observées par traitement.
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Tableau 2.3 : Les différents traitements de l'essai de suppression de l'effet

nécrotique.

Traitements

™

Témoin négatif qui consiste a déposer 'EDS sur les

sections de la vigne de chaque variété.

T2

Témoin positif représenté par les sections de chaque
variété de vigne inoculée par la suspension de la souche

pathogéne d'A. vitis (soit AV25/95 ou Bu20/95).

T3

Les sections de chaque variété de vigne inoculées
directement avec la suspension de souches antagonistes :

EPRS, CR2, OS1 ou OS4.

T4

Le traitement consiste a interagir le pathogéne avec
'antagoniste en laissant un laps de temps de 20 min entre
le dépbt de I'antagoniste et I'inoculation du pathogéne.
Les traitements sont :

EPR3 - AV25/95 —

EPR3 - Bu20/95

CR2 - AV25/95

CR2 - Bu20/95 Sur les sections de

7 chaque variété de
0S1 - AV25/95 vigne

0OS1 - Bu20/95

0S4 - AV25/95

0S4 - Bu20/95  _J
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Tableau 2.4 : Echelle d’estimation de la sévérité de I'effet nécrotique.

Classe de Degré d’infection des sections des rameaux verts
sévérité de la vigne
0 Pas d’effet nécrotique
1 Passage de 'anneau vasculaire du vert au brun
2 Brunissement de I'anneau vasculaire et du cylindre

central (centre des sections)

3 Nécrose partielle de la section

4 Nécrose totale de la section

5 La section de la vigne est totalement nécrosée +
pourriture.

4. Essai d’antagonisme in planta sur la tomate et la vigne

Le test d’antagonisme in planta a été mené sur des plants de tomate (var.
Saint Pierre) et de vigne (var. Gros noir). Le choix de tester I'activité antagoniste
sur la tomate (Lycopersicon esculentum L.), est justifié par le fait qu’elle constitue
une plante hote utilisée lors des expérimentations pour les bactéries pathogénes
d’Agrobacterium, car en cas de réponse positive, elle développe des tumeurs en
un temps trés court [183]. La vigne (Vitis vinifera), constitue la principale plante
héte d’A. vitis [8], pour les besoins de I'expérimentations, ses graines ont été

récupérées a partir de grappes d’un vignoble situé a Bouchrahil (W. Médéa).

4.1. Méthodologie

Les semences de tomate et les graines de raisin ont été désinfectées dans
une solution constituée de NaOCl a 2 % pendant 5 min, puis rincées a lEDS. Les
graines de raisin désinfectées, ont subi une pré-germination dans des boites de
Petri contenant une couche d’eau gélosée a 7 % et mises dans un incubateur a

28 °C afin d’accélérer leur germination.

Les plants de tomate et de vigne issus de I'étape de pré-germination ont
été transplantés pour étre cultivés sur un substrat composé d'un mélange de 2/3
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de terre végétale et 1/3 de tourbe, soigneusement homogénéisés et autoclavés
deux fois pendant 60 min a 120 °C, avec un intervalle de 24 h entre chaque

autoclavage [184].

Le semis des graines de tomate et de la vigne pré-germées, a été réalisé
dans des pots (10 cm x 6,5 cm) en mini serre, avec une photopériode quotidienne
de 16 h de lumiére et 8 h d'obscurité a une température de 25 + 1 °C. Au cours
de I'expérience, un niveau adéquat d'humidité du substrat a ét¢€ maintenu par une

irrigation réguliere.

La sélection des plantules germées est faite apres la germination des
semences de tomate et de la vigne et avant leur inoculation par les bactéries
antagonistes. Les plantes de tomates ont été choisies au stade de deux vraies
feuilles pour que I'ensemble des plantes soit homogéne et de méme stade
phénologique. Alors que pour les plants de la vigne, le choix des individus avait
porté sur les plants ayant un diametre des tiges qui oscille entre 5 et 10 mm avant
I'inoculation et ce, dans l'objectif d’avoir une moindre hétérogénéité entre les

plants testés.

L’essai d’antagonisme in planta a été réalisé sous serre selon un dispositif
expérimental, en blocs complets avec plusieurs traitements (tableau 2.5). Pour la
tomate, six répétitions pour chaque traitement. Au total, pour tous les traitements
de I'essai d’'antagonisme sur la tomate, 90 plants ont été utilisés pour 'analyse

pour chaque technique de confrontation (déphasée et simultanée).

Pour la vigne, nous avons appliqué le méme type de dispositif avec quatre
répétitions pour chaque traitement ; soit un total de 60 plants pour chaque type

de confrontation.
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Tableau 2.5 : Les différents traitements de I'essai d’antagonisme in planta sur la

tomate et la vigne.

Traitements

Témoin négatif représenté par les plants inoculés avec
™ 'EDS.

Témoin positif correspond a I'inoculation par blessure des

T2 plantules avec les suspensions des souches tumorigénes
d’Agrobacterium (C58, E2, Bu20/95 ou AV25/95).
T3 Trempage des plants directement dans la suspension des

souches antagonistes : EPR3, CR2, OS1 ou OS4.

Le traitement par trempage des plants dans la suspension

bactérienne d’antagoniste puis inoculation par blessure

par les souches tumorigénes d’ Agrobacterium (C58, E2,
T4 Bu20/95 ou AV25/95).

EPR3 - AV25/95 ——

EPR3 - Bu20/95

EPR3 - C58

EPR3 -E2

CR2 - AV25/95

CR2 - Bu20/95

CR2-C58

CR2-E2

081 - AV25/95

0S1 - Bu20/95

0S1-C58

0S1-E2

0S4 - AV25/95

0S4 - Bu20/95

0S4 - C58

0S4 -E2 I

Pour les plantules de
S la tomate et de la

vigne.
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4.2. Techniques d’inoculation des plantules de tomate et de la vigne

4.2.1. Confrontation déphasée in planta

Les plantules de tomate et de vigne sont dépotées, rincées pour éliminer
I'excés du sol puis trempées pendant 24 h dans la suspension de la bactérie
antagoniste sélectionnée a une densité cellulaire de 107 UFC /mL [185]. Les
plantules de tomate et de vigne traitées par 'antagoniste seront par la suite
séparément inoculées par les souches pathogénes d Agrobacterium (C58, E2,
Bu20/95 ou AV25/95) a une concentration cellulaire de 106 UFC /mL.

Le témoin négatif correspond aux plantes trempées dans 'EDS. Aprés 24

h, les plantes trempées sont re-transplantées en pots.

A l'aide d'un scalpel stérile, trois blessures sur la tige de chaque plantule
de tomate, a intervalle de 1 cm a partir de l'extrémité en croissance, sont
réalisées. Pour les plantules de la vigne, nous avons réalisé deux blessures sur
le rameau, la premiere au niveau du collet et la seconde située au niveau du
premier entre-nceud. Un volume de 0.5 mL d’EDS ou de la suspension
bactérienne de I'agent pathogéne (selon le traitement) est introduit au niveau des

blessures.

La tige inoculée est ensuite enveloppée avec du papier aluminium stérile
afin d’éviter la dessiccation de 'inoculum. Les plantules sont maintenues en serre
a une température de 25 a 28 °C, puis inspectées pour le développement des

tumeurs.
4.2.2. Confrontation simultanée in planta

Le méme protocole est suivi lors de la réalisation de la confrontation
simultanée in planta. Les plantules de tomate et de vigne sont trempées pour
quelques secondes dans 'EDS ou dans la suspension de I'antagoniste (selon le

traitement) puis immédiatement inoculées avec I'agent pathogéne.
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4.3. Evaluation in planta des bactéries antagonistes (Bacillus spp. et

Pseudomonas spp.) du biocontréle de la maladie de la galle du collet

L’infection par les bactéries tumorigenes d Agrobacterium se manifeste
principalement par la formation d’'une tumeur au niveau du point d’'inoculation [ 8
. 186]. L'efficacité des antagonistes bactériens dans la réduction du
développement tumoral a été évaluée en enregistrant la taille des tumeurs, sept
semaines aprés inoculation par le pathogene pour les plantules de vigne et neuf

semaines pour les plantules de tomate.

5. Analyse statistique

L’activité antagoniste in vitro des souches antagonistes envers les souches
pathogénes dAgrobacterium est indiquée par des zones d’inhibition de
croissance autour des spots des bactéries antagonistes. Un calcul de la moyenne

des diameétres de la zone d'inhibition a été effectué.

Les résultats obtenus pour le test de suppression de I'effet nécrotique d’A.
vitis par l'utilisation des souches antagonistes et le test d’antagonisme in planta,
ont été analysés par le logiciel statistique Systat (vers. 12). Nous avons analysé
les conditions paramétriques considérées : les souches antagonistes, les
souches d’A.vitis et I'indice de sévérité de I'effet nécrotique (IS %). Le test ANOVA
est effectué et la distribution de la variable quantitative a été vérifiée pour sa

normalité.

Les résultats du test d’antagonisme in planta des souches antagonistes
envers les souches d’Agrobacterium, ont été aussi analysés en tenant compte de
toutes les conditions paramétriques qui sont : les souches antagonistes, les
souches d’Agrobacterium, la variation dans le temps, la variation de la position
des tumeurs et la taille des tumeurs. Le test ANOVA est effectué et parallélement,

la distribution de la variable quantitative a analyser a été vérifiée.
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Partie 2 :

Mise en évidence de la réaction de résistance systémique
induite (ISR) par les souches de Bacillus spp. et de
Pseudomonas brassicacearum chez le pathosystéme

Agrobacterium tumefaciens/ tomate

Les essais de cette expérimentation ont été réalisés au niveau du
laboratoire de Protection et de Valorisation de Ressources Agro-Biologiques et
aussi au niveau du laboratoire de Génie-chimique (Université Saad Dahleb, Blida
1). Les analyses HPLC ont étaient faites au niveau du Centre de Recherche et
Techniques en Analyses Physico-Chimiques (Bousmail) CRAPC, ainsi qu’'au

niveau de I'Institut National de Criminalistique et de Criminologie (Bouchaoui).

Ce travail a été accompli dans le but d’étudier I'effet de bactérisation des
semences par les souches de Bacillus spp. et de Pseudomonas brassicacearum,
sur la protection de la tomate et d'évaluer la capacité de ces souches antagonistes

a induire une réponse systémique contre Agrobacterium tumefaciens.

L’objectif était d’évaluer aussi les changements métaboliques induits par
I'activation des réactions de défense chez la tomate. Nous avons essayé de
comprendre l'impact des souches antagonistes sur la réponse de défense des
plantes, en analysant l'accumulation des composés phénoliques, l'acide
salicylique et l'activité enzymatique de la peroxydase et de la polyphénol-oxydase
dans les tissus des plants de tomate. Ces composés sont les principaux
indicateurs chimiques d’analyse de la réaction de résistance systémique chez les

organismes phytopathogenes.
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1. Souches bactériennes utilisées

Les bactéries étudiées sont ; Pseudomonas brassicacearum CR2 et EPRS3,
Bacillus cereus OS1 et Bacillus methylotrophicus OS4 [22]. L'origine et les

caractéristiques de ces quatre souches ont été décrites dans la partie précédente.

Trois souches d'A. tumefaciens, la souche C58 (ATCC33970) et deux
souches algériennes E17 et E14 isolées d'eucalyptus [11], ont été utilisées dans
cette étude comme agents pathogénes cibles pour effectuer des tests in vitro et
in vivo. Toutes les souches font partie de la collection de bactéries
phytopathogénes du laboratoire de |'université de Blida 1 et ont fait |'objet d'une
vérification préliminaire de leur pathogénicité sur Kalanchoé daigremontiana et

Lycopersicum esculentum [174].

2. Activité antagoniste in vitro

Quatre souches endophytes précédemment isolées d'espéces végétales
spontanées [22], ont été testées in vitro pour leur activité antagoniste contre trois
souches d'A. tumefaciens (C58, E14 et E17).

Le test a été réalisé selon la méthode décrite par Stonier [176] et modifiée
par Moore et al. [174]. Les bactéries antagonistes présumées ont été cultivées
sur des boites de Petri contenant le milieu LPGA pendant 48 heures a 28 °C. Les
cellules bactériennes ont été raclées des boites de Petri contenant le milieu LPGA

et mises en suspension dans I'EDS.

La concentration finale de la suspension était de 10” UFC mL-1, elle a été
déterminée par spectrophotométrie en comparant la DO de chaque suspension a
sa propre courbe de croissance de référence a A = 600 nm. Un volume de 20 yL
de chaque suspension bactérienne a été placé sous forme de spots sur la surface
des boites LPGA, incubées par la suite pendant 48 h a 28 °C. Parallelement, les
bactéries pathogénes ont été ensemencées sur d’autres boites de Petri du milieu
LPGA et cultivées pendant 48 h a 28 °C.
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Apres incubation, les suspensions de bactéries pathogénes (108 UFC mL-
1), préparées comme décrit ci-dessus pour les antagonistes, ont été pulvérisées
sur la surface des boites de Petri ensemencées avec les bactéries antagonistes.
Les boites de Petri ainsi traitées, sont incubées de nouveau pendant 24 a 48 h a
28 °C et l'apparition de halos d'inhibition entourant la macro-colonie est

considérée comme une activité antagoniste positive.

L'activité d'inhibition des différentes souches a été évaluée en comparant
la taille de la zone d'inhibition. Trois répétitions pour chaque combinaison

antagoniste/ pathogéne ont été effectuées et I'expérience a été répétée deux fois.

3. Bactérisation des semences et inoculation des souches d'Agrobacterium
tumefaciens sur les plantules de tomate

3.1 Matériel végétal et conditions expérimentales

Ce test a été réalisé sur des plants de tomate variété St. Pierre. La tomate
(Lycopersicon esculentum L.) est considérée comme un héte universel a la fois
pour A. tumefaciens et A. vitis puisque cette espéce végétale donne des résultats

rapides et reproductibles [187].

La tomate est considérée aussi, comme un modele, largement utilisé dans
des études relatives a I'induction de la résistance systémique et le biocontrdle par
les PGPR [188].

Les plants de tomate sont cultivés en pots, dans un mélange de sol
composé de 2/3 de sol de champ et 1/3 de tourbe parfaitement homogénéisés.
Le sol a été autoclavé deux fois pendant 60 mn a 120 °C, avec un intervalle de

24 h entre chaque autoclavage, afin d'assurer la désinfection totale [184].

Le substrat de sol a ensuite été distribué dans des pots en plastique (10 x
6,5 cm). Les graines de tomate ont été stérilisées en surface avec de
I'nypochlorite de sodium a 2 % pendant 5 mn, rincées abondamment avec du
I'EDS, puis placées sur des disques stériles de papier filtre Whatman a l'intérieur

de boites de Petri.

50



Chapitre 2 : Matériels et méthodes -partie2

3.2 Méthodes d'inoculation des bactéries antagonistes et des

souches pathogénes

Les graines de tomate ont été trempées pendant 24 h dans les
suspensions des bactéries Pseudomonas ou Bacillus sélectionnées pour ce test,
ou dans de I'EDS (témoin), puis ont été incubées a 25 °C pendant 5 jours a

I'obscurité afin de favoriser la germination.

Une semaine aprés la germination, les semis ont été sélectionnés et

transplantés dans des pots en plastique contenant le sol désinfecté.

Pour chaque souche antagoniste, 12 plantules ont été traitées avec
'antagoniste et inoculées avec le pathogéne, 12 ont été traitées avec
I'antagoniste seul, 9 ont été inoculées avec chaque souche d'A. tumefaciens et 3
plantes témoins ont été traitées avec I'EDS (figure 2.1 ; tableau 2.6). L'expérience
a été planifiée selon un plan randomisé complet avec trois blocs pour chaque

groupe de traitements.

Pathogéene

Antagoniste

Figure 2.1 : Schéma des différents traitements appliqués sur les plantules de

tomate.
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Tableau 2.6 : Les différents traitements de I'expérimentation.

Traitements Nombre de plants de
tomates (répétitions)
T1: EDS (# Temps: Ojour, 2 jours, 6 jours 12 plants

et 15 jours)

0S1-C58 12

OS1-E14 12
OS1-E171 12
0S4-C58 12
OS4-E14 12

T2 : souches antagonistes/ souches OS4-E171 12
pathogénes (# Temps : O jour, 2 jours, 6 EPR3-C58 12 [/~

jours et 15 jours) EPR3-E14 12
EPR3-E171 12
CR2-C58 12
CR2-E14 12
CR2-E171 12
144 plants
0S1 12
T3 : souches antagonistes (# Temps : 0 0S4 12
jour, 2 jours, 6 jours et 15 jours) EPRS3 12
CR2 12
48 plants
C58 12
T4 : souches pathogénes (# Temps : 0 E14 12
jour, 2 jours, 6 jours et 15 jours) E171 12
36 plants

EDS : plante de tomate traitée avec de I'eau distillée stérile.

# Temps : différents intervalles de temps : 0 j, 2 j, 6 j et 15 jours aprés l'inoculation par A.
tumefaciens.

Souches antagonistes : bactéries antagonistes ; souches de P. brassicacearum, CR2 et EPR3,
souche de B. cereus OS1 et souche de B. methylotrophicus OS4.

Bactéries pathogénes : A. fumefaciens souches C58, E14 et E171.
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Au stade quatre feuilles, les tiges des plantes ont été blessées au niveau
du collet avec un scalpel stérile et un volume de 50 ul des suspensions de chaque
souche d'Agrobacterium tumefaciens a 106 UFC mL-1 a été déposé sur les plaies.
Le méme volume d'EDS a été utilisé pour traiter les plantes témoins. Les tiges
inoculées ont été enveloppées dans du papier aluminium pour éviter une

dessiccation rapide de l'inoculum.

Pendant I'expérience, un niveau adéquat d'humidité du sol a été maintenu
par une irrigation réguliére. L'expérience a été réalisée dans une serre avec une
photopériode quotidienne de 16 h de lumiere et 8 h d'obscurité a une température
de 25-30 °C.

L'efficacité des antagonistes bactériens pour réduire le développement des
tumeurs a été évaluée en enregistrant la taille de la tumeur, neuf semaines aprés

I'inoculation de I'agent pathogéne.

4. Analyse de I'ISR par évaluation de la teneur en phénols, en acide
salicylique et de l'activité de la peroxydase et de la polyphénol-oxydase

chez les plants de tomate

La teneur en phénols, en acide salicylique (SA) et l'activité des enzymes :
peroxydase (PO) et polyphénol-oxydase (PPQO) ont été analysées pour les
différents traitements (plantes traitées et les témoins). Les plants de tomate ont
été soigneusement déracinés a différents intervalles de temps, O h, 48 h et 6 et
15 jours aprés l'inoculation par A. tumefaciens et traités selon les différents
protocoles décrits ci-dessous. Trois plants ont été prélevés sur chaque réplique

de chaque traitement et traités séparément.

4.1. Estimation de la teneur en phénols

La teneur en phénols a été estimée selon la procédure Folin-Ciocalteau
[189]. Un gramme d'échantillon de plante fraiche (racines et feuilles) a été broyé
dans un mortier avec 10 ml de méthanol a 80 % et centrifugé a 10 000 g pendant
15 mn [190]. Un volume d’un ml de I'extrait méthanolique a été ajouté a 5 ml
d’EDS et a 250 uL de réactif Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich, Allemagne).
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La solution a été maintenue a 25 °C pendant 5 mn, aprés ce temps
d’'incubation, un ml de 20 % de carbonate de sodium a été ajouté. La solution a
été laissée a température ambiante pendant 2 h, puis 'absorbance de la couleur
bleue a été mesurée a 765 nm et 731 nm a l'aide du spectrophotomeétre
SHIMADZU 1800 UV.

Des solutions d'acide gallique (GA) et d'acide salicylique ont été utilisées
comme étalons. Deux courbes d'étalonnage ont été préalablement congues pour
l'acide gallique (GA) et l'acide salicylique a différentes concentrations et
pratiquées dans les mémes conditions opératoires que les échantillons (annexe
3). Les résultats ont été exprimés en ug mL-1 d'acide gallique ou d'acide

salicylique. Toutes les analyses ont été effectuées en trois répétitions.

4.2 Identification et quantification de I'acide salicylique (SA)

Les échantillons de plantes ont été analysés selon la méthode de Seskar,
Shulaev et Raskin [191]. Les plants de tomate entiers (racines et feuilles)
échantillonnés a différents moments, ont été congelés dans de l'azote liquide et
broyés en une fine poudre. Pour chaque échantillon 0,5 g ont été extraits avec du
méthanol a 90 % et 100 %, puis agités pendant 1 mn et ensuite soniqués pendant

10 mn.

Les extraits ont ensuite été centrifugés a 10 000 g et séchés sous vide. Le
culot sec a été remis en suspension dans 2,5 ml d'acide trichloroacétique a 5 %
et centrifugé, le surnageant a été divisé en utilisant une solution d'acétate d'éthyle,
de cyclopentane et d'isopropanol (rapport 100:99:1, v/v). La couche organique
supérieure contenant l'acide salicylique libre a été transférée dans un flacon de 4
ml et séchée avec de |'azote gazeux. L'acide salicylique sec a de nouveau été

mis en suspension dans 1 ml de méthanol a 100 % (HPLC Grade-Sigma).

Les analyses par chromatographie liquide haute performance (HPLC) ont
été effectuées sur un YL 9100 HPLC (logiciel : YL-CLARITY) avec un détecteur
UV (excitation et émission, 254 nm et 280 nm, respectivement) équipé d'une
colonne HPLC en phase inverse C18 (RESTEK, diamétre 4,6 mm, longueur 150

mm et taille des pores 5 um). Le débit était de 1,0 ml mn-1. Les solvants utilisés
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étaient I'acide acétique a 1 % (solvant A) et du méthanol de qualité HPLC (solvant
B). La concentration d'acide salicylique (ug mL-1) a été calculée en tenant compte
d'une courbe d'‘étalonnage congue précédemment en utilisant de I'acide

salicylique standard (annexe 4).

Les composés phénoliques ont été identifies par comparaison avec le
temps de rétention des étalons (Sigma) et les concentrations ont été calculées en
comparant les surfaces des pics des échantillons avec les composés de référence

utilisés dans les mémes conditions d'élution.
4.2.1 Analyse qualitative de I'acide salicylique (SA) par GC-MS

Le SA a été extrait et quantifié comme décrit par Malamy et Klessig [192].
Les tissus végétaux entiers (0,5 g) ont été extraits avec du méthanol a 90 % et
100 %. Les échantillons ont ensuite été centrifugés a 10 000 tours/mn, I'extrait de
méthanol a été séché sous vide, puis le résidu a été remis en suspension dans
50 ul d'acide trichloracétique a 5 % et 1 ml de méthanol a 100 %. Le volume de
l'extrait a été ajusté a 5 ml avec H20 et centrifugé a 3 000 tours/mn pendant 10

mn.

Le surnageant a été mélangé avec une quantité égale de N-Méthyl-N-
(Triméthylsilyl) Trifluoroacétamide (MSTFA), (Fluka, Steinheim, Allemagne) et
maintenu a 70 °C pendant 30 mn. Le solvant a été a nouveau évaporé sous azote
et I'extrait a été dissous dans du méthanol (100 uL). La dérivatisation des MSTFA
pour la chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC-MS) a
été effectuée en gjoutant 50 uL de réactif MSTFA aux résidus de granulé sec
évapore, puis le granulé a été remis en suspension dans 100 uL de solutions
d'échantillons, légerement agité par vortex, puis transféré dans des micro fioles

contenant des inserts de 250 L pour I'analyse GC-MS.

L'analyse qualitative a été effectuée par GC-MS. L'étude a été réalisée a
l'aide d'un systéme de chromatographie en phase gazeuse HP 5890 série Il
couplé a un détecteur sélectif de masse (MSD) HP 5971A, fabriqué par Agilent

(Etats-Unis), qui est un analyseur de masse quadripolaire.
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Un pl de chaque échantillon a été injecté automatiquement en mode
splitless. La séparation chromatographique des substances testées a été
effectuée sur une colonne capillaire HP-5MS (30mx 0,25mmx 0,25m) avec un
gradient de température qui consistait en cing segments. La température initiale
de la colonne (90 °C) a été maintenue pendant 0,5 mn, puis a augmenté
linéairement a la vitesse de 20 C/mn jusqu'a 200 °C, puis a 280 °C a 15 °C/mn et

enfin a 320 C a 20 C/mn, maintenue a cette température pendant 3,67 mn.

L'hélium a un débit constant de 1 ml/mn a été utilisé comme gaz vecteur.
Le spectrométre fonctionnait en mode d'ionisation électronique (El) et I'énergie
du faisceau d'électrons était de 70 eV. Les ions positifs ont été analysés.
L'acquisition a été effectuée en mode balayage, et toute la masse allant de 38 a
650 amu (unité de masse atomique unifiée) a été collectée. Le SA et d'autres
composés ont été identifiés par comparaison de leur temps de rétention avec des
étalons purs disponibles dans le commerce. Une identification plus poussée a été
réalisée en sélectionnant des échantillons pour l'analyse GC-MS en mode
d'ionisation par impact électronique, suivie de la comparaison de la fragmentation

et du temps de rétention avec des composés purs.

4.3Détermination de I'activité de la peroxydase (PO)

L'activité de la peroxydase a été dosée par la méthode de Hammerschmidt
et al. [193]. Les plantes déracinées ont été lavées a l'eau courante,
homogénéisées avec de l'azote liquide dans un mortier pré-refroidi et broyées.

Les tissus homogénéisés ont été stockés dans un congélateur (-70 °C)
jusqu'a leur utilisation pour des analyses biochimiques. Un gramme de chaque
échantillon de plante congelé a été homogénéisé dans 2 ml de tampon phosphate
0,1 M, pH 7,0 24 °C. L'homogénat a été centrifugé a 16.000 g a 4 °C pendant 15
mn et le surnageant a été utilisé pour I'analyse de la teneur en PO.

Le mélange réactionnel, composé de 1,5 ml de pyrogallol 0,05 M
(MERCK), de 0,5 ml de l'extrait et de 0,5 ml de H202 a 1 %, a été incubé a
température ambiante (28 + 2 °C). Le mélange réactionnel sans extrait
enzymatique a servi de témoin. Les changements d'absorbance a 420 nm ont été

enregistrés a des intervalles de 30 s pendant 3 mn. L'activité enzymatique a été
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exprimée sous forme de changements dans |'absorbance en mn-1 g -1 de tissu

frais.

4.4 Détermination de I'activité de la polyphénol-oxydase (PPO)

L'activité de la polyphénol-oxydase a été déterminée selon la procédure de
Mayer et al. [194]. Des échantillons congelés de plantes entiéres (1g) préparés
comme décrit précédemment, ont été homogénéisés dans 2 ml de tampon de
phosphate de sodium 0,1 M (pH 6,5) et centrifugés a 16 000 g pendant 15 mn a

4 °C pour recueillir le surnageant.

Le mélange réactionnel était constitué de 200 L de surnageant et de 1,5
ml de tampon de phosphate de sodium 0,1 M (pH 6,5). Pour démarrer la réaction
enzymatique, 200 ul de catéchol 0,01 M ont été ajoutés et I'activité a été exprimée
comme le changement d'absorbance a 495 nm jusqu'a 15 mn, aprés ['ajout du

catéchol.

5. Analyse statistique

Les analyses ont été effectuées avec le logiciel SPSS (Statistical Package
for the Social Science) (version 23.0). Tous les paramétres étudiés : antagoniste
in vitro et in planta, 'accumulation des phénols, I'acide salicylique et I'analyse
biochimique des enzymes : 'activité de la peroxydase et de la polyphénol oxydase
ont fait 'objet d'une analyse de variance (ANOVA). Les données ont été
analysées par analyse unidirectionnelle de la variance (ANOVA), et les moyennes
ont été comparées au test de Fisher de la différence la moins significative (LSD)
(P <0.05).
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Chapitre 3 : Résultats et interprétation

Partie 1 :
Evaluation du potentiel des souches antagonistes de Bacillus
spp. et de Pseudomonas brassicacearum dans le contrdle
d’Agrobacterium spp. pathogénes, impliqués dans la maladie
de la galle du collet

1. Pouvoir antagoniste in vitro des souches de Bacillus spp. et de

Pseudomonas brassicacearum

Les bactéries de genres Bacillus et Pseudomonas utilisées, ont montré une
activité antagoniste vis-a-vis des souches d'A. vitis et d’A. tumefaciens. Les
différentes souches antagonistes présentent un effet inhibiteur variable selon la
souche pathogéne d'Agrobacterium et selon le temps entre le dépbt de
'antagoniste et celui du pathogéne (selon la technique de confrontation :

simultanée ou déphasée).

1.1. Confrontation déphasée in vitro

Les quatre souches testées ont montré un effet antagoniste envers les
quatre souches pathogénes d’ Agrobacterium utilisés, les diamétres des zones
d’inhibition varient de 21 a 50 mm. La souche d’'A. vitis Bu20/95 a été la moins
sensible avec des zones d’inhibition ne dépassant pas 22 mm sous l'effet des
trois souches CR2, OS1 et OS4 par rapport a la souche AV25/95 et les autres
souches d'A. tumefaciens. La souche CR2 a montré un effet antagoniste trés
important envers la souche AV25/95 avec un diamétre de la zone d’inhibition de
39,33 mm, suivie par B. methylotrophicus 0S4 avec 37.67 mm. La souche de P.
brassicacearum EPR3 a généré des zones d’inhibition de 50 mm a 'égard d'A.

tumefaciens C58 (tableau 3.1).

58



Chapitre 3 : Résultats et interprétation

Tableau 3.1 : Moyenne des zones dinhibition (mm) pour la confrontation
déphasée in vitro des quatre bactéries antagonistes envers les souches

pathogénes d’Agrobacterium.

Souches antagonistes AV25/95 Bu20/95 C58 E2

P. brassicacearum CR2 39.33 22.33 27,67 35,00
P. brassicacearum EPR3 30.67 31.33 51.00 3567

B. cereus OS1 25.33 21.00 31.00 30.67
B. methylotrophicus OS4 37.67 20.67 36.00 30.00

1.2. Confrontation simultanée in vitro

Pour la confrontation simultanée, le dépbt de I'antagoniste en méme
temps que le pathogéne n'a pas empéché certaines souches a exprimer leur
pouvoir inhibiteur. La souche P. brassicacearum EPR3 a enregistré une zone
d’inhibition de 40 mm envers la souche d’A. tumefaciens C58, suivie par la souche
de B. methylotrophicus 0S4 qui a aussi montré une moyenne de zone d’'inhibition
de 34 mm avec la souche d’A. vitis AV25/95. Cependant, les deux souches CR2
et OS1 n'ont montré aucun effet antagoniste envers la souche d’A. vitis Bu20/95

avec absence totale de la zone d'inhibition (Tableau 3.2).

Tableau 3.2 : Moyenne des zones dinhibition (mm) pour la confrontation
simultanée in vitro des quatre bactéries antagonistes envers les souches

pathogénes d’Agrobacterium.

Souches antagonistes AV25/95 Bu20/95 C58 E2
P. brassicacearum CR2  28.00 00.00 24.00 31.33

P. brassicacearum EPR3 28.00 20.67 40.00 20.00

B. cereus OS1 20,67 00.00 22.00 20.33
B. methylotrophicus 0S4 34.00 21.00 23.00 26.00
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D'une maniére générale, la confrontation déphasée (24 h) a montré une
activité antagoniste plus importante des souches de Bacillus spp. et de P.
brassicacearum comparée a la confrontation de type simultanée (0 h) (figure 3.1).

Les résultats obtenus pour les deux techniques de confrontation déphasée
et simultanée montrent que |'écartement de temps attribué aux souches de
Bacillus spp. et P. brassicacearum a influencé la capacité de ces souches a

inhiber la croissance des pathogénes in vitro (figure 3.2).

° N

Figure 3.1 : Comparaison de l'inhibition in vitro pour les deux techniques de

confrontation.

(AV ; Bu; E2; C58: les bactéries pathogéenes)
(EPR3;CR2;0S1; 0S4 :[=¢ o ntagonistes).

Figure 3.2 : Pouvoir antagoniste de P. brassicacearum EPR3 pour les deux
techniques de confrontation in vitro.

~ Diamétre de la zone d'inhibition. Bu : la souche A.vitis Bu20/95.
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2. Résultats de I’essai de suppression de I'effet nécrotique d’Agrobacterium

vitis sous l'effet des souches antagonistes

Sept jours aprés incubation, des nécroses de teinte variables se sont
développées sur les sections des rameaux verts des quatre variétés de vigne
(figure 3.3). Les variétés Gros noir et Ahmer Bouamer semblent plus sensibles a
I'effet nécrotique des deux souches d'A. vitis tandis que les variétés Muscat et
Cinsault montrent des nécroses moins évidentes. Les nécroses sont apparues
sur la partie basale des sections des rameaux verts de la vigne en manifestant

une couleur variant du brun clair au noir (figure 3.4).

L’application du modéle ANOVA (tableau 3.3) aux effets des souches de
Bacillus spp. et P. brassicacearum en fonction des variétés de vigne utilisées, en
fonction des souches d’A. vitis et en fonction de la souche antagoniste, nous a
permis de constater que ces souches ont présenté un pouvoir trés important de
supprimer et/ou de réduire 'effet nécrotique des deux souches pathogénes d’A.

vitis, les résultats ont été hautement significatifs (p = 0,000).

La souche A. vitis AV25/95 s’est montrée plus virulente que la souche
Bu20/95 en exprimant un indice de sévérité de I'effet nécrotique plus important
sur les sections de la vigne. Les sections des tiges inoculées par cette souche ont
développé des nécroses plus sévéres que celles développées sur les sections
inoculées par la souche Bu20/95, ce résultat a été observé pour les quatre

variétés (figure 3.5).

Nous avons remarqué une variabilité dans lapparition des nécroses
causées par les pathogenes sur les quatre variétés (figure 3.5). La variété Gros
noir s’est révélée la plus sensible a l'effet nécrotique suivie par la variété Ahmer

Bouamer.

L’indice de sévérité de I'effet nécrotique le plus accentué apparait évident
sur les sections des rameaux. Les variétés Cinsault et Muscat sont apparues
moins sensibles en montrant un indice de sévérité de I'effet nécrotique moins
développé par rapport aux deux autres variétés et en comparaison avec les

témoins positifs inoculés directement avec les suspensions des souches d’A. vitis.
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Figure 3.3 : Résultats de I'échelle d'estimation de la sévérité de I'effet nécrotique.

0 : Pas d'effet nécrotique, 1 : Passage de lI'anneau vasculaire du vert au brun, 2 : Brunissement
de lI'anneau vasculaire et du cylindre central (centre des sections), 3 : Nécrose partielle de la
section, 4 : Nécrose totale de la section, 5 : La section de la vigne est totalement nécrosée +

pourriture.

Figure 3.4 : Suppression ou réduction de l'effet nécrotique des souches
pathogénes d'A. vitis par les souches antagonistes sur la variété Muscat 7 jours

apres incubation.

(AV25/95 ; Bu20/95 : les bactéries pathogénes d'A.vitis)

(EDS : eau distillé stérile ; 0S4 ; CR2 : les bactéries antagonistes).
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Tableau 3.3 : Modéle ANOVA appliqué aux effets des souches antagonistes et
les souches d'A. vitis sur le développement des nécroses sur les sections des

différentes variétés de la vigne.

Facteur Somme ddl Carrés F-ratio Valeur
des moyens p
carrés
Pathogéne 6,075 1 6,075 2,324E+016 0,000
Antagoniste 134,700 4 33,675 1,288E+017 0,000

Variéte 9,825 3 3,275 1,253E+016 0,000

Pathogéne* Antagoniste 3,300 4 0,825 3,157E+015 0,000

Pathogéne*Variété 0,825 3 2,275 1,052E+015 0,000

Antagoniste*Variété 30,300 12 2,625 9,661E+015 0,000

Les souches antagonistes ont montré un effet protecteur trés important en
supprimant ou/et en réduisant la sévérité de la nécrose en comparaison avec le
témoin positif traité directement par la souche pathogéne. Le traitement avec les
souches antagonistes a montré un effet suppresseur de I'effet nécrotique causé

par le pathogéne (figure 3.6).

La souche P. brassicacearum CR2 a été la plus efficace en supprimant
I'effet nécrotique des deux souches pathogenes sur les sections traitées des

variétés Cinsault, Gros noir et Ahmer Bouamer.

Sur la variété Muscat, la souche la plus efficace était B. cereus OS1 ou
une inhibition totale a empéché les deux souches d’A. vitis a exprimer leur pouvoir

nécrotique sur les sections des rameaux qui sont restées vertes.

Les sections de la vigne inoculées directement par les souches
antagonistes de Bacillus spp. et de P. brassicacearum ont causé un brunissement

en comparaison avec les sections traitées avec 'EDS. L’indice de sévérité de
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I'effet nécrotique n'a pas dépassé 40%. Ce changement de couleur est di

probablement a l'oxydation des tissus sous l'effet des souches inoculées.

Figure 3.5 : Relation entre I'indice de sévérité et le pouvoir nécrotique in vivo des
souches d'A. vitis sur les quatre variétés de vigne testées.

(IS% : indice de sévérité ; AV25/95 ; Bu20/95 : les bactéries pathogenes d'A.vitis)
(CR2 ; EPR3; 0S4 ; OS1 : les bactéries antagonistes)

(Gros noir ; Cinsault ; Muscat ; Ahmer Bouamer : les variétés de vigne utilisées).
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Figure 3.6 : Relation entre l'indice de sévérité et le pouvoir antagoniste in vivo
des quatre antagonistes dans la réduction de I'effet nécrotique des souches d'A.

vitis sur les quatre variétés de vigne testées.

(1S% : indice de sévérité ; Pathogéne : les souches AV25/95, Bu20/95 d'A.vitis), (CR2 ; EPR3;
0S4 ; OS1 : les bactéries antagonistes), (Gros noir ; Cinsault ; Muscat ; Ahmer Bouamer : les

variétés de vigne utilisées).
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3. Résultats du test d'antagonisme in planta sur la tomate et la vigne

Les résultats obtenus nous ont permis de constater une diminution de la
sévérité des symptdmes du crown gall sur les plantules de tomate (figure 3.7 ) et
de la vigne (figure 3.8) préalablement trempées dans des suspensions
bactériennes des antagonistes, comparées aux témoins qui correspondent aux

plantules inoculées directement avec les souches pathogenes d'Agrobacterium
spp.

C58 EDS E2
EPR3/C58 Simultanée CR2/E2 Déphasée OS4/E2 Déphasée
(Oh) (24h) (24 h)

Figure 3.7 : Réponses des plantules de tomate (var. Saint Pierre) aux différents

traitements du test d'antagonisme in planta.
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AV25/95 EDS Bu20/95

OS4/AV Déphasée (24h) OS1/Bu Simultanée (0h) EPR3/Bu simultanée (Oh)
H—IMIi M mm /4

Figure 3.8 : Réponses des plantules de la vigne (var. gros noir) aux différents

traitements du test d'antagonisme in planta.

(AV ; Bu; E2; C58: les bactéries pathogénes)
(EPR3; CR2; OS1; OS4: les bactéries antagonistes).
(EDS : eau distillé stérile).
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3.1. Résultats de la confrontation déphasée in planta sur la tomate et la

vigne

L’analyse statistique des résultats d’antagonisme de la confrontation
déphasée in planta des plantules de la tomate et de la vigne a pour but de révéler
le niveau de la protection des plantes contre le crown gall en utilisant les souches
antagonistes de Bacillus (OS1 et OS4) et de P. brassicacearum (EPR3 et CR2).
L’analyse a été menée en tenant compte de toutes les conditions paramétriques
qui sont : les souches antagonistes, les souches d Agrobacterium spp., la
variation dans le temps, la variation de la position des tumeurs et la taille des

tumeurs (tableau 3.4 et 3.5).

Tableau 3.4 : Modéle ANOVA appliqué aux effets des souches antagonistes et
les souches d’A. tumefaciens sur le développement des symptomes du crown gall
sur les plantules de tomate testées (en fonction du temps et de la position des

blessurres) (Confrontation déphasée).

Facteur Somme  ddi Carrés F-ration Valeur
des moyens p
carrés

Antagoniste 1477,046 4 369,262 59,077 0,000
Pathogéne (A. 5,677 1 5677 2,464 0,000
tumefaciens)
Temps 7871314 8 983,914 428,370 0,000
Position 134,351 2 67,176 9,497 0,000
Antagoniste*Pathogéne 1 526,506 9 169,612 27,185 0.000
Antagoniste*Temps 9807,748 44 222,903 199,039 0,000
Antagoniste*Position 1652,815 14 118,058 19,104 0,000
Pathogéne*Temps 4251 8 0,531 0,231 0,000
Pathogéne*Position 2,773 2 1,386 0,196 0,000
Temps*Position 44 890 16 2,806 1,269 0,000
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Tableau 3.5 : Modele ANOVA appliqué aux effets des souches antagonistes et
les souches d'A. vitis sur le développement des symptémes du crown gall sur les
plantules de vigne testées (en fonction du temps et de la position des blessurres)

(confrontation déphasée).

Facteurs Somme ddl Carrés F-ratio  Valeur
des moyens p
carrés
Antagoniste 52,629 4 13,157 87,262 0,000
Pathogene (A. vitis) 0,088 1 0,088 0,358 0,000
Temps 19,944 6 3,324 15,796 0,000
Position 0,002 1 0,002 0,007 0,000
Antagoniste*Pathogéne 52,875 9 5,875 38,727 0,000

Antagoniste*Temps 117,625 34 3,460 97,192 0,000

Antagoniste*Position 53,054 9 5,895 38,941 0,000
Pathogéne*Temps 0,531 6 0,089 0,418 0,000
Pathogéne*Position 0,045 1 0,045 0,182 0,000
Temps*Position 0,279 6 0,047 0,219 0,000

Les résultats obtenus dans le test d'antagonisme in planta ont confirmé le
pouvoir antagoniste in vitro des souches de Bacillus spp. et de Pseudomonas
brassicacearum en réduisant la taille des galles formées sur les plantules de
tomate et de la vigne préalablement trempées dans des suspensions des
bactéries antagonistes a une concentration cellulaire 10 fois supérieure a celle

des souches pathogéenes et pendant un délai de 24h (figure 3.9 et 3.10).

La taille des tumeurs développées sur les plantules de tomate traitées par
les souches antagonistes n'a pas dépassée les 6 mm alors que les plantules
inoculées directement avec le pathogéne ont présenté des galles de 9 mm de
largeur. Concernant la vigne, les galles formées sur les plantules trempées dans
les suspensions des antagonistes n'ont pas dépassé 0.5 mm de diametre.
Cependant, les témoins positifs représentés par les plantules inoculées
directement par le pathogéne ont montré des galles dépassant les 2 mm de taille.
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La souche B. methylotrophicus OS4 a été la plus efficace sur les deux
plantes testées (la tomate et la vigne), suivie par la souche P. brassicacearum
CR2 alors que les deux autres souches EPR3 et OS1 ont montré une réduction
de la formation des galles moins importante (figures 3.10 A et 3.11 A). Ces
résultats confirment l'efficacité de ces deux souches lors de lessai de
I'antagonisme in vitro ou elles ont présenté un diameétre de zone d’inhibition plus
grand que les deux autres souches (37.67 mm pour 0S4 et de 39,33 mm pour
CR2).

Sur quelques plantules de la vigne préalablement trempées dans les
suspensions des souches de Bacillus spp. (0S1 et 0S4) et de P. brassicacearum
(EPR3 et CR2) pendant 24 h, nous avons remarqué une absence totale des
tumeurs au niveau des blessures. Contrairement, dans le cas de la tomate, la
réaction était différente, la suppression de la maladie du crown gall n'a pas été

totale.

Nous avons remarqué aussi que la souche B. methylotrophicus 0S4 a
retardé la formation des galles sur quelques plantules de tomate. Cette souche a
pu retarder la formation des galles trois semaines aprés la premiere apparition
des galles sur les témoins positifs représentés par les plantules inoculées

directement avec les souches pathogénes d’A. vitis.

Sur les plantules de la vigne trempées dans les suspensions des souches
antagonistes, les galles sont apparues a partir de la sixieme semaine alors que
les témoins positifs inoculés directement avec les souches pathogénes ont

montré des galles dés la troisieme semaine.

Nous avons constaté que la blessure située au voisinage du collet (position
C) a représenté une taille plus importante des galles formées par rapport aux
autres positions (A et B) (figure 3.11 D). Sur la vigne, nous n’avons pas remarqué
une différence significative entre les deux positions des blessures réalisées au

niveau de la tige (Figure 3.10 D).
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Figure 3.9 : Effet des souches antagonistes sur les souches pathogenes d'A. vitis et d'A. tumefaciens en fonction du temps et de

la position des blessures sur les plantules de tomate (confrontation déphasée), représenté par la taille des tumeurs.

(A) Selon la souche antagoniste. (B) Selon le temps. (C) Selon la position de la blessure (D) Selon la souche pathogéene.
(Souches A.vitis : AV25/95, Bu20/95 ; souches d'A. tumefaciens : C58 et E2)- (les bactéries antagonistes testées : CR2 ; EPR3 ; 0S4 ; OS1, EDS : eau distillée stérile).
(S1;S2,S3;S4;S5;S6; S7; S8; S9 : semaines de suivi apres l'inoculation par le pathogéne). (Position A : au niveau de la partie supérieure de la tige ; position B : au milieu de la tige et

position C : au niveau du collet).
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Figure 3.10 : Effet des antagonistes sur les souches pathogénes d'A. vitis en
fonction du temps et de la position des blessures sur les plantes de la vigne

(confrontation déphasée), représenté par la taille des tumeurs.

(A) Selon la souche antagoniste. (B) Selon le temps. (C) Selon la position de la blessure.
(D) Selon la souche pathogéne.

(Les souches pathogéenes d'A.vitis AV25/95 et Bu20/95)- (les souches antagonistes : CR2 ;

EPR3; 0S4 ; 0OS1).

(S1; S2; S3; S4; S5; S6; S7: semaines de suivi aprées l'inoculation par le pathogene).

(Position A: au niveau de la partie supérieure de la tige; position B: au niveau du collet).

72



Chapitre 3 : Résultats et interprétation

C Facteur pathogene

C58 E2
Pathogéne

Figure 3.11 : Effet des antagonistes sur les souches pathogenes d'A.
tumefaciens en fonction du temps et de la position des blessures sur les plantes

de la tomate (confrontation déphasée) représenté par la taille des tumeurs.

(A) Selon la souche antagoniste. (B) Selon le temps. (C) Selon la position de la blessure.
(D) Selon la souche pathogéne.
(Les souches pathogenes d'A tumefaciens C58 et E2)
(les souches antagonistes : CR2 ; EPR3; 0S4 ; OS1).
(S1; S2; S3; S4; Sb; S6; S7: semaines de suivi aprées l'inoculation par le pathogene).

(Position A: au niveau de la partie supérieure de la tige; position B: au niveau du collet).
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3.2. Résultats de la confrontation simultanée in planta sur la tomate et la

vigne

L'analyse statistique réalisée sur les résultats obtenus du test
d'antagonisme de la confrontation simultanée in planta sur les plantules de tomate
et de la vigne a pour but de révéler le niveau de la protection des plantes contre
le crown gall en utilisant les souches de Bacillus (OS1 et OS4) et de P.
brassicacearum (EPR3 et CR2). L'analyse a été menée en tenant compte de
toutes les conditions paramétriqgues qui sont : les souches antagonistes, les
souches d'Agrobacterium spp., la variation dans le temps, la variation de la
position des tumeurs et la taille des tumeurs (Tableau 3.6 et 3.7).

Tableau 3.6 : Modele ANOVA appliqué aux effets des souches antagonistes et
les souches d'A. tumefaciens sur le développement des symptémes du crown gall
sur les plantules de la tomate testées (en fonction du temps et de la position des

blessurres) (confrontation simultnée).

Facteur Somme ddl Carrés F-ratio Valeur p
des carrées moyens

Antagoniste 109,884 4 27,471 2,676 0,003
Pathogene 0,158 1 0,158 0,127 0,000
(A.tumefaciens)

Temps 14 698,195 8 1837,274 1478,082 0,000
Position 119,135 2 59,567 51,814 0,000
Antagoniste*Pathogéne 133,827 9 14,870 1,446 0,000
Antagoniste*Temps 14 858,134 44 337,685 290,025 0,000
Antagoniste*Position 278,504 14 19,893 1,945 0,009
Pathogene*Temps 2,295 8 0,287 0,231 0,000
Pathogene*Position 3,098 2 1,549 0,151 0,000
Temps*Position 43,257 16 2,704 2,352 0,002
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Tableau 3.7 : Modele ANOVA appliqué aux effets des souches antagonistes et
les souches d'A. vitis sur le développement des symptémes du crown gall sur les
plantules de la vigne testées (en fonction du temps et de la position des

blessurres) (confrontation simultanée).

Facteur Somme ddl Carreés F-ratio Valeur
des carrés moyens P

Antagoniste 21,295 4 5,324 14,437 0,000
Pathogene (A. vitis) 0,145 1 0,145 1,088 0,000
Temps 152,987 6 25,498 193,237 0,000
Position 1,945 1 1,945 15,461 0,000
Antagoniste*Pathogéne 21,616 9 2,402 6,465 0,000
Antagoniste*Temps 187,987 34 5,529 76,451 0,000
Antagoniste*Position 23,384 9 2,598 7,054 0,000
Pathogéne*Temps 0,262 6 0,044 0,328 0,000
Pathogéne*Position 0,402 1 0,402 1,000 0,000
Temps*Position 2,349 6 0,392 3,113 0,005

Pour la confrontation simultanée in planta, l'inoculation du pathogéne juste
apres le trempage des plantules dans les suspensions des souches antagonistes
a permis a ces dernieres d'exprimer leur pouvoir antagoniste mais d'une fagon
tres réduite. La durée de temps entre le trempage des plantules dans
I'antagoniste et l'inoculation par le pathogéne a influencé d'une maniére
hautement significative I'effet antagoniste des souches de Bacillus spp. et de P.

brassicacearum (figure 3.12 et 3.13).
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Figure 3.12 : Effet des antagonistes sur les souches pathogenes d'A. vitis et d'A.
tumefaciens en fonction du temps et de la position des blessures sur les plantules

de tomate (confrontation simultanée) représenté par la taille des tumeurs.

(A)Selon la souche antagoniste. (B) Selon le temps. (C) Selon la position de la blessure (D) Selon la souche
pathogene.

(AV25/95 ; Bu20/95 : les bactéries pathogenes d'A.vitis ; C58 et E2 : les souches d'A. tumefaciens)- (CR2 ;
EPR3 ; 0S4 ; OS1: les bactéries antagonistes).

(S1;S2,S3;S4;S5;S6; S7; S8; S9: semaines de suivi aprés l'inoculation par le pathogene).

(Position A : au niveau de la partie supérieure de la tige ; position B : au milieu de la tige et position C : au
niveau du collet).
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Figure 3.13 : Effet des antagonistes sur les souches pathogénes d'A. vitis en
fonction du temps et de la position des blessures sur les plantules de la vigne

(confrontation simultanée) représenté par la taille des tumeurs.

(A) Selon la souche antagoniste. (B) Selon le temps. (C) Selon la position de la
blessure.

(D) Selon la souche pathogéne.
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Figure 3.14 : Effet des souches antagonistes sur les souches pathogenes d'A.
tumefaciens en fonction du temps et de la position des blessures sur les plantules

de la tomate (confrontation simultanée) représenté par la taille des tumeurs.

(A) Selon la souche antagoniste. (B) Selon le temps. (C) Selon la souche pathogéne.
(D) Selon la position de la blessure.
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Les souches de Bacillus spp. et de P. brassicacearum ont pu réduire la
taille des galles formées sur la tige de la tomate et de la vigne, mais nous n’avons
pas observé une différence apparente entre le témoin positif inoculé directement

avec le pathogéne et les plantules traitées par les souches antagonistes.

Pour ce type de confrontation, la souche antagoniste qui se révele la plus
efficace est P. brassicacearum CR2, commenoté sur les plantules de la tomate
et de la vigne (figures 3.13 A et 3.14 A). Cette méme souche a montré un effet
inhibiteur in vitro envers les souches pathogenes d’A. vitis lors de la confrontation

simultanée, avec un diamétre de la zone d'inhibition de 28 mm.

Un retard d’'une semaine de l'apparition des galles a été remarqué sur
quelques plantules de tomate traitées avec les antagonistes (EPR3, OS1 et 0S4)
mais nous n’‘avons observé aucune suppression totale des galles ni sur les

plantules de la tomate ni sur les plantules de la vigne (annexe 5).

En comparant entre les trois positions des blessures causées sur la
tomate, nous pouvons constater que la position C représentée par la blessure la
plus proche au collet, a montré une taille plus importante des galles par rapport
aux deux autres positions (figure 3.14 D). Cependant, les deux positions de la
blessure sur la vigne indiquent une différence de sorte que, la position B (prés du
collet) a exhibé des galles de taille plus importantes que la position A (figure 3.13
D).
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Partie 2 :

Mise en évidence de la réaction de résistance systémique
induite (ISR) par les souches de Bacillus spp. et de
Pseudomonas brassicacearum chez le pathosystéme
Agrobacterium tumefaciens/ tomate

1. Inhibition in vitro et in vivo d'Agrobacterium tumefaciens par des

bactéries antagonistes Bacillus spp. et Pseudomonas brassicacearum

Les bactéries antagonistes testées ont été capables d'inhiber efficacement
la croissance des trois souches d'A. tumefaciens sur milieu LPGA. Le tableau 3.8
présente l'activité antagoniste des quatre souches étudiées vis-a-vis des souches
d’A. tumefaciens utilisées. Le diamétre moyen de la zone d'inhibition se situe
entre 20 et 43,60 mm et la valeur la plus élevée de la zone d'inhibition a été
observée pour les souches de B. methylotrophicus OS4. Cependant, la souche
B. methylotrophicus OS4 et la souche P. brassicacearum CR2, étaient les plus

efficaces contre les trois souches d'A. tumefaciens (tableau 3.8).

La taille des tumeurs a été considérablement réduite chez les plants de
tomate traités par bactérisation des semences (tableau 3.9 ; figure 3.15). La
souche P. brassicacearum EPR3 et la souche B. methylotrophicus OS4, ont été
les souches les plus efficaces pour réduire la taille des tumeurs sur les plants de
tomate, contre toutes les souches d'agrobactéries pathogenes testées (tableau
3.9). De plus, les souches OS1, 0S4 et EPR3 ont retardé d'une semaine le
développement des tumeurs induites par C58 et E17 et de deux semaines celles

induites par E14 (annexe 5).
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Tableau 3.8 : Moyenne des zones d'inhibition (mm) induites par les quatre

antagonistes contre les souches d'A. tumefaciens C58, E14 et E17.

Antagonistes C58 E14 E17
P. brassicacearum CR2 30.00 b 38.33 b 3233 b
P. brassicacearum EPR3 25.60 cd 2400d 37.60b
B. cereus OS$1 20.00 e 25.67 cd 21.33¢
B. methylotrophicus 0S4 30.30b 43.33 a 43.60 a

Les valeurs représentent la taille moyenne de la zone d'inhibition (mm) calculée sur
trois répétitions. Les valeurs suivies de la méme lettre ne différent pas statistiquement
au test LSD (P =< 0,05).

Tableau 3.9 : Taille moyenne des tumeurs (mm) et le pourcentage de réduction
de la taille des tumeurs, induites par différentes souches d’A. tumefaciens pour

les plants de tomate traitées par les différentes bactéries antagonistes.

Traitements C588 (%) E14 (%) E17 (%)*
EDS 5.95a 5.33a 5.50a
P. brassicacearum EPR3 3.00c 496 3.75cd 29,6 3.21d 41,6

P. brassicacearum CR2 3.45b 421 420b 2172 3.50cd 36,3

B. methylotrophicus 0S4 3.37b 43,4 3.30d 38,1 3.70c 32,7

B. cereus OS1 3.32b 44,2 380c 28,7 475b 13,6

Les valeurs suivies d'une méme lettre ne différaient pas statistiquement selon le test LSD
(P =0, 05).
* Pourcentage de réduction de la taille de la tumeur déterminé par les souches

antagonistes.
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Figure 3.15 : réponses des plantules de tomate aux différents traitements
(tumeurs induits par des souches d'A. tumefaciens et des plantules de tomate
dont les semences ont été traités par les souches de Bacillus spp. ou par les
souches de P. brassicacearum (EPR3 ou CR2) puis infectées par les souches

d'A. tumefaciens).

C58 : Plantule de tomate traitée par I'eau distillée stérile puis inoculée par la souche d'A. tumefaciens C58.
EDS : Plantule de tomate traitée par I'eau distillée stérile.

E14 : Plantule de tomate traitée par I'eau distillée stérile puis inoculée par la souche d'A. tumefaciens E14.
E17 : Plantule de tomate traitée par I'eau distillée stérile puis inoculée par la souche d'A. tumefaciens E17.
EPR3/C58 : Plantule de tomate traitée par la souche de P. brassicacearum EPR3 puis inoculée par la souche
d'A. tumefaciens C58.

CR2/E14 : Plantule de tomate traitée par la souche de P. brassicacearum CR2 puis inoculée par la souche
d'A. tumefaciens E14.

OS1/E14 : Plantule de tomate traitée par la souche de B. cereus OS1 puis inoculée par la souche d'A.
tumefaciens E14.

EPR3/E17 : Plantule de tomate traitée par la souche de P. brassicacearum EPR3 puis inoculée par la souche

d'A. tumefaciens E17.
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2. Résultats de I’analyse de I'ISR par évaluation de la teneur en phénols, en
acide salicylique et de l'activité de la peroxydase et de la polyphénol-

oxydase chez les plants de tomate

2.1 Teneur en composés phénoliques des plants de tomate traités par les

bactéries antagonistes ensuite infectés par Agrobacterium tumefaciens

L'accumulation des phénols chez les plantes traitées avec les quatre
bactéries antagonistes a I'égard d'A. tumefaciens a varié de maniere significative
(P = 0,05). L'accumulation des phénols a augmenté a partir du deuxiéme jour

jusqu'au 15eéme jour apreés l'inoculation (figure 3.16).

Tous les antagonistes ont montré une augmentation significative de la
teneur en phénols des plants de tomate confrontés a des souches pathogénes
(figure 3.16).

La teneur en composés phénoliques variait en fonction de la combinaison
antagoniste / pathogéne : La souche P. brassicacearum CR2 a permis
I'accumulation de phénols uniquement chez les plantes inoculées avec C58. La
souche P. brassicacearum EPR3 a montré un effet positif sur I'accumulation de
composeés phénoliques dans les plantes inoculées avec C58 et E17 (figure 3.16
B). La souche B. cereus OS1 a permis I'accumulation de phénols chez les plantes
inoculées avec C58 et E14 (figure 3.16 C), tandis que la souche B.
methylotrophicus OS4 a augmenté la teneur en phénols dans les plantes

inoculées avec E14 (figure 3.16 D).

La valeur la plus élevée et la plus significative (P < 0,05) de la teneur en
composés phénoliques exprimée en acide salicylique était de 4,78 ug mL-1 et a
été détectée chez les plantes protégées par la souche antagoniste Bacillus cereus
0OS1 et inoculées avec la souche E14 d'A. tumefaciens. La combinaison des
quatre antagonistes avec la souche pathogéne E17 et de CR2 avec E14, ont
montré une réduction significative des composés phénoliques exprimés en acide
salicylique (P < 0.05) (Tableau 3.10).
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Figure 3.16 : Teneur en composés phénoliques totaux mesurée a la fin de I'expérience (15 jour aprés l'inoculation), exprimée en acide gallique, chez
des plants de tomate inoculés avec des souches d'A. tumefaciens et traités avec de I'EDS (témoin) et des souches antagonistes CR2 (A), EPR3 (B),

0S1 (C) et OS4 (D). Les différentes lettres sur les barres indiquent des différences significatives a P < 0.
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Tableau 3.10 : Contenu des composés phénoliques totaux a la fin de I'expérience
(15 jours apreés l'inoculation), exprimés en acide salicylique, dans des plants de
tomate inoculés avec des souches d'A. tumefaciens et traités avec de l'eau
distillée stérile et des souches antagonistes CR2, EPR3, OS1 et 0S4.

Teneur en composés phénoliques totaux
exprimée en acide salicylique (pg mL-1)

EDS CR2 EPR3 0S1 0S4
EDS 2.43 3.63* 2.20 231 3.21
C58 3.55 3.22 3.65 3.12 3.02
E1l4 3.74 2.88* 3.60 4.78* 3.60
E17 4.24 2.75* 3.31* 3.23* 3.35*

Les valeurs suivies par les étoiles étaient significativement différentes de celles du

témoin (agent pathogéne seul) au test LSD (P < 0, 05).

EDS : Plantule de tomate traitée avec de I'eau distillée stérile.

C58, E14, E17 : Plantule de tomate traitée avec de I'eau distillée stérile puis inoculée avec la souche
d'A. tumefaciens C58 ou E14 ou E17.

CR2, EPR3, 0OS1, 0S4 : Plantule de tomate traitée avec la souche de P. brassicacearum CR2 ou EPR3
ou Bacillus spp. OS1 ou OS4.

EPR3/C58 : Plantule de tomate traitée avec la souche de P. brassicacearum EPR3 puis inoculée avec

la souche d'A. tumefaciens C58.
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2.2 Identification et quantification de I'acide salicylique endogéne par HPLC

dans les plants de tomate

Le temps de rétention de l'acide salicylique standard mesuré par HPLC
était d'environ 29,5 min. La teneur en acide salicylique des plantes traitées avec
les bactéries antagonistes et inoculées avec A. tumefaciens, était généralement
plus élevée que celle des plantes traitées avec les bactéries antagonistes ou

pathogenes seules.

Les valeurs en acide salicylique les plus élevées ont été détectées au 6°
jour apres l'inoculation pour tous les traitements analysés. La combinaison de
I'antagoniste EPR3 avec E17 a déterminé le plus haut niveau d'accumulation

d'acide salicylique chez les plants de tomate (figure 3.17 et tableau 3.11).

En plus de l'acide salicylique, d'autres composés phénoliques ont été
identifiés par HPLC. Dans des semences de plants de tomate traités par P.
brassicacearum EPRS3 et des tiges inoculées avec A. tumefaciens, de grandes
quantités d'acide gallique et de kaempférol ont été détectées dans les plantes
uniquement inoculées avec E17. La quercetine, et les deux composés non
phénoliques anthrone et acide oxalique, étaient par contre plus élevés chez les

plantes inoculée par la souche E17 (tableau 3.12).
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Figure 3.17 : Chromatogramme d'HPLC montrant la teneur en acide salicylique
de plants de tomate protégés par l'antagoniste EPR3 et inoculés avec A.

tumefaciens E17.
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Tableau 3.11 : Concentration d'acide salicylique (ug mL-1) dans les plants de
tomate traités par des souches de Bacillus spp. et de P. brassicacearum, six jours

aprés inoculation d'A. tumefaciens. (- : aucun acide salicylique détecté).

Traitements Ret. Aire (%) SA (ug mL™)
Time

Standard SA 29.5 6572.802

Extraits végétaux non traités (EDS  29.9 0019.022 0003.164

A. tumefaciens E17 - - _

P. brassicacearum EPR3 - - -

P. brassicacearum EPR3 +A. 29.6 0206.454 0033.680
tumefaciens E17

P.brassicacearum EPR3+ A. 295 0465.740 000.0748
tumefaciens C58

B. methylotrophicus 0S4+ A. 293 0100.730 000.0161
tumefaciens C58

B. methylotrophicus 0S4+ A. 29.6 0693.410 000.111
tumefaciens C58

B. cereus OS1+ A. tumefaciens E17 - - -

P. brassicacearum CR2+ A. 29.9 0013.121 00.0021
tumefaciens E14

B. methylotrophicus OS4+ A. - - -
tumefaciens E14

P. brassicacearum EPR3 +A. 29.7 158.299 0.0245
tumefaciens E14

P. brassicacearum EPR3+ A. 29.3 10.672 0.00171
tumefaciens E14
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des bactéries antagonistes en comparaison avec des plantes non traitées (EDS).

Chapitre 3 : Résultats et interprétation

Acide gallique Quercetine Kaempferol Anthrone Acide oxalique

Ret.Time Area (%) RetTime Area Ret.Time Area Ret.Time Area Ret.Time Area

(Min) (Min) (%) (Min) (%) (Min) (%) (Min) (%)
Standard 7.02 40.6 36.85 100 41.1 100 48.40 100 50.24 100
EPR3+E17 7.08 02.5 36.85 2.5 41.73 01.9 49.06 02.7 50.16 01.6
OS1+E17 719 04.4 36.20 179 4174 00.2 48.75 006 514 00.1
EPR3+E14 7.54 00.1 36.40 16.7 41.02 00.1  48.83 00.7 49.91 00.5
EPR3 6.43 13.4 37.57 029 4110 04 48.45 01.4 50.85 00.9
E17 7.65 14.3 36.35 00.2 40.40 18.8 48.90 00.2 5167 00.2
CR2+E14 7.50 47 37.42 00.2 41.23 00.6 47.93 009 50.72 00.8
OS4+E14 6.44 11.3 36.82 022 41.11 04.5 48.32 023 50.91 01.3
0S4+C58 6.47 30.8 36.21 004 4110 07.8 49.02 00.2 5047 00.1
EDS 6.42 42.7 36.67 00.3 41.73 00.1  49.02 00.1 50.32 00.5
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2.2.1 Confirmation de I'acide salicylique par GC/MS

La dérivatisation par la MSTFA a été utilisée dans notre étude, pour une
meilleure séparation et pour améliorer la sensibilité de la méthode. L'utilisation de
la GC-MS aprés dérivatisation par MSTFA nous a permis de confirmer les
résultats obtenus par HPLC pour l'identification de l'acide salicylique. La figure
3.18 montre un exemple d'identification de SA sur un échantillon de plant de
tomate prétraité avec la souche B. methylotrophicus OS4 et inoculé avec la

souche A. tumefaciens C58.

(A)

Chromatogramme des ions
totaux de I'échantillon

43

LA

258.16

Figure 3.18 : Chromatogramme des ions totaux obtenu par chromatographie en
phase gazeuse et spectrométrie de masse (A). (B) Spectre de masse du pic a
9,75 min. L'acide salicylique (SA) a été extrait au 2éme jour apres l'inoculation a
partir de 0,5 g de plants de tomates traités avec B. methylotrophicus OS4 et
inoculés avec la souche A. tumefaciens C58.
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2.3 Activité des enzymes de défense chez les plants de tomate bactérisés
par les souches antagonistes et inoculés par les souches pathogénes

d’Agrobacterium tumefaciens
2.3.1 Activité de la peroxydase

Les plants de tomate traités par les souches de Bacillus spp. et de P.
brassicacearum et inoculés avec A. tumefaciens ont exprimé une activité de la
peroxydase plus élevée que les plants traités avec des bactéries antagonistes ou

pathogenes seules (figure 3.19).

L'activité de la peroxydase la plus €levée abs =1,38 a été observée pour
les souches CR2/E14 combinées, quinze jours aprés linoculation d'A.

tumefaciens, mesurée a la fin de I'expérience (figure 3.19 C).
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Figure 3.19 : Activité de la peroxydase chez les plants de tomate traités par des souches
antagonistes (CR2, EPR3, OS4 ou OS1) et pathogénes C58 (A), E14 (B), E17(C).La

méme lettre sur les courbes indique que les valeurs ne différaient pas statistiquement au test LSD (P < 0.05).
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2.3.2 Activité de la polyphénol-oxydase

Les antagonistes P. brassicacearum EPR3, CR2 et B. cereus OS1 ont
augmenté de maniere significative l'activité de la polyphénol-oxydase dans les
plants de tomate inoculés avec C58, tandis que la souche B. methylotrophicus
0S4 n'a pas déterminé de variation (figure 3.20).

Les souches de Bacillus OS1 et OS4, en combinaison avec la souche
pathogene E14, ont augmenté de maniere significative la polyphénol-oxydase
chez les plants de tomate, tandis que les souches de P. brassicacearum n'ont eu
aucun effet (EPR3/E14) ou un effet négatif (CR2/E14) sur l'activité de la
polyphénol-oxydase (figure 3.20).

L'inoculation des plants de tomate avec la souche E17 seule a induit la
plus forte activité de la polyphénol-oxydase, au contraire, chez les plants traités

par les quatre antagonistes, cette valeur s'est montrée la plus faible (figure 3.20).

Figure 3.20 : Activité de la polyphénol-oxydase chez les plants de tomate des
différents traitements a la fin de I'expérience (quinze jours aprés l'inoculation du
pathogene).

La méme lettre en haut des barres indique que les valeurs ne sont pas significativement

différentes au test LSD (P < 0,05) dans chaque groupe de traitements.

Les barres d'erreur représentent l'erreur standard calculée sur trois répétitions.
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DISCUSSION GENERALE

Au cours de ce travail de thése, nous avons abordé I'étude de la capacité
de quatre bactéries appartenant a deux genres : Bacillus et Pseudomonas,
isolées de plantes spontanées par Krimi et al. [22], a prévenir le développement
des tumeurs causées par des souches pathogenes d'/ tumefaciens et d'A& vitis
sur la tomate et la vigne. Deux objectifs conjoints ont été menés tout au long de
ce travail. Le premier c'est celui d'étudier le potentiel des souches antagonistes
envers les souches tumorigénes d'Agrobacterium spp. dans linhibition de la
croissance des pathogénes in vitro et la réduction des effets nécrotiques et
tumorigénes in planta. Le second, consiste a améliorer nos connaissances sur la
capacité des espéces de Bacillus spp. et P. brassicacearum, a induire une
résistance systémique en étudiant leur effet stimulateur sur le changement du
métabolisme secondaire (cas des composés phénoliques), et en analysant
I'induction de l'acide salicylique et les activités enzymatiques de la peroxydase et
de la polyphénol-oxydase chez des plants de tomate inoculés avec trois souches
pathogénes d'A. tumefaciens.

1. Interaction in vitro et in planta, réduction, arrét, et/ou retard de I'action
tumorigéne d'Agrobacterium spp. pathogénes sous l'effet des antagonistes

Bacillus spp. et P. brassicacearum

Les résultats d'antagonisme in vitro de Bacillus spp. et de Pseudomonas
brassicacearum ont révélé l'efficacité des souches étudiées a inhiber la
croissance des agrobactéries pathogenes lors des deux techniques de
confrontation et avec un ratio de concentration cellulaire (antagoniste
pathogene) de 10:1. Les bactéries antagonistes testées ont permis une inhibition
élevée de la croissance bactérienne des pathogenes ou des diamétres variant de
20 a 50 mm ont été enregistrés. Cette réduction de la croissance est un critere
largement utilisé pour évaluer l'antagonisme microbien [195] L'activité
antagoniste a été différente selon les souches, ce fait suggere que plusieurs
substances antibactériennes impliquées dans l'inhibition ont été mises en jeu.
Nos résultats concordent avec ceux de Frikha-Gargouri et al. [148] qui ont montré

gue 32 souches de Bacillus isolées a partir d'échantillons environnementaux ont
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présenté une activité antibactérienne in vitro trés importante contre la souche A.
tumefaciens C58. Aussi, les travaux menés par Habbadi et al. [196] qui ont
sélectionné 12 souches antagonistes appartenant aux genres Bacillus, Pantoea

et Acinetobacter, avec une forte activité antibactérienne in vitro contre A. vitis.

Ces résultats peuvent étre expliqués par le pouvoir compétiteur trés élevé
présenté par les souches de Bacillus et de Pseudomonas et qui leur permet de
produire les métabolites antimicrobiens nécessaires pour réprimer la croissance
du pathogéne [197]. Une étude menée in vitro sur une souche de Bacillus cereus
a montré que cette derniere a la capacité de modifier la composition ionique du
milieu de culture en rendant le pH plus élevé, ce qui peut influencer la croissance
du pathogéne [198]. D'autre part, iI est cité que la plupart des souches de
Pseudomonas utilisées dans le biocontrble des maladies des plantes, sont
capable d'inhiber la croissance d'un grand nombre d'agents phytopathogéenes in
vitro [199]. Cette inhibition peut se faire selon plusieurs mécanismes incluant la
production d'une large gamme d'antibiotiques tels que, l'acide phenazine-1-
carboxylique et les sidérophores, se traduisant par la méme, par une capacité

d'induction des mécanismes de défense chez la plante hote [23]

Nos résultats indiquent aussi que parmi les bactéries les plus actives du
genre Bacillus, la souche B. methylotrophicus OS4 a montré un fort pouvoir
antagoniste in vitro. Le genre Bacillus est connu pour produire une large gamme
de métabolites secondaires, tels que les antibiotiques, les composés non
volatiles, les composés volatiles et les enzymes lytiques [ 200 ; 23]. Cette méme
souche a montré a la fois des effets antagonistes in vitro sur d'autres bactéries
phytopathogénes, tels que Erwinia amylovora et Pectobacterium carotovorum et

stimulateurs de la croissance de plants de tomate [22 ; 26].

Les quatre antagonistes ont été capables d'inhiber la croissance des
souches d'A. tumefaciens in vitro, montrant une efficacité différente par rapport a
la souche d'Agrobacterium testée. En général, la souche A. tumefaciens C58 a
été inhibée par tous les antagonistes, la souche E14 était plus sensible a l'activité
antagoniste des Bacillus, tandis que la souche E17 a été efficacement inhibée par
B. methylotrophicus OS4 et P. brassicacearum EPR3.
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De nombreux antagonistes bactériens produisent différents types de
bactériocines ou de composés antibactériens qui inhibent les Agrobacterium spp.
pathogénes [201] Certaines souches de Pseudomonas fluorescens de la
rhizosphere, produisant des antibiotiques a large spectre d'action, ont permis une
réduction de maniére significative, le développement de la galle du collet sur les
plantes infectées par des souches pathogenes d'A. tumefaciens [187] Il est
€galement connu que la compétition microbienne pour I'espace et les nutriments,
réduit les chances a I'agent pathogéne, de coloniser les sites d'infection, comme
cela a été décrit pour la souche A. radiobacter K84, I'agent de biocontrole de la
galle du collet [202]. Nous ne pouvons négliger aussi le fait que de nombreuses
espéces bactériennes sont connues pour produire des composés organiques

volatils, sont impliqués dans l'induction d'une résistance systémique [203]

Cette variabilité de l'action antagoniste dépend aussi des souches
tumorigénes d'Agrobacterium spp. testées lors de cette étude. En effet, les
souches testées, présentent des différences au niveau de leur type opinique et
de leur origine végétale et géographique, ce qui explique que les souches
virulentes d'A. tumefaciens et celles d'A. vitis ne répondent pas de la méme
maniere aux différentes souches antagonistes. Par exemple, A. tumefaciens
souche C58-CFBP1903 et A. tumefaciens E14, toutes deux de biovar ! et de type
opinigue nopaline, ont montré une forte sensibilité envers les différentes souches

antagonistes testées.

Le genre Bacillus sp. présente un large éventail de mécanismes qui
peuveut stimuler le développement des plantes. Les espéces de ce genre,
colonisent rapidement les racines des plantes et ont la capacité de se multiplier
sur les racines [204]. En général, les espéces apparentées au genre Bacillus sp.
produisent une large gamme de métabolites secondaires, tels que, les
antibiotiques, les composés volatils et les enzymes Iytiques [23] Elles
synthétisent de nombreux lipopeptides amphiphiles et tensioactifs puissants
comprenant des bacillomycines, des iturines et de la mycosubtiline ; avec la
modification des conditions de culture. C'est le cas notamment des souches de
B. methylotrophicus qui manifestent d'excellentes propriétés de promotion de la

croissance des plantes et de production de composés biologiquement actifs
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(surfactines, iturines et fengycines), agissant dans le contréle efficace des
maladies des plantes causées par les bactéries et les champignons [205 ; 206].
Dans un travail a compléter, il serait intéressant de rechercher la présence de tels

composés chez les souches testées.

Les espéces de Bacillus sp. induisent une résistance systémique par la
production de composés organiques volatils et favorisent la croissance des
plantes a travers la production de phytohormones et des enzymes extracellulaires
[204]. Il a été également rapporté que les espéces de ce genre, diminuent le taux
d'éthylene dans les plantes par désamination de l'acide 1-aminocyclopropane-1-
carboxyliqgue (ACC), qui est le précurseur immeédiat de I'éthylene. La réduction de
la production d'éthylene est connue pour affecter la maturation des fruits, la
sénescence des feuilles, I'abscission des fleurs, la germination, I'élongation
cellulaire et la prolifération, la nodulation et la réponse a une attaque pathogéne
[207]

Pour étayer encore plus l'action des Bacillus spp. sur le contrble des
maladies et plus spécifiguement contre le crown gall, des souches de I'espéce B.
subtilis ont été citées pour étre efficaces dans la réduction de la formation de
galles sur la vigne [150]. Comme exemple, la souche bactérienne 14B de B.
subtilis a été désignée comme un agent de lutte biologique producteur de la
bactériocine impliquée dans le biocontréle des souches d'Agrobacterium spp.
[208]. Ainsi, il a été montré que l'inoculation des racines avec la souche B. subtilis
BSCH14 avant la plantation sur le terrain a entrainé une inhibition significative de

l'incidence de la maladie de la galle du collet [20].

Nos résultats indiquent aussi que les souches antagonistes de P.
brassicacearum ont été efficaces contre le crown gall. Au vu des résultats obtenus
lors de cette étude, il est possible d'affirmer que P. brassicacearum pourrait étre
considéré comme un agent de lutte biologique potentiel a exploiter. Cette espéece
a déja été signalée comme un agent de lutte biologique efficace contre Sclerotinia
sclerotiorum, Phytophthora cactorum, Verticillilum dahliae et également
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis [209 ; 210]. Dans le méme

contexte, il est rapporté dans plusieurs travaux que les Pseudomonas spp.

97



Chapitre5 : Discussion générale

possédent de nombreux traits qui les rendent bien adaptés comme agents de lutte
biologique et comme stimulateurs de la croissance végétale [211] Les actions
précédentes sont induites notamment par la  production de
métabolites qui comprennent des enzymes lytigues, des auxines, des
sidérophores et des antibiotiques [212]. Il est & signaler que chez le genre
Pseudomonas, les souches de l'espece P. fluorescens, sont connues depuis
longtemps pour leur aptitude a réduire l'incidence des maladies racinaires, ainsi
gu'a inhiber la croissance d'un grand nombre d'agents phytopathogenes in vitro
[211]. Ainsi, la souche P. putida UW4, qui produit I'enzyme 1-aminocyclopropane-
1-carboxylate désaminase (ACCD), antagonise le développement de la maladie
de la galle du collet sur les plants de tomate hétes a A. tumefaciens Sh-1 et A.
vitis S4 [213]. A titre d'exemple, la souche P. fluorescens F113 est l'une des
nombreuses PGPB, bactéries promotrices de la croissance des plantes qui a
montré une activité significative contre les bactéries phytopathogénes [214]. Au
moins une partie de l'activité¢ de la F113 résulte de la synthése du 2,4-
diacétylphloroglucinol (DAPG). Ce composé et ses dérivés semblent étre
impliqués dans la suppression de nombreux agents pathogenes du sol. Un autre
isolat de P. fluorescens a montré sa capacité a supprimer la formation de galles
causées par des espéces d'Agrobacterium spp. chez plusieurs cultures pérennes
[215] Cette capacité d'inhibition peut se faire selon plusieurs mécanismes
incluant la production d'une large gamme de métabolites antagonistes et de
sidérophores. En effet, une étude de ces mémes souches de P. brassicacearum
menée parallelement au laboratoire, a montré leur capacité de production de
sidérophores de type hydroxamates et catécholates, molécules requises dans la
performance des agents microbiens de biocontréle [26] |l est connu que les
sidérophores permettent la compétition pour I'acquisition du fer. Dans un milieu
comme le sol ou cet élément est présent en trés faible quantité, cela peut nuire a
la croissance saprophyte de plusieurs agents pathogenes et ainsi réduire la

sévérité des maladies [211]

Tout comme les Bacillus spp., les Pseudomonas ont la capacité de
coloniser les racines des plantes et a y maintenir une densité de population tres

remarquable [216] Cette grande rhizocompétence vient sans doute de leur taux
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de croissance plus élevé que celui de la plupart des autres rhizobactéries et de
leur capacité a métaboliser efficacement plusieurs composés des exsudats
racinaires [217] L'activité antagoniste de ces souches de Bacillus et de
Pseudomonas démontrée dans cette étude concorde avec les observations de
plusieurs auteurs ; Siddiqui [218], Bardin et al. [195], Allaire [211], Habbadi et
al. [196] et Frikha-Gargouri et al. [148]. En effet, ces derniers ont mis en évidence
la capacité de plusieurs especes de Pseudomonas et Bacillus & empécher la

croissance bactérienne des Agrobacterium spp. lors de tests in vitro.

Compte tenu de ce qui précéde, le test d'antagonisme in vitro est souvent
utilisé comme indicateur dans la sélection des souches bénéfiqgues, méme si les
potentialités antagonistes ne peuvent pas étre déterminées avec précision a
travers cet essai. Les résultats obtenus ne sont pas en équivalence en pratique
avec les potentialités réelles des agents antagonistes. Ce test reste comme un
critere orientatif dans le criblage préliminaire des souches qui peuvent renfermer
des potentialités bioactives. Cela dit, plusieurs travaux ont montré que certains
microorganismes manifestant un important antagonisme in vitro réussissent a
produire le méme effet in vivo tel que signalé par Bardin et al. [195]. D'autres par
contre, ont montré que le succes de l'antagonisme in vitro ne l'est pas

nécessairement in vivo [219]

Dans cette optique, il était nécessaire de tester in planta I'effet antagoniste
des souches de B. cereus OS1, B. methylotrophicus OS4, P. brassicacearum
EPR3 et CR2, sélectionnées d'aprés leur efficacité in vitro. Les résultats obtenus
a travers l'étude d'antagonisme in planta, nous ont permis de constater une
diminution et méme un retard dans l'apparition des symptébmes de la galle du
collet au niveau des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne des antagonistes testées, comparés aux témoins. Les résultats du
test d'antagonisme in planta, révelent |'efficacité des souches de Bacillus et de P.
brassicacearum a I'égard des bactéries tumorigenes. L'efficacité in planta s'est
traduite par une réduction considérable de la taille des tumeurs chez les deux
espéces vegétales testées. La bactérisation avec chacune des souches
antagonistes séparément : B. cereus OS1, B. methylotrophicus OS4 et P.

brassicacearum EPR3 et CR2 a limité I'expression des souches d'Agrobacterium,
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qui s'est traduite par une réduction importante de la taille des galles formées sur

la tige des plantules de tomate et de la vigne.

Ainsi, les résultats de notre étude d'antagonisme in planta concordent avec
plusieurs recherches qui ont montré que les souches de P. aureofaciens B-4117,
P. fluorescens CR330D et la souche de B. subtilis EN63- ont réduit
significativement la taille des tumeurs sur des boutures de vigne en dormance et

sur d'autres plantes modéles [150]

Un pourcentage de réduction de la taille de la tumeur estimé a 49,6% pour
les plants de tomate traités par la souche P. brassicacearum EPRS3, ensuite
infectés par A. tumefaciens C58 a été obtenu. Nos résultats sont en corrélation
avec ceux de Walters et al. [220] et de Pierterse et al. (2014), qui estiment que la
plupart des agents inducteurs réduisent la taille et / ou le hombre de Iésions en

diminuant la maladie entre 20 et 85%.

L'utilisation de la tomate et de la vigne comme plantes hdtes nous a permis
de suggérer une nette dissemblance entre les réponses de ces deux plantes a
l'inoculation par l'antagoniste puis par le pathogene. Toutes les plantes de la
tomate ont développé des galles de tailles différentes (selon la souche
antagoniste en interaction avec la souche pathogéne), tandis que certains plants
de la vigne n'ont développé aucune galle. Cette constatation est expliquée par la
spécificité des voies métaboliques activées dans le cadre de I'|SR et qui varient
en fonction de l'espece végétale méme si le microorganisme inducteur est

identique [222]

Concernant la position des blessures causées sur les tiges pour favoriser
la formation des galles, nous avons constaté que la blessure située aupres du
collet s'est avérée la plus sensible a l'infection en présentant des galles de grande
taille par rapport aux autres positions, ce qui peut étre di a la dissemblance entre

les tissus de la méme plante dans les différentes positions [223].

La réalisation des deux techniques de confrontation pour linteraction
antagoniste/pathogéne (déphasée et simultanée) in planta sur la tomate et la
vigne, a confirmé linfluence de la durée du délai de 24 h sur l'efficacité des
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souches de Bacillus et de P. brassicacearum. Une réduction de la taille des galles
développées sur les plantules de tomate et de la vigne lors de la confrontation de
type déphasée a été notée (24 h) alors que ces mémes souches ne l'ont pas
permis lors de la confrontation simultanée (0 h). Le trempage des plants de
tomate avec B. cereus OS1, B. methylotrophicus OS4, P. brassicacearum EPR3
et CR2 a permis leur protection contre I'action agressive d'Agrobacterium spp. Le
succes de cette protection dépend du moment de I'application de l'antagoniste.
Ainsi, l'inoculation des plants de tomate et de vigne avec les quatre agents
protecteurs 24 h avant les agrobactéries virulentes, leur confere une protection
intéressante. En effet, méme si le délai entre I'application de lI'antagoniste et celui
du pathogéne n'a pas permis une protection maximale, la réduction de la taille
des tumeurs a été significative. L'ensemble des plants trempés dans les souches
antagonistes ensuite infectés par les souches tumorigenes d'Agrobacterium spp.
testées, ont développé des tumeurs dont la taille ne dépasse pas les 3 mm.
Cependant, les plantules non traitées par les souches antagonistes et celles
trempées dans l'eau distillée stérile, ont développé des tumeurs de taille
supérieure a 5,5 mm. De ce fait, ce délai a permis aussi de retarder la formation
et l'induction des tumeurs au niveau des plantules de tomate traitées par les
suspensions bactériennes des antagonistes, comparées aux témoins. Ces
derniéres ont induit la formation des tumeurs a la deuxieme semaine aprés
l'inoculation par rapport aux plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d'antagoniste, qui ont parfois développé des tumeurs a partir de la
3eme a la 4éme semaine, influencées par la sévérité de la souche d'Agrobacterium
spp. Comme exemple, la souche A. tumefaciens E14, considérée comme la plus
sévere, a permis l'induction des tumeurs a la 2éme semaine pour les plantules
inoculées directement par cette souche. Chez cette méme souche, lI'apparition de
la tumeur est survenue a partir de la 4éme semaine pour les plantules trempées
dans la suspension bactérienne des antagonistes : B. methylotrophicus 0S4, B.
cereus OS1, P. brassicacearum EPRS3 et a partir de la 3éme semaine pour les
plantules trempées dans la suspension de P. brassicacearum CR2. Nous
pouvons avancer et conclure que la protection n'était pas durable car elle a juste
retardé l'induction des tumeurs et qu'elle n'était pas maximale, du fait qu'ily a eu

guand méme formation des tumeurs méme si ces tumeurs étaient de petite taille.
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Dans la présente étude, la souche B. methylotrophicus OS4 et la souche
P. brassicacearum EPR3 étaient les plus actives in vitro avec des zones
d'inhibition dépassant les 40 mm aprés 24 h. Contrairement, pour I'antagonisme
in planta, elles étaient les moins efficaces, la taille des tumeurs a dépassé 3 mm.
Ce résultat pourrait étre expliqué par le fait qu'il n'y a pas toujours une corrélation
entre l'activité in vitro et in planta dans le cas de l'action d'antagonisme par
antibiose [223]. Ce dernier exemple est soutenu par les travaux menés avec la
souche KuTox708 de P. fluorescens qui a montré une absence d'activité
antagoniste contre Ralstonia solanacearum in vitro, par contre, ce méme isolat a
pu protéger les plants de tabac in vivo contre le flétrissement

bactérien causé par R. solanacearum [223]

2. Suppression de l'effet nécrotique d'A. vitis sous l'effet des souches
antagonistes

La seconde partie de ce travail consacrée a I'évaluation des souches de
Bacillus spp. et de P. brassicacearum dans la suppression de I'effet nécrotique
d'A. vitis a montré une action efficace des antagonistes testés. Les résultats de
cette étude ont confirmé le pouvoir antagoniste des quatre souches testées
(EPR3, CR2, OS1 et OS4) envers les souches tumorigenes d'A. vitis. avec
réduction des effets nécrotiques in planta

Les nécroses sont dues au fait que les souches d'A. vitis sont capables de
sécréter la polygalacturonase responsable de la dégradation de la paroi de la
cellule végétale chez la vigne [224]. La capacité de ce pathogéne a infecter deux
organes de la plante hote était la raison pour laquelle les sections détachées ont
été testées comme systeme modele pour étudier les interactions d'4 vitis - vigne,
pour leur utilisation dans des essais in vivo. A. vitis a été inoculé artificiellement
sur la surface blessée de la section pour permettre ainsi la pénétration directe du
pathogéne dans les tissus végétaux, et par conséquent, une colonisation
immédiate de I'hote et le développement de linfection. Sur la plante entiere, la
nécrose de l'infection progresse plus lentement et progressivement, le résultat
aurait été moins évident. Sur la base de ces résultats, les tests sur sections de

tiges détachées pourraient étre une option intéressante pour réaliser des études

102



Chapitre5 : Discussion générale

d'interaction A. vitis-vigne au lieu de tests sur plante entiere, non seulement parce
gu'ils permettent une observation plus cohérente des niveaux intermédiaires
d'infection que d'autres organes détachés, mais aussi parce qu'ils peuvent étre
réalisés rapidement et que les résultats peuvent étre mesurés dans un laps de
temps plus court ; de sept jours dans notre cas.

La méthode d'inoculation des sections détachées s'est avérée efficace
pour évaluer l'activité de lutte biologique des souches bactériennes contre A. vitis
et elle a permis de sélectionner des souches, qui réduisaient la nécrose de plus
de 25%, exprimé par la souche CR2 envers la variété Gros noir, par rapport aux
sections témoins non traitées par les suspensions bactériennes antagonistes. Il
ressort de ce test que la souche P. brassicacearum CR2 s'est montrée la plus
efficace, elle a permis la suppression de |'effet nécrotique local causé par les deux
souches d'A. vitis sur les sections des rameaux verts des quatre variétés
testées (Gros noir, Cinsault, Muscat et Ahmer Bouamer).

D'une maniere générale, il est connu que les antibiotiques synthétisés par
les souches antagonistes peuvent étre impliqués dans l'inhibition de la croissance
d'A. vitis et par conséquent la réduction ou la suppression de son effet nécrotique
[225] Plusieurs souches de Bacillus et de Pseudomonas sont connues pour la
fonction de synthése d'enzymes lytiques, impliquées dans la dégradation de
différents métabolites du pathogéne entre autres, la polygalacturonase et d'autres
enzymes comme la chitinase [226]. Une analyse de la présence de ces composés
chez les souches d'A. vitis étudiées, pourrait nous éclairer encore plus sur leur

mécanisme d'action.

Les différentes variétés de vigne utilisées au cours de cette
expérimentation ont répondu a l'inoculation des souches d'A. vitis d'une fagon
hétérogéne. Rappelons que la variété Gros noir s'est révélée la plus sensible a
I'effet nécrotique, suivie par la variété Ahmer Bouamer. Les variétés, Gros noir et
Ahmer Bouamer se présentent comme plus sensibles a I'effet nécrotique des
deux souches d'A. vitis tandis que les variétés Muscat et Cinsault montrent des
nécroses moins évidentes. Cette différence de réaction peut étre expliquée par la

sensibilité des variétés de vigne envers les souches pathogenes, méme si elles
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sont toutes des cépages de Vitis vinifera, qui est une espéce connue comme
susceptible a l'infection par A. vitis [227]. Cette sensibilité est due probablement
a l'accumulation de composés chimigues structuraux chez les variétés
résistantes, comme la déposition de papilles ou de structures épidermiques
empéchant le processus d'infection par Agrobacterium. Cette inhibition peut se
manifester au cours des premiéres étapes comme, l'attachement entre la cellule
végétale et Agrobacterium spp. et/ou le transfert du pTi vers le noyau de la cellule

hote.

Par ailleurs, I'inoculation des sections de tiges de la vigne avec les souches
antagonistes a conduit a l'apparition des brunissements sur les surfaces de ces
sections (nécroses légéres), expliquée par la sécrétion de molécules de défense
telles que, les composés phénoligues a I'égard de la paroi cellulaire des
microorganismes en général pathogénes et non pathogénes [159] Ce résultat a
été confirmé par la suite dans la partie dédiée aux molécules de défense du
métabolisme secondaire des bactéries antagonistes, impliquées dans la

résistance systémique.

3. Elicitation de I'induction de la résistance systémique par les bactéries

antagonistes chez le pathosystéme Agrobacterium tumefaciens - tomate

Les résultats obtenus a travers I'étude d'antagonisme in planta, nous ont
permis de constater une diminution du symptéme de la galle du collet au niveau
des plantules de tomate trempées dans la suspension bactérienne d'antagoniste,
comparés aux témoins. En effet, la réduction de la taille des tumeurs induite par
les Agrobacterium sur les tiges des plants de tomate, ne peut étre due a un effet
antagoniste des souches de Pseudomonas et de Bacillus contre ['agent
pathogéene, puisque les antagonistes et les bactéries pathogénes ont été inoculés
a des moments et des sites différents. En fait, les antagonistes ont été utilisés
pour stimuler les semences avant le semis, tandis que les agrobactéries ont été
inoculées plus tard, sur la tige des plantules. Une réaction antagoniste se produit
lorsqu'il y'a une interaction directe entre le microorganisme pathogéne et

antagoniste, et nous avons supposé dans notre cas que dans notre expérience,
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les souches antagonistes et les agrobactéries tumorigenes n'interagissaient pas

directement et simultanément.

La séparation spatiale, entre I'agent pathogene inoculé au niveau de la tige
(Agrobacterium spp.) et les antagonistes (les souches de Bacillus et de
Pseudomonas) appligués au niveau racinaire, confirme que la réduction du
symptébme de la galle du collet est une conséquence de l'induction de la
résistance systémique chez la plante. Des résultats similaires ont été décrits chez
différents pathosystémes : P. fluorescens vis-a-vis de Fusarium oxysporum f sp.
ciceri sur le pois chiche, P. putida BTP1 chez le haricot et P. fluorescens vis-a-vis

de la fusariose vasculaire de la tomate [228 ; 229 ;230 ; 231]

D'une maniere générale, les bactéries PGPR, lorsqu'elles restent
confinées au systéeme racinaire des plantes sont toujours protectrices, quand le
pathogéne est inoculé dans la tige [232]. Puisque dans notre cas les antagonistes
et les agrobactéries pathogenes ne se sont jamais trouvés en contact les uns
avec les autres sur la plante, l'effet protecteur a d0 étre médié par la plante. Des
observations similaires ont été rapportées lorsque plusieurs souches de PGPR
ont été appliquées sur des racines de concombre, dont les feuilles ont ensuite été
inoculées avec I'agent de I'anthracnose fongique Colletotrichum orbiculare [233]
Le phénomene a été appelé résistance systémique induite (ISR). Apparemment,
lors de la présente étude, les souches antagonistes utilisées ont déclenché une
réaction dans les racines des plantes qui ont donné lieu a un signal qui se propage
systémiquement dans toute la plante et renforce la capacité défensive des tissus
éloignés a une infection ultérieure par I'agent pathogéne Agrobacterium spp.

La grande différence observée entre I'effet protecteur de la bactérie, avec
et sans délai de pré-inoculation, n'est pas mise en évidence in vitro. En effet, les
confrontations déphasées de 24 h des deux microorganismes
(antagoniste/pathogene) se sont traduites par des moyennes d'inhibition de la
croissance du pathogéne similaires. Ces résultats peuvent étre expliqués par le
fait gqu'in vitro, I'antagoniste agit directement sur le pathogéne grace a sa grande
capacité de colonisation de l'espace et au phénomene d'antibiose [234]

Contrairement, in planta, la présence de la plante héte fait que I'agent protecteur
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exige d'autres facteurs pour exercer son antagonisme, notamment une période

suffisante pour induire la résistance des plantes a l'attaque par le pathogéne.

Le changement dans le métabolisme de la plante héte exige un délai entre
I'application de l'agent protecteur et celle du pathogéne. Ce délai dépend du trio
plante héte, agent protecteur et agent pathogéene [235]. Il est de O minute lors de
la bioprotection contre la verticilliose de la luzerne par Gliocladium roseum
comme rapporté par Millar etal., [236] et de 48 h lorsque la bioprotection est faite
par Sinorhizobium meliloti [237]. Le succés de cette protection dépend du
moment de I'application de I'antagoniste. Ainsi, l'inoculation des plants de tomate
avec les quatre bactéries (EPR3, CR2, OS1, OS4) bien avant les agrobactéries
virulentes leur confere une protection intéressante. Ce délai, dans nos conditions
expérimentales est de 24 h. Les plantes sont ainsi mises en alerte ou ‘priming'
suite & la reconnaissance de la bactérie, pour agir de maniére systémique et plus
rapidement par I'expression des génes de défense et I'accumulation de produits

inhibiteurs a I'égard du pathogene apres sa perception.

Dans la présente étude, la pré-inoculation avec la bactérie antagoniste 24
h avant l'infection par le pathogéne, semble induire par priming la production par
la tomate et la vigne, d'une teneur seuil des métabolites impliqués dans sa
résistance envers les Agrobacterium spp. testés. Il est possible que les composés
inhibiteurs produits par les bactéries antagonistes sont bactériostatiques plutot
gue bactéricides, puisque dans certains cas, la tumeur méme si réduite de taille,
était toujours la.

4. Chez Bacillus spp. et P. brassicacearum, des composés naturels
induisent une résistance par un mécanisme de priming dans le

pathosystéme Agrobacterium tumefaciens-tomate

Dans plusieurs études, le mécanisme de défense résulte d'une multitude
de changements physiologiques et biochimiques des plantes hétes, incluant la
production d'acide salicyligue, des antibiotiques et linduction de protéines
apparentées a la pathogenése ; la peroxydase, la polyphénol-oxydase et autres
composés phénoliques [238] Dans le but de comprendre les mécanismes

impliqués dans linteraction antagoniste tomate- A. tumefaciens des analyses
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supplémentaires concernant la détection dans les tissus végétaux de différents
composés impliqués dans I'ISR ont été effectuées. En général, les quatre
antagonistes utilisés (CR2, EPR3, OS1, OS4) ont été capables d'induire certains
mécanismes de défense dans la plante hote, dont l'intensité dépendait de la
combinaison de [l'antagoniste unique avec les différentes souches d'A.
tumefaciens. La synthése des composés phénoliques dans les plants de tomate
a été stimulée par la bactérisation des semences et aussi par l'infection des

plantes par I'agent pathogéne.

Nos résultats n'‘ont pas montré qu'il y avait une relation directe entre la
réduction des symptomes et la teneur en composés phénoliques des tissus
végeétaux. En fait, toutes les souches antagonistes ont déterminé une réduction
de la taille des galles sur les plants de tomate obtenus a partir des semences
bactérisées, alors que la teneur en composés phénoliqgues dans les tissus
végétaux  dépendait des  difféerentes combinaisons de  souches
antagonistes/pathogénes. Le développement de la tumeur était trés
probablement di & de multiples interactions entre la plante, I'antagoniste et le
pathogéne et n'était pas strictement lié a la seule teneur en composeés
phénoliques des tissus végétaux. Par ailleurs, lors de cette étude, toutes les
souches pathogénes ont induit une accumulation de composés phénoliques dans
la tomate, mais dans certains cas, le niveau était significativement plus élevé chez
les plantes obtenues par les semences bactérisées. Les résultats étaient
différents selon la méthodologie utilisée pour détecter les composés phénoliques.
En fait, les interactions OS4/E14 et EPR3/E17 ont déterminé le niveau le plus
élevé de composés phénoliques exprimé en acide galliqgue, tandis que pour
OS1/E14, il s'agissait de l'acide salicylique. L'acide gallique présente un potentiel
d'oxydation plus faible que l'acide salicylique et les résultats du réactif Folin-
Ciocalteu sont donc plus significatifs pour l'acide gallique que pour l'acide
salicylique. Si les calculs sont effectués en utilisant l'acide gallique comme étalon
standard comme préconisé par Everette et al. [239], il y aurait une dévaluation
par défaut de la quantité des composés phénoliques analysés, alors que si I'acide
salicyligue a été utilisé, I'estimation serait plus reproductible et la quantification
plus précise [239]. C'est pour ces raisons que l'estimation des composés

phénoliques a été faite par rapport a deux étalons.
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Les composés phénoliques sont connus pour jouer un role majeur dans les
mécanismes de défense des plantes contre divers agents infectieux externes
[240]. Cependant, les mécanismes impliqués dans I'ISR sont différents de ceux
de la résistance systémique acquise (SAR), qui est induite chez les plantes par
une attaque de pathogénes [221]. Cela pourrait expliquer pourquoi la résistance
systémique induite chez la tomate inoculée et traitée par la souche antagoniste
EPR3, a conduit a un schéma de composés phénoliques différent de celui induit
par A. tumefaciens.

De grandes quantités de composeés phénoliques, de I'acide gallique et du
kaempférol ont été détectées chez les plantes uniquement inoculées avec A.
tumefaciens E17. Parallelement, chez les plantes traitées par la souche P.
brassicacearum EPR3 et inoculées avec A. tumefaciens E17, la quantité de ces
deux composés phénoliques était nettement inférieure, tandis que la quercétine,
I'anthrone et I'acide oxalique augmentaient. La détection des anthrones chez les
plantes a été décrite par Viljoen et al. [241] et par Vasil [242] , elle a été trouvée
dans les tissus végétaux d'Aloe harlana et son activité antimicrobienne et
antioxydante a été évaluée in vitro contre 23 souches bactériennes et 4 souches
fongiques [243]. Dans le cas de notre étude, les composés phénoliques ont été
identifiées par comparaison avec le temps de rétention des étalons et les
concentrations ont été calculées en comparant les surfaces des pics des
échantillons avec les composés de référence utilisés dans les mémes conditions
d'élution. Nous avons trouvé de l'acide p-coumarique, mais nous n'‘avons pas
trouvé I'étalon d'acide chlorogénique pour le détecter dans nos extraits. Nous

avons comparé nos extraits avec les standards disponibles et récupérés.

Les composés phénoliques comme constituant principal des métabolites
secondaires des plantes, représentent I'un des mécanismes de défense les plus
importants contre les attaques des phytopathogénes [244] Dans la présente
étude, une accumulation des composés phénoliques a été observée dans les
plantes traitées par les bactéries antagonistes ensuite infectées par les souches
A. tumefaciens. Ces résultats concordent avec ceux de Benhamou et al. [245] qui
ont rapporté qu'une bactérie endophyte Serratia polymuthica avait provoqué

l'accumulation de composés phénoliques dans les racines de concombre et offert
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une résistance a l'infection par le pathogéne Pseudomonas ultimum. De méme,
Singh et al. [246] ont mentionné que I'application du Trichoderma viride
augmentait la concentration de composés phénoliques chez les pois chiche qui

induisait une résistance a Macrophomina phaseolina

Dans un autre volet de ce travail de thése, le traitement avec les bactéries
antagonistes Bacillus spp. et P. brassicacearum a considérablement augmenté
I'accumulation d'acide salicyligue endogéne chez les plantes attaquées par A.
tumefaciens. L'acide salicylique est une phytohormone qui active les réponses de
défense des plantes dans des interactions incompatibles [247]. En fait, son
niveau dans les plantes saines est normalement faible, mais augmente
rapidement lors de linfection par des pathogénes. Par exemple, les plants de
pécher présentant une résistance accrue a A. tumefaciens ont montré des
niveaux élevés d'acide salicylique apres l'inoculation de I'agent pathogene. Une
fois I'agent pathogéne détecté, la plante amplifie la production d'acide salicylique
et I'expression des genes codant pour la sécrétion de protéines PR, ce qui conduit
a l'établissement de la SAR [247] Au cours de cette recherche, les résultats
obtenus montrent que la teneur en acide salicylique était plus faible chez les
plants de tomate sains par rapport a ceux traités avec des bactéries antagonistes
et infectés par A. tumefaciens. Un tel phénomeéene a été décrit dans de
nombreuses interactions plantes-microorganismes. A titre d'exemple, P.
fluorescens était un puissant inducteur de résistance systémique chez de
nombreuses especes de plantes, mais I'ampleur de l'augmentation de l'acide
salicylique différait selon l'espece de pathogéne et la méthode d'inoculation
utilisée [248]. Il est possible que I'accumulation d'acide salicylique dans les plants
de tomate par les souches de Bacillus spp. et de P. brassicacearum ait été
impliquée dans le processus d'atténuation des symptbmes induits par A.
tumefaciens, comme rapporté par plusieurs études qui ont démontré que l'acide

salicylique a un effet inhibiteur sur la virulence des agrobactéries [249 ; 119]

Pour affiner encore plus I'étude des métabolites impliqués, il était question
également de montrer l'influence de l'interaction antagoniste-pathogéne sur les
mécanismes de défense chez les plants de tomate via I'étude de l'activité de la

peroxydase et de la polyphénol-oxydase. Nous avons opté pour l'analyse de la
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polyphénol-oxydase et de la peroxydase comme marqueurs des réponses
induites avec les composés phénoliques. Il est rapporté que la polyphénol-
oxydase et la peroxydase sont des enzymes libérées par les plantes en réponse
a des dommages cellulaires comme décrit par Michalak [250] et par Ashry et
Mohamed [251] et sont impliquées dans plusieurs processus associés a la
défense des plantes contre les agents pathogénes [108]. Ces deux enzymes sont
capables d'oxyder les polyphénols en quinones, toxiques pour Agrobacterium et
leur activité antimicrobienne, détermine un brunissement important des tissus
végétaux et une mort cellulaire partielle qui empéchent le processus d'infection

par Agrobacterium [252]

Dans la présente étude, l'activité accrue de la peroxydase dans les plants
de tomate dont les semences ont été stimulées, peut étre liée a une protection
médiée par les souches de Bacillus spp. et de P. brassicacearum Nos
résultats sont en concordance avec plusieurs travaux, qui ont rapporté que les
Pseudomonas spp. augmentent le taux de la peroxydase et la polyphénol-
oxydase, la p-1,3-glucanase et les composés phénoliques chez le pois chiche
inoculé par le F. oxysporum f. sp. ciceri comme montré par Dutta et al. [253] et la

tomate infectéé par I'Alternaria solani [254]

Les résultats de cette étude montrent également que l'activation de la
peroxydase a été corrélée avec I'augmentation du taux de composés phénoliques
chez les plantes traitées par les bactéries antagonistes. Une élévation de l'activité
de la peroxydase chez les plants de tomate, traitées avec des souches de P.
fluorescens et des espéces de Bacillus, a également été observée chez le coton
contre le ver des capsules [255]. Diverses études ont rapporté que P. fluorescens
induit la production de I'enzyme peroxydase en réponse a l'attaque de l'agent
pathogéene [256]. Il est a noter que, la stimulation de I'activité peroxydase indique
la tolérance au stress et lintensité du stress auquel les plantes traitées sont
exposées. Dans ce méme contexte, il est cité que des niveaux plus élevés de
peroxydase ont été corrélés a une augmentation de I''SR chez de nombreuses

especes végétales [257]
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D'autre part, l'activité de la polyphénol-oxydase lors de cette étude était
sensiblement variable en fonction de la souche d'A. tumefaciens. En fait, trois des
guatre souches antagonistes utilisées, ont augmenté l'activité de la polyphénol-
oxydase chez les plantes inoculées avec les souches d'A. tumefaciens C58 et
E14, plus que les deux souches pathogénes seules. L'inoculation de la souche A.
tumefaciens E17 sur des plantes non traitées a fortement stimulé I'activité de la
polyphénol-oxydase, qui a été considérablement réduite chez les plantes traitées
par les souches antagonistes. Ces résultats concordent avec Boukerma et al.
[231], dont la souche antagoniste P. fluorescens N21.4 n'a pas stimulé I'activité
de la PPO, ces mémes auteurs ont noté une forte activité de la PPO chez les

plantes de tomate prétraitées avec l'agent pathogene.

Nos résultats indiquent une augmentation graduelle de l'activité de la
polyphénol-oxydase et les valeurs les plus élevés ont été obtenues 15 jours apres
l'inoculation. Comme pour la peroxydase, une activité accrue de la polyphénol-
oxydase a été observée chez les plantes traitées avec des especes de P.
brassicearum et de Bacillus lors d'une inoculation avec la bactérie pathogéne A.
tumefaciens. Nos résultats corroborent avec ceux de Rajendran et Samiyappan
[258] qui ont montré que les enzymes de défense antioxydantes sont fortement
induites et exprimées chez les plantes bactérisées, en réponse aux infections

pathogénes.

La polyphénol-oxydase est impliguée dans la cicatrisation des plaies
issues de l'attaque par l'agent pathogéne et plusieurs autres processus
cellulaires, tels que le contrble des niveaux d'oxygéne dans les chloroplastes
[259]. Dans d'autres études, le role critique de la polyphénol-oxydase a été
mentionné dans la résistance aux maladies du fait que sa suppression engendre
la susceptibilité a P. syringae [260]. En outre, la polyphénol-oxydase est
impliquée dans les réactions secondaires de quinones qui conduisent a la
formation de pigments bruns ou noirs, qui sont responsables d'une perte

importante de produits post récolte [261].

Les plantes sont capables de se protéger contre les agents
phytopathogenes en produisant une large gamme de composés antimicrobiens
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parmi lesquels les enzymes telles que la peroxydase et la polyphénol-oxydase.
La biosynthése de ces enzymes joue un rdle crucial dans la détermination du
degré de résistance de I'h6te chez les plantes stimulées [262]. Nos résultats
montrent que l'accumulation plus précoce et plus importante des composés
phénoliques et d'enzymes de défense, a savoir la peroxydase et la polyphénol-
oxydase chez les plants de tomate dont les semences ont été traités par les
endophytes bactériens, sont fortement liées aux caractéristiques des
antagonistes (espece, souche), des agents pathogénes (origine, virulence) et a

I'interaction de ces facteurs.

La présente étude montre l'induction de la résistance systémique (ISR) par
les bactéries antagonistes chez le pathosystéme A. tumefaciens-tomate. Le
traitement des plantes avec les souches de Bacillus spp. et P. brassicearum a
considérablement amélioré les niveaux des marqueurs biochimiques, a savoir les
composés phénoliques, la peroxydase et la polyphénol-oxydase chez la tomate,
ce qui a entrainé une réduction significative de linfection par les agents

tumorigénes d'A. tumefaciens.

L'induction de la résistance peut offrir des perspectives d'une gestion
durable pour protéger les cultures en utilisant un phénoméne existant dans la
plante, sa propre résistance. Induire et renforcer les mécanismes de défense
propres d'une plante (ISR) en appliquant les microorganismes phytobénéfiques,
est une nouvelle stratégie en matiére de gestion des bioagresseurs. Malgré tous
les avantages du phénomene, la protection conférée aux plantes via I'|SR n'est
gue partielle dans la plupart des cas. Elle doit donc plutdt étre considérée comme
une approche complémentaire et en aucun cas en tant que stratégie unique pour

la gestion des maladies.
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Conclusion

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Dans l'objectif de répondre a des préoccupations d'ordre pratique
concernant la lutte contre le crown gall, nous avons étudié lors de cette présente
recherche en premier lieu, l'efficacité in vitro et in planta des souches
antagonistes de Bacillus spp. et de Pseudomonas brassicacearum dans le
contréle d'Agrobacterium spp. pathogenes impliqués dans la maladie de la galle
du collet. En second lieu, nous avons montré le role de ces antagonistes
bactériens en tant que protecteurs potentiels contre des souches pathogénes d'A.
tumefaciens. Leur efficacité comme stimulateurs de la défense naturelle avec
preuve d'accumulation des composés phénoliques et en particulier, I'acide
salicylique et leurs capacités a améliorer la biosynthese des enzymes
antioxydantes chez des plants de tomate, ont également été démontrées.

Les résultats d'antagonisme in vitro de Bacillus spp. et de P.
brassicacearum ont révelé l'efficacité des souches étudiées a inhiber la
croissance des souches pathogénes d'Agrobacterium spp. testées lors de cette
recherche. En effet, leur grande capacité a réprimer la croissance bactérienne
d'Agrobacterium a été mise en évidence selon les deux techniques de
confrontation étudiées. Les zones d'inhibition allant jusqu'a 40 mm ont été
enregistrées suggérant que plusieurs substances antibactériennes ont participé a
leur activité. Une analyse fine des substances actives des antagonistes et la
caractérisation des genes responsables de la synthése de ces composés,
constituent la finalité de cette recherche afin d'aboutir a une analyse quasi
compléte de la propriété antagoniste. En outre, nos résultats indiquent aussi, que
parmi les bactéries les plus actives du genre Bacillus, la souche B.
methylotrophicus OS4 a montré un fort pouvoir antagoniste in vitro vis-a-vis des
souches pathogenes d'Agrobacterium testées.

Les résultats obtenus a travers I'étude d'antagonisme in planta, nous ont
permis de constater une diminution et méme un retard dans l'apparition des
symptémes de la galle du collet au niveau des plantes hotes trempées dans la
suspension bactérienne des antagonistes testées, comparés aux témoins. La
bactérisation avec chacune des souches antagonistes séparément : B. cereus
0OS1, B. methylotrophicus OS4 et P. brassicacearum (EPR3, CR2) a limité
I'expression des souches d'Agrobacterium, qui s'est traduite par une réduction
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importante de la taille des galles formées sur la tige des plantules de la tomate et
de la vigne.

La seconde partie de ce travail consacrée a I'évaluation des souches de
Bacillus spp. et de P. brassicacearum dans la suppression de I'effet nécrotique
d'A. vitis a montré une action efficace des antagonistes testés. Les résultats de
cette étude ont confirmé le pouvoir antagoniste des quatre souches testées
envers les souches tumorigénes d'Agrobacterium spp. avec inhibition de la
croissance des pathogenes in vitro et réduction des effets nécrotiques et
tumorigénes in planta. La souche CR2 de P. brassicacearum s'est montrée la plus
efficace, elle a permis la suppression de I'effet nécrotique local causé par les deux
souches d'A. vitis sur les sections des rameaux verts des quatre variétés
testées (Gros noir, Cinsault, Muscat et Ahmer Bouamer). Une analyse de la
présence des composeés chez les souches étudiées pourrait nous éclairer encore
plus sur les molécules qui répriment I'effet nécrotique d'A. vitis. Par ailleurs, la
méthode d'inoculation des sections détachées s'est avérée efficace et rapide pour
évaluer l'activité de lutte biologique des souches bactériennes contre A. vitis et
pourrait étre une option intéressante pour réaliser des études d'interaction A. vitis-
vigne au lieu de tests sur plante entiere.

Pour conclure les résultats obtenus de la premiére partie de ce travail, nous
pouvons avancer que la séparation spatiale entre les agents pathogenes
(Agrobacterium spp.) inoculés au niveau de la tige et les bactéries endophytes
étudiées (CR2, EPR3, OS1, OS4) appliquées au niveau racinaire, confirme que
la réduction de la maladie est une conséquence de l'induction de la résistance
systémique chez la plante.

Dans le but de mieux comprendre les réponses de défense de I'h6te
(tomate) et en complément a cette étude, nous avons procédé a l'analyse de la
production des composés phénoliques et de I'acide salicylique. La recherche des
activités enzymatiques de la peroxydase et de la polyphénol-oxydase, suite a la
bactérisation des plantules de tomate par les souches antagonistes et/ou a
I'inoculation des souches pathogénes a été également entreprise.

En général, les traitements par les souches antagonistes ont montré une
augmentation du simple au double, des valeurs des parametres de défense
comparés aux témoins non traités. Les quatre antagonistes utilisés ont été

capables d'induire des mécanismes de défense dans la plante héte dont l'intensité
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était variable et dépendait de la combinaison de I'antagoniste unique avec les
différentes souches d'A. tumefaciens.

La synthése des composés phénoliques chez les plants de tomate a été
stimulée par la bactérisation des semences et aussi par l'infection des plantes par
l'agent pathogéne. Toutes les souches pathogénes ont induit une accumulation
de composés phénoliques, mais dans certains cas, le niveau était
significativement plus élevé chez les plantes dont les semences ont été
bactérisées.

Par ailleurs, la caractérisation des composés phénoliques a permis de
mettre en évidence, en plus de l'acide salicyligue, d'autres composés
phénoliques, a savoir, I'acide gallique, le kaempférol, la quercetine et deux
composés non phénoliques a savoir, I'anthrone et l'acide oxalique. Selon les
valeurs de réponse, des quantités importantes de composés phénoliques de
l'acide gallique et du kaempférol ont été détectées chez les plantes inoculées
avec la souche A. tumefaciens E17 seule. Chez les plantes traitées par la souche
P. brassicacearum EPR3 et inoculées avec A. tumefaciens E17, la quantité de
ces deux composés phénoliques était inférieure, tandis que la quercetine,
I'anthrone et I'acide oxalique augmentaient.

Les résultats obtenus suite a I'analyse de I'acide salicylique, ont démontré
gue le traitement avec les bactéries Bacillus spp. et P. brassicacearum, a
considérablement augmenté l'accumulation d'acide salicylique endogéne chez
les plantes attaquées par A. tumefaciens. Les valeurs en SA les plus élevées ont
été détectées au 6¢ jour apres l'inoculation pour tous les traitements analysés. La
combinaison de l'antagoniste EPR3 avec E17 a déterminé le plus haut niveau
d'accumulation d'acide salicylique chez les plants de tomate. De ce fait, le travail
réalisé au cours de cette thése, a permis de démontrer que I'acide salicylique a
une part d'implication dans le processus d'atténuation des symptémes induits par
A. tumefaciens, comme rapporté par plusieurs études, qui ont démontré que
I'acide salicylique a un effet inhibiteur sur la virulence des agrobactéries.

D'autre part, nos résultats ont indiqué une augmentation graduelle des
enzymes antioxydantes. Les activités de la peroxydase et de la polyphénol-
oxydase ont été les plus marquées chez les plantes traitées avec les especes de
P. brassicearum et de Bacillus, 15 jours aprés inoculation avec la bactérie
pathogéne d'A. tumefaciens. Il ressort de cette étude que le traitement des plants
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de tomate avec les souches antagonistes, a considérablement amélioré les
niveaux de margueurs biochimiques, a savoir les composés phénoliques, la
peroxydase et la polyphénol-oxydase, impliqués dans I'|SR du pathosystéme
Agrobacterium tumefaciens- tomate. Cet apport nous permet de conclure que les
souches de Bacillus spp et de P. brassicacearum ont montré leur potentiel en
biocontrdle selon deux schémas ; lorsque l'interaction entre I'antagoniste et le
pathogene est rapprochée ou bien lorsqu'ils sont distants I'un de l'autre.

La stimulation des réactions de défense chez la tomate a été associée a
un déclenchementimpliquant les composés phénoliques, I'acide salicylique et les
activitts des enzymes antioxydantes. D'autres molécules intéressantes a
identifier, seraient également médiées dans la réponse de défense.

Les résultats obtenus dans le présent travail montrent que les souches de
Bacillus spp. et de P. brassicacearum étudiées ont les mémes propriétés que les
PGPR, du moment gu'ils couvrent les mécanismes d'action de ces organismes.
lls integrent a la fois des mécanismes de biocontréle par activation de ISR,
l'inhibition de I'agent pathogene et la biostimulation de la croissance végétale
(décrite dans d'autres travaux paralléles). lls constituent des candidats potentiels
pour la bioprotection contre la maladie de la galle du collet, tout en intégrant
d'autres mesures de lutte. Sur le long terme, la perspective de ces agents de lutte
biologique peut fournir une protection de la nature de l'utilisation excessive de
produits chimiques toxiques, qui menacent la vie humaine.

Ce modeste travail constitue un modéle pour d'autres recherches a
I'avenir, pour la sélection d'autres agents candidats de lutte biologique. Enfin, bien
gue cette étude a contribué a éclaircir quelques aspects phytopathologiques et
de biocontrole des bactéries antagonistes vis-a-vis des souches pathogénes
d'Agrobacterium spp., elle n'a fait qu'entamer une série de recherches
envisageables, qu'il serait nécessaire de mener a l'avenir.

Pour une meilleure exploitation des résultats obtenus, il est intéressant de

poursuivre ce travail dans une optique plus fine en abordant les objectifs suivants :
- La recherche et le séquencage de genes de défense et l'identification des

éliciteurs pourraient dévoiler les aspects sous-jacents de biocontréle des

souches étudiées.
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Des études sont également nécessaires pour déterminer les formulations

efficaces, la densité d'inoculum des antagonistes a appliquer et la

meilleure forme d'introduction dans I'h6te.

Des études sur le terrain doivent étre menées, pour analyser le potentiel

réel de ces bactéries antagonistes dans les conditions du champ.
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Annexe 1
Composition du milieu de culture : Milieu LPGA : Extrait de levure-peptone

bactériologique-glucose-agar (Hildebrand et al., 1988)

Milieu LPGA Solide

Extrait de levure 5¢g
Peptone bactériologique 5¢g
Glucose 10g
Agar-agar 15¢g
Eau distillée 11
pH 7-7,2

Milieu LPGA semi-solide

Extrait de levure 5¢g
Peptone bactériologique 5¢g
Glucose 10g
Agar-agar 7,5g
Eau distillée 11
pH 7-7.2

Les milieux sont stérilisés a I’autoclave a une température de 120°C pendant 20 minutes.



Annexe 2

Milieu MG (Mannitol-Glutamate) non sélectif (Moore et al., 1988)

Mannitol 10g
L(-) acide glutamique 2g

KH2PO4 0,5g
Nacl 0.2
MgS04, TH20 0,2g
Extrait de levure 0,5g
Agar 15¢

MgSO04 doit étre soluble séparément dans 20 a 50 ml d’eau distillée.

O Pour la préparation du milieu en boite ; le milieu est stérilisé en autoclavage a une

température de 120°C pendant 20 minutes, puis coulé en boites de pétries.

0 Pour la préparation du milieu en tube ; le milieu est dissout a chaud, puis réparti en
tubes a essai, a raison de 3 a 5 ml par tube. Les tubes sont ensuite stérilisés par autoclavage

a une température de 120°C pendant 20 minutes.



Annexe 3

Deux courbes d'étalonnage ont été préalablement concues pour l'acide
gallique (GA) et l'acide salicylique a différentes concentrations et

pratiguées dans les mémes conditions opératoires que les échantillons.

Standard calibration curve for total phenolic content for
standard salicylic acid

y =0,1735s
R2 =0,9838
nh 0,3
3 0,6
J 04
0,2
0
2 2
concentration (ug/ml)
Figure : Courbe d'étalonnage du contenu phénolique total pour les

concentrations standard d'acide gallique et d'acide salicylique.



Annexe 4

La courbe d'étalonnage congue précédemment en utilisant de l'acide

salicylique standard.

Figure : Courbe d'étalonnage de I'acide salicylique.



Annexe 5

Les souches antagonistes ont retardé le développement des tumeurs induites par les

souches d’Agrobacterium tumefaciens.

Tableau; Effect of bacterial antagonists on the time of tumor appearance and the

relative mean size of tumors calculated on three replications (mm).

temps (semaine)

Traitements 1 2 3 4
CR2 0 0 0 0
CR2+C58 0 0 132  1.50
CR2+E14 0 0 1.23 1.30
CR2+E17 0 0 1.60 1.70
EPR3 0 0 0 0
EPR3+C58 0 0 0 1.00
EPR3+E14 0 0 0 1.08
EPR3+E17 0 0 0 1.05
OSs1 0 0 0 0
OS1+C58 0 0 0 1.20
OS1+E14 0 0 0 1.00
OS1+E17 0 0 0 1.20
0S4 0 0 0 0
0S4+C58 0 0 0 1.20
OS4+E14 0 0 0 1.08
OS4+E17 0 0 0 1.00
C5s8 0 0 1.57 2.55
E14 0 148 1.80 2.04
E17 0 0 1.70 243
EDS 0 0 0 0




Annexe 6

Les chromatogrammes des différents standards : acide oxalique,

anthrone, kampferol et quercetine

>im- ir
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Abstract Some antagonistic bacteria contribute to the
management of plant diseases by stimulating the host
natural defense and/or by providing direct biocontrol of
pathogens. The objective of this study was to evaluate
the biocontrol performances and the ability to induce a
systemic response to crown gall of four strains belong-
ing to Bacillus and Pseudomonas genera. Evaluation of
in vitro antagonistic ability showed that the four bacteria
had a different spectrum of activity against the three
tested strains of Agrobacterium tumefaciens. Adelay
in time of appearance and a significant reduction of the
tumor size were observed in tomato plants obtained by
bio-primed seeds and stem inoculated with
A. tumefaciens. Seed priming with antagonistic strains
stimulated some systemic defense mechanisms intoma-
to plants that can be related to the reduction of disease
symptoms induced by A. tumefaciens. Both antagonists
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and A. tumefaciens strains induced variations in phenol
content and peroxidase activity while polyphenol oxi-
dase activity was mainly affected by the single
A. tumefaciens strain. The response was different in
relation to the various combinations of antagonist/path-
ogen, however Pseudomonas brassicacearum EPR3
strain was the most effective strain.

Keywords Bio-priming . Agrobacterium tumefaciens.
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Introduction

Crown gall is caused by the bacterium
Agrobacterium tumefaciens and is considered an
economically important disease, determining severe
losses on a broad range of plant species (Pulawska
2010; Pacurar et al. 2011). A. tumefaciens is con-
sidered a quality pathogen in the European conti-
nent and a quarantine pathogen in many North
African countries including Algeria (Krimi et al.
2002: Rhouma et al. 2004; Raio et al. 2009; Ben
Abdallah et al. 2015). Biological control of crown
gall has been successfully applied for almost forty
years, using the non-pathogenic Agrobacterium
radiobacter strain K84. K84 strain is effective
against biovar 2 agrobacteria that infect many
plant species in different countries all over the
world (Rhouma et al. 2008), but it does not effec-
tively control all agrobacteria biovars or species
(Raio et al. 2009). Consequently, the need to
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search for new biocontrol agents of A. tumefaciens
has become greater than ever (Kahla et al. 2017).
Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), in-
cluding non-pathogenic fluorescent Pseudomonas
and various species of antagonistic bacteria, as
well as several bacterial endophytes, effectively
control plant pathogens (Altin and Bora 2001)
and may enhance the growth and improve the
plant health (Smith et al. 2003; Kavino et al.
2007). Various nonpathogenic Agrobacterium and
Pseudomonas, as well as Bacillus subtilis and Ser-
ratia plymuthica strains have been used as biocon-
trol candidates against A. tumefaciens or A. vitis
strains (Dandurishvili et al. 2010; Kawaguchi
2013).

Microbial pathogens may induce a systemic re-
sistance in plant tissues distant from the infection
site, named systemic acquired resistance (SAR),
which confers stable and broad-spectrum resistance
against subsequent attackers. The plant amplifies
the production of salicylic acid (SA) and induces
the expression of pathogenesis-related (PR) protein
genes (Hao et al. 2015).

Several species of PGPR and endophytic bacteria,
not only promote the growth, but are able to induce
systemic resistance (ISR) in plants. Application ofben-
eficial microbes to seeds (bio-priming) creates ideal
conditions for microbial colonization of seed tissues
and is a successful method to induce systemic resistance
to plant pathogens (Mahmood et al. 2016). Although
ISR by beneficial microbes is often regulated through
SA-independent mechanisms, several PGPR have been
reported to trigger a SA-dependent type of ISR that
resembles pathogen induced SAR (Pieterse et al.
2014). ISR is associated with the synthesis of defense-
related enzymes, such as pathogenesis-related (PR) pro-
teins, andto the accumulation ofperoxidase (PO), poly-
phenol oxidase (PPO) and phenols as plant response to
biotic or abiotic stresses (Magnin-Robert et al. 2007).
The induced resistance mechanism is often maintained
for the lifetime of the plant and is effective against a
broad spectrum of pathogens (Maffei et al. 2007).

The aim of this study was to evaluate the ability of
antagonistic Bacillus and Pseudomonas strains to in-
duce a systemic response against A. tumefaciens in
seed-primed tomato plants. The impact of antagonists
on plant defense response was investigated by analyzing
the accumulation of phenolic compounds and the PO
and PPO enzymatic activity in tomato plant tissues.
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Material and methods
Bacterial strains used in this study

Pseudomonas brassicacearum CR2 and EPR3, Bacillus
cereus OS1 and Bacillus methylotrophicus OS4 are
endophytic strains that were previously isolated from
spontaneous herbaceous plants and selected on the basis
of in vitro antagonistic and plant growth promotion
activities (Krimi et al. 2016).

Tumorigenic A. tumefaciens C58 (ATCC33970) and
two Algerian strains (E17 and E14) (Krimi et al. 2006)
were used in this study as target pathogens to perform
in vitro and in vivo tests. All strains belonged to the
collection of phytopathogenic bacteria of the University
of Blida 1 and were preliminarily checked for pathoge-
nicity on Kalanchoe daZgremontiana and Lycopers/cum
esculentum (Moore et al. 1988).

In vitro antagonistic activity

Thirty-nine endophytic strains previously isolated
from native plant species (Krimi et al. 2016), were
tested in vitro for their antagonistic activity against
three strains of A. tumefaciens. The test was per-
formed according to the method described by
Stonier (1960) and modified by Moore et al.
(1988). The putative antagonistic bacteria were
grownonYPGAplatesfor48hat28°C.Bacte-
rial cells were scraped from the agar surface and
suspended in sterile distilled water (SDW). The
final concentration of the suspension was
107 CFU mL-1, that was determined spectrophoto-
metrically by comparing the OD at A=600 nm of
the suspensions with the reference growth curves.
A volume of 20 L of each bacterial suspension
was placed on the surface of YPGA plates that
were incubated for 48 h at 28 °C. At the same
time, pathogenic bacteria were streaked on YPGA
medium and grown for 48 h at 28 °C. After
incubation, the suspensions of pathogenic bacteria
(106 CFU mL-1), prepared as described above for
the antagonists, were sprayed onto the surface of
the plates inoculated with antagonistic bacteria.
Plates were incubated again for 24-48 h at
28 °C and the appearance of inhibition haloes
surrounding the macro-colony was considered as
positive antagonistic activity. The relative inhibi-
tion activity of the different strains was evaluated
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by comparing the size of the inhibition zone.
Three replicates for each antagonist/pathogen com-
bination were performed and the experiment was
repeated twice.

Tomato seed bio-priming and inoculation
with A. tumefaciens strains

This test was conducted on tomato plants cv. St.
Pierre. Tomato is considered a universal host both
for A. tumefaciens and A. vitis (Dandurishvili et al.
2010) since this plant species gives fast and repro-
ducible results. Soil mixture was composed of 2/3
field soil and 1/3 of peat thoroughly homogenized.
Soil was autoclaved for 60 min at 120 °C two
times, with 24 h interval between each autoclav-
ing, in order to ensure disinfection. The soil sub-
strate was then distributed in plastic pots (10 x
6.5 cm). Tomato seeds were surface sterilized with
2% sodium hypochlorite for 5 min, rinsed thor-
oughly with SDW and then placed on sterile discs
of Whatman filter paper inside Petri dishes. Seeds
were soaked for 24 h in the Pseudomonas or
Bacillus bacterial suspensions or in SDW (control),
then were incubated at 25 °C for 5 days in the
dark in order to promote germination.

One-week after germination, seedlings were se-
lected and transplanted into the plastic pots con-
taining the disinfected soil. For each antagonistic
strain, 12 plants were protected with the antagonist
and inoculated with the pathogen, 12 were
protected with the antagonist alone, nine were
inoculated with each Agrobacterium strain and
three plants were treated with SDW. The experi-
ment was planned according to a complete ran-
domized design with three blocks per each group
of treatments. At the four-leaf stage, plant stems
were wounded at the crown with a sterile scalpel
and 50 1L of 10s CFU mL-1 suspensions of
A. tumefaciens strains were placed on the wounds.
The same volume of SDW was used to treat
control plants. Inoculated stems were wrapped
with aluminum foil to prevent fast desiccation of
the inoculum.

During the experiment, an adequate level of soil
moisture was maintained by regular irrigation. The
experiment was carried out in a greenhouse with a
dailyphotoperiodofl6hlightand8hofdark-
ness at a temperature of 25-30 °C. Efficacy of
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bacterial antagonists in reducing tumor develop-
ment was evaluated by recording the tumor size,
nine weeks after the pathogen inoculation.

Evaluation of phenol content, peroxidase
and polyphenol oxidase activity in tomato plants

The content of phenols, salicylic acid (SA) and the
activity of peroxidase (PO) and polyphenol oxidase
(PPO) enzymes were analyzed in seed-treated and con-
trol plants. Tomato plants were carefully uprooted, at
different time intervals (0 h, 48 h, 6 and 15 days after
A. tumefaciens inoculation) and processed according to
the different protocols described below. Three plants
were sampled from each replicate of each treatment
and processed separately.

Estimation of phenol content

The phenol content was estimated according to Folin-
Ciocalteau procedure (Singleton and Rossi 1965). One
gram of freshly plant sample (roots and leaves) was
grinded in mortar with 10 mL of 80% methanol and
centrifuged at 10.000 g for 15 min (Zieslin and Ben-
Zaken 1993). One mL of the methanolic extract was
added to 5 mL of SDWand 250 L ofFolin-Ciocalteau
reagent (Sigma-Aldrich, Germany). The solution was
kept at 25 °C for 5 min after that 1 mL 0f20% ofsodium
carbonate was added. The solution was let at room
temperature for 2 h, then the absorbance of blue color
was measured at 765 nm and 731 nm using the spectro-
photometer SHIMADZU 1800 UV. Gallic acid (GA)
and SA solutions were used as standards. Two calibra-
tion curves were previously designed for GA and SA
under the same laboratory conditions applied for tomato
plant analysis (Fig. SI2 and SI3). Results were
expressed in ig mL 1 of GA or SA. All analyses were
performed in triplicate.

Identification and quantification of salicylic acid (SA)

Plant samples were analyzed according to the method of
Seskar et al. (1998). The whole tomato plants (roots and
leaves) sampled at various times, were frozen in liquid
nitrogen and grinded to a fine powder. 0.5 g of each
sample were extracted with 90% and 100% methanol,
then stirred for 1 min and then sonicated for 10 min. The
extracts were than centrifuged at 10.000xg and vacuum-
dried. Dry pellet was resuspended in 2.5 mL of 5%
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trichloroacetic acid and centrifuged, the supernatant was
partitioned by using ethyl acetate, cyclopentane and
isopropanol (ratio of 100:99:1, v/v) solution. The top
organic layer containing free SA was transferred to a
4 mL vial and dried with nitrogen gas. The dry SAwas
again suspended in 1 mL of 100% methanol (HPLC
Grade-Sigma). High performance liquid chromatogra-
phy (HPLC) analyses was carried out on a YL 9100
HPLC (software: YL-CLARITY) with a UV detector
(excitation and emission, 254 nm and 280 nm, respec-
tively) fitted with a C18 reverse phase HPLC column
(RESTEK, diameter 4.6 mm, length 150 mm and pore
size 5 rm). The flow rate was 1.0 mL min-1. The
solvents used were 1% acetic acid (solvent A) and
methanol Grade HPLC (solvent B). The concentration
of SA (*.g mL 1) was calculated considering a calibra-
tion curve previously designed using standard SA (Fig.
SI1). Phenolic compounds were identified by compari-
son with the retention time of standards (Sigma) and
concentrations were calculated by comparing peak areas
ofthe samples with reference compounds run under the
same elution conditions.

Determination of peroxidase (PO) activity

PO activity was assayed by the method of
Hammerschmidt et al. (1982). Uprooted plants were
washed under running tap water, homogenized with
liquid nitrogen in a pre-chilled mortar and grinded.
The homogenized tissues were stored in a freezer
(=70 °C) until use for biochemical analysis. One gram
of each frozen plant sample was homogenized in 2 mL
of0.1 M phosphate buffer, pH 7.0 at 4 °C. The homog-
enate was centrifuged at 16.000xg at 4 °C for 15 min
and the supernatant was used for PO content analysis.
The reaction mixture consisting of 1.5 mL of 0.05 M
pyrogallol (MERCK), 0.5 mL ofthe extractand 0.5 mL
of 1% H202, was incubated at room temperature (28 £
2 °C). Reaction mixture without enzyme extract served
as control. The changes in absorbance at 420 nm were
recorded at 30s intervals for 3 min. The enzyme activity
was expressed as changes in the absorbance min-1 g -1
of fresh tissue.

Determination of polyphenol oxidase (PPO) activity
PPO activity was determined using the procedure of
Mayer et al. (1965). Frozen samples ofthe whole plants

(1 g) prepared as described previously, were
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homogenized in 2 mL of 0.1 M sodium phosphate
buffer (pH 6.5) and centrifuged at 16.000xg for
15 min at 4 °C to collect the supernatant. The reaction
mixture consisted of 200 L of the supernatant and
15 mL of 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 6.5).
To start the enzymatic reaction, 200 L of 0.01 M
catechol was added and the activity was expressed as
the change in absorbance at 495 nm up to 15 min, after
the addition of catechol.

Statistical analysis

Analyses were performed with the Statistical Package
for the Social Science (SPSS) software (Version 23.0).
Data were analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA), and the means were compared with Fisher*s
least significant difference (LSD) test (P< 0.05).

Results

Inhibition of A. tumefaciens by antagonistic bacteria
in vitro and in vivo

Some of the tested antagonistic bacteria were able to
effectively inhibit the growth of the three strains of
A. tumefaciens on YPGA medium. Table 1 reports the
antagonistic activity of eleven strains considered the
most effective among the thirty-nine tested. The mean
diameter of the inhibition zone ranged between 0 to
43.60 mm and the highest value of inhibition zone was
observed for B. methylotrophicus 0S4,
B. amyloliquefaciens EHF5 and B. pumilus OS2 strains.
However, B. methylotrophicus strain OS4 and
P. brassicacearum CR2 were the most effective against
all three A. tumefaciens strains (Table 1). The next
assays were performed using B. cereus OS],
B. methylotrophicus OS4 and P. brassicacearum CR2
and EPR3 strains.

The size of tumors was significantly reduced in to-
mato plants obtained by bio-primed seeds (Table 2;
Fig. 1). P. brassicacearum strain EPR3 and
B. methylotrophicus strain OS4 were the most effective
strains in reducing the size of tumors on tomato plants
against all the pathogenic agrobacteria strains tested
(Table 2). Moreover, OS1, OS4 and EPR3 strains de-
layed of one week the development of the tumor in-
duced by C58 and E17, and oftwo weeks those induced
byE14(TableSI1).
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Table 1 Inhibition zone (mm) induced by the most effective
bacterial antagonists against A. tumefaciens strains C58, E14 and
E17

Antagonists C58 E14 E17

CR1 B. amyloliquefaciens  36.60 a 18.33e  00.00d
CR2 P. brassicacearum 30.00b 3833b  32.33b
EHR1 B.cereus 21.00 e 19.33 e 21.33¢c
EHA2  Bacillus spp. 24.30 d 19.33e  00.00d
EPR3  P. brassicacearum 25.60 cd 24.00d 37.60b
0os1 B. cereus 20.00 e 2567 cd 21.33c
0s4 B. methylotrophicus  30.30b  43.33a  43.60 a
PS1 P. brassicacearum 27.00c 00.00g 00.00d
PR1 Bacillus spp. 27.30c  06.67f 00.00 d
PF3 B. methylotrophicus  37.30a  26.00c  21.67¢c
PA2 Bacillus spp. 3530 ab 20.00e  00.00d

Values represent the average size of inhibition zone (mm) calcu-
lated on three replications. Values followed by the same letter did
not differ statistically at LSD test (P <0.05)

Content of phenolic compounds of A. tumefaciens
infected tomato plants seed- treated with antagonistic
bacteria.

Phenol accumulation in plants treated with the four
antagonistic bacteria and challenged with
A. tumefaciens varied significantly (P<0.05). Phenol
accumulation increased from the second day (data not
shown) until the 15th day after inoculation (DAI) when
the experiment ended (Fig. 2). All antagonists deter-
mined a significant increase in phenol content of tomato
plants challenged with pathogenic strains (Fig. 2). The
phenol content varied with the various combination
antagonist/pathogen: CR2 strain enhanced phenol accu-
mulation only in plants inoculated with C58; EPR3
showed a positive effect on phenol accumulation in
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plants inoculated with C58 and E17 (Fig. 2b); OS1
increased phenol accumulation in plants inoculated with
C58 and E14 (Fig. 2c), while OS4 increased phenol
content in plants inoculated with E14 (Fig. 2d).

The highest and significative value (P <0.05) of
phenolic compound content expressed as SA was
4.78 ig mL 1 and was detected in plants protected with
antagonistic strain OS1 and inoculated with
A. tumefaciens strain E14. The combination of the four
antagonists with the pathogenic strain E17 and of CR2
with E14, determined instead a reduction in phenolic
compounds expressed as SA (P<0.05) (Table 3).

Endogenous SA identification and quantification
by HPLC in tomato plants

The retention time of standard SA measured by HPLC
was approximately 29.5 min. SA content of plants treat-
ed with the antagonistic bacteria and inoculated with
A. tumefaciens, generally were higher than those of
plants treated with antagonistic or pathogenic bacteria
alone (data not shown). The highest SA values were
detected at the 6th DAL for all the treatments analyzed.
The combination of the antagonist EPR3 with E17
determined the highest level of SA accumulation in
tomato plants (Fig. 3 and Table 4).

In addition to SA, other phenolic compounds were
identified by HPLC. In tomato plants seed-treated with
P. brassicacearum EPR3 and stem inoculated with
A. tumefaciens high amount of GA and kaempferol were
detected in plants only inoculated with E17. Quercetin,
and the two non-phenolic compounds anthrone and
oxalic acid, were instead higher in seed-primed plants
triggered with E17 (Table 5).

Table 2 Mean size of tumors (mm) and percentage of reduction of tumor size, induced by different strains of A. tumefaciens on tomato
stems seed-treated with different antagonistic bacteria

Treatments

SDW
EPR3
CR2
0s4
0Os1

P. brassicacearum
P. brassicacearum
B. methylotrophicus
B. cereus

C58

5.95a
3.00c
3.45b
3.37b
3.32b

(%)

49,6
421
43,4
44,2

El4 (%)* E17 (%)
5.33a 5.50a

3.75 cd 29,6 3.21d 41,6
420b 21,2 3.50 cd 36,3
3.30d 38,1 3.70c 32,7
3.80c 28,7 4.75b 13,6

Values followed by the same letter did not differ statistically based on LSD test (P <0, 05)

* Reduction percentage of tumor size determined by the antagonistic strains
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Fig.1 Symptoms induced by A. tumefaciens strains inoculated on
tomato plants (Fig. 1.2 and 1.5), and on tomato plants seed-primed
with P. brassicacearum strains (Fig. 1.3 and 1.4). 1: Tomato
seedling treated with SDW.2: Tomato seedling treated with
SDW then inoculated with A. tumefaciens strain C58. 3: Tomato

Activity of defense enzymes in tomato plants
Peroxidase activity

Tomato plants treated with P. brassicacearum and Ba-
cillus strains and inoculated with A. tumefaciens
expressed higher activity of PO compared to plants
treated with antagonistic or pathogenic bacteria alone
(Fig. 4). The highest peroxidase activity Aabs= 1.38
was observed for the combination CR2/E14 strains,
fifteen days after A. tumefaciens inoculation, when the
experiment ended (Fig.4c).

Polyphenol oxidase activity

Antagonists EPR3, CR2 and OS1 significantly in-
creased PPO in tomato plants inoculated with C58,

Springer

Eur J Plant Pathol (2020) 157:269-280

seedling treated with P. brassicacearum strain EPR3 then inocu-
lated with A. tumefaciens strain C58. 4: Tomato seedling treated
with P. brassicacearum strain CR2 then inoculated with
A. tumefaciens strain E17, 5: Tomato seedling treated with SDW
then inoculated with A. tumefaciens strain E17

while OS4 did not determine any variation (Fig. 5).
Bacillus OS1 and OS4 in combination with E14 patho-
genic strain, increased the PPO in tomato plants in a
significative way, while the P. brassicacearum strains
had no (EPR3/E14) or negative effect (CR2/E14) on
PPO activity (Fig. 5). Inoculation of E17strain alone,
induced the highest PPO activity in tomato plants, that
was instead lower in plants seed-primed with the four
antagonists (Fig. 5).

Discussion

Four bacterial antagonistic strains, previously isolated in
Algeria (Krimi et al. 2016), were tested for their ability
to induce a systemic response in seed-primed tomato
plants. The effect of the induced response on tumor



Author's personal copy

Eur J Plant Pathol (2020) 157:269-280

JControl CR2 m CR2+ C58 BC5S

CR2+E14 CE14 CR2+ E17 ; E17

?0S1+E14 < El4 OS1 E17. BE17

Fig.2 Contents oftotal phenolic compounds measured at the end
of the experiment (15 DAI), expressed as gallic acid, in tomato
plants inoculated with A. tumefaciens strains and treated with

induction by A. tumefaciens was evaluated. Strains were
previously assayed in vitro to determine their inhibition
efficacy against three strains of A. tumefaciens. All four
antagonists were able to inhibit the growth of the three

Table 3 Contents of total phenolic compounds at the end of the
experiment (15 DAI), expressed as SA, in tomato plants inoculated
with A. tumefaciens strains andtreatedwith SDWand antagonistic
strains CR2, EPR3, OS1 and OS4. Values followed by stars were
significantly different from the control (pathogen alone) at LSD
Test (P<0, 05)

Contents oftotal phenolic compounds
expressed as SA (pg mL-1)

SDW CR2 EPR3 0S1 0S4
SDwW 2.43 3.63* 2.20 231 321
C58 3.55 3.22 3.65 3.12 3.02
E1l4 3.74 2.88* 3.60 4.78* 3.60
E17 4.24 2.75*% 3.31* 3.23* 3.35*

. EPR3+E14 E14
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Control EPR3 m EPR3 +C58 u C58

c EPR3 +E17 c E17

OS4+E14 CE14 KOS4 + E17 BE17

SDW (control) and antagonistic strains CR2 (a), EPR3 (b), OS1
(c) and OS4 (d). Different letters on the bars indicate significant
differences at P <0.05

strains of A. tumefaciens in vitro, showing a different
efficacy in relationto the Agrobacterium strain tested. In
general A. tumefaciens C58 strain was inhibited by all
antagonists, strain E14 was more susceptible to the
antagonistic activity of Bacillus spp. strains, while strain
E17 resulted totally insensitive to the activity of some of
the antagonists tested but was effectively inhibited by
B. methylotrophicus OS4 and P. brassicacearum EPR3
strains. Many bacterial antagonists produce different
types of agrocins or antibacterial compounds that inhibit
specific pathogenic Agrobacterium spp. (Otten et al.
2008). Some rhizosphere strains of P. fluorescens, pro-
ducing broad spectrum antibiotics, significantly reduced
the development of crown gall on plants infected with
pathogenic A. tumefaciens strains (Dandurishvili et al.
2010). It is also known that microbial competition for
space and nutrients reduces the pathogen chances to
colonize infection sites, as described for A. radiobacter
K84 strain, the most effective biocontrol agent of crown
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Fig.3 HPLC chromatograms showing SA content of tomato plants protected with EPR3 antagonistand inoculated with A. tumefaciens E17

gall (Penyalver and Lopez 1999). Moreover, many bac- Induction of systemic resistance in host plants by
terial species are able to produce volatile organic com- beneficial bacteria has been studied extensively (Ryu
pounds that are involved in the induction of systemic et al. 2004). Seed priming is seen as an ideal delivery
resistance (Backert and Meyer 2006). method for inducing resistance in plants that is related to
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Table 4 Concentration of SA (pg mL 1) in tomato plants seed-primed with P brasszcacearum EPR3 strain, six days after A. tumefaczens

inoculation (-: no SA detected)

Treatments Ret. Time Area (%) SA (pg mL-1)
Standard SA 29.5 6572.802

Untreated plant (SDW) 29.9 0019.022 0003.164

A. tumefaciens E17 - - -
P.brassicacearum EPR3 strain - - -
P.brassicacearum EPR3 +A. tumefaciens E17 29.6 0206.454 0033.680

mobilization, activation and enhancement of various
cellular defense response (Beckers and Conrath 2007).
Our experiments showed that the treatment of seeds
with Bacillus and Pseudomonas antagonists determined
a delay in the time of appearance and a reduction in size
of tumors in tomato plants stem inoculated with
A. tumefaciens. Plant response was different in relation
to the different antagonist/pathogen combinations. With
the aim to understand the mechanisms involved in the
interaction antagonist-tomato plant-A. tumefaciens, fur-
ther analyses regarding the detection in plant tissues of
different compounds involved in ISR, were performed.
In general, the four selected antagonists were able to
induce some defense mechanisms in the host plants
whose intensity depended on the combination of the
single antagonist with the different strains of
A. tumefaciens. The synthesis of total phenols in tomato
plants was stimulated by seed-priming and also by trig-
gering the plants with the pathogen. All pathogenic
strains induced phenolic compounds accumulation in
tomato, however in some cases, the level was signifi-
cantly higher in plants obtained by bio-primed seeds.
Results were different according to the different meth-
odology used to detect the phenolics, in fact OS4/E14
and EPR3/E17 determined the highest level of phenolic

compounds expressed as GA, while for OS1/E14, as
SA. Large amounts of GA and kaempferol phenolic
compounds were detected in plants only inoculated with
A. tumefaciens E17. In EPR3 seed-primed plants inoc-
ulated with E17, the amount of these two phenolics was
markedly lower, while quercetin, anthrone and oxalic
acid increased. Phenolic compounds are known to play
a major role in plant defense mechanisms against vari-
ous external infectious agents (Aksoy et al. 2017), how-
ever, mechanisms involved in ISR are different from
those of systemic acquired resistance (SAR) that is
induced in plants by a pathogen attack (Pieterse et al.
2014). This could explain why systemic resistance in-
duced in tomato by the beneficial EPR3 strain led to a
phenolic compound pattern different from that induced
by A. tumefaciens.

The treatment with the antagonistic bacteria Bacillus
spp. and P. brassicacearum significantly increased the
accumulation of endogenous SA in plants challenged
with A. tumefaciens. SA is a phytohormone that acti-
vates plant defense responses in incompatible interac-
tions (Hao et al. 2015), in fact its level in healthy plants
are normally low, but rapidly increase upon infection by
pathogens. For example, peach plants with enhanced
resistance to A. tumefaciens showed elevated levels of

Table5 Compounds identified by HPLC in plants inoculated with A. tumefaciens E17 strain and protected with P. brassicacearum EPR3

strain

Galllic acid Quercetin

Ret.Time Area Ret.Time Area
Standard 7.02 40.6 36.85 100
EPR3+E17 7.08 02.5 36.85 25
EPR3 - - 37.57 02.9
E17 7.65 14.3 36.35 00.2
SDW - - 36.67 00.3

Kaempferol Anthrone Oxalic acid
Ret.Time Area Ret.Time Area Ret.Time Area
41.1 100 48.40 100 50.24 100
41.73 01.9 49.06 02.7 50.16 01.6
41.10 04 48.45 01.4 50.85 00.9
40.40 18.8 48.90 00.2 51.67 00.2
41.73 00.1 49.02 00.1 50.32 00.5
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Fig. 4 Peroxidase activity in tomato plants treated with antagonistic (CR2, EPR3, 0S4 and OS1) and pathogenic C58 (a), E14 (b), E17(c)
strains. The same letter on the curves indicates that values did not differ statistically at LSD test (P < 0.05)

ogen). The same letter on the top of the bars indicate that values are three repetitions
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SA after pathogen inoculation. Once the pathogen is
detected, the plant amplifies the production of SA and
the expression of PR protein genes, which leads to the
establishment of SAR (Hao et al. 2015). In this study,
SA content was lower in healthy tomato plants in com-
parison to those treated with antagonistic bacteria and
infected with A. tumefaciens. Such phenomenon has
been described in many plant-microrganism interac-
tions. P. fluorescens was a potent inducer of systemic
resistance in many plant species (Saikia et al. 2006;
Caihong and Qian 2007), however the magnitude of
SA increase, differed according to the pathogen species
and the inoculation method used. It is possible that SA
accumulation in tomato plants by Bacillus and Pseudo-
monas strains was involved in the process of symptom
mitigation induced by A. tumefaciens.

Similarly, the increased activity of PO in seed-primed
tomato plants may be related to a mediated protection by
Bacillus and Pseudomonas strains. PPO activity signif-
icantly differed in relation to the A. tumefaciens strain
used to inoculate tomato plants. In fact, three of the four
strains enhanced PPO activity in plants inoculated with
strains C58 and E14 of A. tumefaciens, more than the
two pathogenic strains alone. The inoculation of
A.tumefaciens strain E17 on non-primed plants strongly
stimulated PPO activity that instead was significantly
reduced in seed-primed plants. Increased activity of PO,
PPO and phenolic compounds has been observed as
response to plant treatment with several bacterial spe-
cies: tomato plants treated with P. fluorescens and
P. putida showed a marked increase in defense related
proteins active against Ralstonia solanacearum (Seleim
et al. 2014; Murthy et al. 2014).

Plants are able to protect themselves against
phytopathogenic agents by producing a wide range
of antimicrobial compounds among which PO and
PPO enzymes. The biosynthesis of these enzymes
plays a crucial role in determining the degree of
host-resistance in primed plants (Babu et al. 2015).
Our results show that phenol compounds accumu-
lation, PO and PPO activity in seed-primed tomato
plants were strongly related to the characteristics
of the antagonists (species, strain), of the patho-
gens (origin, virulence) and to the interaction of
these factors. Among the beneficial strains tested,
P. brassicacearum EPR3 was the most active in
delaying the appearance and reducing the tumor
size in tomato plants. The enhanced synthesis of
phenolic compounds and the increased activity of
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oxido-reductive enzymes may be involved in the
mechanism of systemic resistance induced by this
strain in tomato plants.
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Résumé

Description du sujet : Les bactéries antagonistes contribuent a la gestion des maladies des plantes en stimulant
les défenses naturelles chez I'h6te et/ou en assurant le biocontrdle direct des bioagresseurs.

Objectifs : Etude du pouvoir antagoniste in vitro et in planta et la suppression de I'effet nécrotique in vivo de
quatre souches préalablement identifiées appartenant aux genres Bacillus et Pseudomonas a I'égard de deux
souches d'Agrobacterium tumefaciens et deux souches d'Agrobacterium vitis.

Méthodes : Le pouvoir antagoniste in vitro a été évalué par la technique de spots, en utilisant deux techniques de
confrontation. La suppression in vivo de I'effet nécrotique des souches d'A. vitis a été effectuée sur les rameaux
verts de quatre variétés de vigne. L'antagonisme in planta a été réalisé sur des plantules de tomate et de vigne
cultivées en serre.

Résultats : Les souches de Bacillus et de Pseudomonas utilisées se sont montrées trés actives in vitro,
conduisant a une réduction ou une suppression des effets nécrotiques des souches pathogénes d'A. vitis et une
diminution du développement des symptomes de la galle du collet in planta.

Conclusion : Ces résultats sont intéressants et suggerent une utilisation prometteuse de ces souches antagonistes
dans le biocontrdle de la galle du collet.

Mots clés : Antagonisme ; Agrobacterium ; pathogéne, biocontréle ; nécrose ; tumeur.

POTENTIAL EVALUATION OF ANTAGONISTIC BACILLUS SPP. AND
PSEUDOMONAS SPP. TO CONTROL PATHOGENIC AGROBACTERIUM SPP.
INVOLVED IN CROWN GALL DISEASES

Abstract

Description of the subject: Antagonistic bacteria contribute to the management of plant diseases by stimulating
the host's natural defenses and/or by providing direct biocontrol of pests.

Objective: Study of in vitro and in planta antagonistic capacity and in vivo suppression of necrotic effects by
using four strains belonging to the genera Bacillus and Pseudomonas against two strains of Agrobacterium
tumefaciens and two strains of Agrobacterium vitis.

Methods: In vitro antagonistic capacity was evaluated by the spot technique using two confrontation techniques.
In vivo suppression of the necrotic effect of A. vitis strains was carried out on green shoots of four grapevine
varieties and in planta antagonism test was performed on tomato and grapevine seedlings.

Results: Bacillus spp. and Pseudomonas spp. strains were very active in vitro, leading to a reduction and
suppression of the necrotic effects of A. vitis strains and a decrease in the development of symptoms of the
disease in planta.

Conclusion: These results are interesting and suggest a promising use of these antagonistic strains in biocontrol
of crown gall.

Keywords: Antagonism; Agrobacterium; pathogenic; biocontrol; necrosis; tumor.
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INTRODUCTION

La galle du collet constitue une grave maladie
bactérienne qui peut engendrer des pertes
¢conomiques considérables pouvant aller
Jusqu’a 70% de la totalité de la production [1].
Elle est causée par plusicurs especes
d’Agrobacterium spp., qui constituent de
dangereux parasites des végétaux et des
cultures, car, une fois les plantes infectées,
aucune pratique de lutte n’est efficace. Les
bactéries responsables de cette maladie sont
principalement ;  Agrobacterium  vitis et
Agrobacterium  tumefaciens. Ces  deux
bactéries provoquent la maladie du crown gall
qui se manifeste par des tumeurs au niveau des
racines et du collet des plantes. Dans le cas de
la vigne, en plus des tumeurs sur les sarments
et au collet, une nécrose racinaire apparente,
constitue un symptdme supplémentaire
aggravant D’infection. En Algérie, cette
maladie a ¢été révélée présente sur de
nombreuses especes cultivées en pépiniere |2 ;
3], notamment sur des boutures de vigne en
dormance. Sur la vigne, Agrobacterium vitis
affecte la croissance et rend les plants trés
sensibles aux conditions environnementales
comme le gel en période hivernale [1].

La prophylaxie est le seul moyen pour prévenir
I’installation de cette maladie. L’ utilisation des
agents microbiens de lutte biologique constitue
une approche écologique trés prometteuse. Les
microorganismes antagonistes colonisent les
tissus de la plante et ont ¢été décrits par ailleurs,
comme stimulateurs de croissance sur 1’héte
[4]. Ces souches antagonistes peuvent E&tre
facilement appliqués dans les pratiques des
pépinicres par I'immersion des racines des
jeunes plants et boutures dans les inoculas
bactériens avant la plantation [1].

Certaines souches bactériennes ont montré
leurs effets protecteurs envers une large

gamme de microorganismes
phytopathogénes. Le cas le plus largement
rapporté est celui de la  souche

Agrobacterium radiobacter K84 qui agit
en induisant une inhibition de la formation

des tumeurs chez plusieurs végétaux
infectés par des souches tumorigenes
d’Agrobacterium  par  production  de

I’agrocine 84 [5]. L’inefficacit¢ de cette
bactériocine vis-a-vis de plusicurs souches
d’Agrobacterium a mené plusieurs études

a rechercher de nouvelles  souches
antagonistes  ayant le  pouvoir de
supprimer les dégats causés par cette

bactérie phytopathogene [6].
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Deux genres bactériens telluriques et
endophytiques  Bacillus et  Pseudomonas
comprennent la majorité des bactéries utilisées
comme antagonistes [7]. Ils sont connus par
leur diversit¢ de mécanismes d’action et de
métabolites impliqués dans la protection des
végétaux face aux différentes maladies [8]. De
plus, les Bacillus offrent un avantage par
rapport aux autres bactéries, en raison de leur
capacité a former des endospores résistantes au
changement des conditions du milicu offrant
ainsi un avantage pour la formulation du
produit [9, 10].

L’ objectif de cette ¢tude consiste a évaluer le
pouvoir antagoniste in vitro et in planta et la
suppression de 1’effet nécrotique in vivo de de
quatre bactérics appartenant a deux genres
Bacillus et Pseudomonas, initialement isolées
de plantes spontanées [11], vis-a-vis de deux
souches pathogenes d’A. vitis et de deux
souches d 'A. fumefaciens.

MATERIEL ET METHODES

1. Souches bactériennes utilisées

Deux souches de Pseudomonas
brassicacearum (CR2 et EPR3), la souche OS1
de Bacillus cereus et la souche 0S4 de
Bacillus  methylotrophicus ont ¢été  isolées
initialement a partir des plantes spontanées et
identifi¢es par séquengage de I’ADN
ribosomal 16S Krimi ef al. [11]. Ces souches
ont ¢été sélectionnées sur la base de leur
pouvoir antagoniste in vitfro ¢t de leur activité
de stimulation de la croissance des plantes
[11]. Les souches pathogenes d’A. fumefaciens
dont ; une de référence C58 et une locale E2
isolée d'eucalyptus [3] ont servi pour les tests
in vitro et in planta. Deux autres souches d’A4.
vitis (AV25/95 et Bu20/95) gracicusement
fournies par Marylin L. Canfield, Department
of Botany and Plant Pathology, Oregon State
University, Corvallis, Oregon, ont subi les
mémes tests que les précédentes. Toutes les
souches d'Agrobacerium appartiecnnent a la
collection de bactéries phytopathogenes de
I'Université de Blidal et ont fait 'objet de tests
préliminaires de pathogénicité sur Kalanchoé
daigremantiana et Lycopersicum esculentum
[12].

2. Test d’antagonisme in vitro

Le pouvoir antagoniste des souches de
Pseudomonas et de Bacillus a I'égard des
souches d’Agrobacterium pathogénes a ¢été
test¢ in vitro par deux techniques de
confrontations :
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- la premicre consiste a laisser un laps de
temps (24 h) qui permet a la souche
antagoniste de diffuser les molécules
antimicrobiennes dans le milieu de culture
avant le dépot de la souche pathogene ; ¢’est la
confrontation déphasée.

- La deuxiéme technique de confrontation
simultanée, consiste a déposer les deux
souches, antagoniste et pathogéne en méme
temps.

2.1. La confrontation déphasée

La confrontation déphasée in vifro a ¢été
réalisée suivant la méthode décrite par Stonier
[13] et modifiée par Moore er al. [12]. Les
bactéries de Pseudomonas spp. et de Bacillus
spp. a tester, ont ¢ét¢ cultivées sur le milieu
LPGA pendant 48 h a 28°C. Chaque souche
bactérienne purifiée a été raclée des boites de
Pétri contenant le milieu LPGA et mise en
suspension dans l'eau distillée stérile (EDS) a
une concentration connue (10° UFC/mL),
déterminée  par  spectrophotométric  en
comparant la DO de chaque suspension a sa
propre courbe de croissance de référence a
A=600 nm. Un volume de 20 pL. de chaque
suspension bactérienne a ¢été ensemencé sous
forme d’un spot central sur la surface des
boites du miliecu LPGA qui ont été incubées
par la suite pendant 24 h a 28°C. En méme
temps, les bactéries pathogénes ont &t
ensemencées sur le milieu LPGA et cultivées
dans les mémes conditions décrites que les
antagonistes. Apres incubation, les suspensions
de bactéries pathogénes (10° UFC/mL)
préparées comme décrit ci-dessus, sont
pulvérisées a I’aide d’un aérosol sur la surface
des boites de Pétri contenant les souches
bactériennes ensemencées auparavant en spot.
Les boites de Pétri ont été incubées de nouveau
pendant 48 h a 28°C et 'apparition d’une zone
d'inhibition entourant la macro-colonic a été
considérée comme une activité antagoniste
positive. L'efficacit¢ d'inhibition relative des
différentes souches a été évaluée par la mesure
du diametre de chaque colonie en plus de la
zone d'inhibition. L'expérience a été réalisée
avec trois répétitions pour chaque souche.

2.2. La confrontation simultanée

La confrontation simultanée consiste a déposer
les deux souches, antagoniste et pathogene en
méme temps. Pour réaliser ce type de
confrontation, nous avons suivi le principe de
la méthode des puits a double couche décrite
par Rhouma et al. [14].
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Des boites de Pétri sont coulées avec une
couche solide du milieu LPGA, juste apres la
solidification de cette couche, une autre couche
semi-solide du méme milieu est coulée de
nouveau sur la premiére. A 1'aide d’un
emporte-picce stérile, trois puits de 0.8 mm de
diametre sont creusés sur la couche semi-
solide ; ils correspondent par conséquent, a 3
répétitions par boite et par souche. Ces boites
de Pétri sont pulvérisées par la suspension de
la souche pathogene d’Agrobacerium a une
DO de 10° CFU/mL. Aprés pulvérisation, un
volume de 20 plL de la suspension de la
bactérie supposée antagoniste est déposé dans
chaque puits. Enfin, les boites sont incubées a
28°C pendant 48 h. Pour les témoins, nous
avons pulvérisé le pathogéne puis déposé de
I’EDS dans les trois puits. L'apparition d’une
zone d’inhibition claire entourant des puits a
¢té considérée comme une activité antagoniste
positive. Les résultats obtenus ont été
enregistrés en mesurant le diamétre en mm des
zones d’inhibition.

3. Essai in vivo de la suppression de Ieffet
nécrotique  d’Agrobacterium  vitis  par
Putilisation des souches antagonistes

L’infection par les souches pathogeénes d’A.
vitis s¢ manifeste principalement par la
formation d’une tumeur au niveau du point
d’inoculation et des nécroses au niveau des
racines sur la vigne infectée [15,16]. Les
quatre souches antagonistes sont testées pour
examiner leurs capacités ou non a supprimer
I’effet nécrotique des souches pathogenes d’A.
vitis (AV20/95 et Bu25/95), cet essai a ¢té
réalis¢ en suivant la méthode décrite par Burr
et Zheng [17]. Le matériel végétal est constitué
de rameaux verts de vigne (Vifis vinifera)
fraichement cueillis présentant un diametre
entre 5 et 10 mm. Quatre variétés de vigne ont
¢té testées . Gros noir, Cinsault, Muscat ¢t la
variét¢ Ahmer Bouamer. Dans des conditions
d’asepsie, la désinfection superficicelle des
rameaux verts des différentes variétés de vigne
avant leur découpe a ét¢ faite dans de 1'¢thanol
a 70 % pendant 2 min et dans ['hypochlorite de
sodium (NaOCl) a 0,5% pendant 10 min suivie
de trois ringages successifs a 1'EDS. Les
rameaux séchés sur du papier Wattman stérile
sont découpés en sections cylindriques de 1 cm
de longueur. Dans des microplaques de culture
cellulaire a 12 alvéoles contenant une couche
d’eau gélosée a 2 %, nous avons placé les
sections de chaque variété en tenant ’extrémité
basale de chaque section vers le haut.
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Aprés fixation des sections sur le milieu
gélosé, un volume de 10 ~L de la suspension
de la souche antagoniste et/ou de la souche

Tableau 1 : Les différents traitements de I'essai in vivo.

Traitements
T1

de la vigne de chaque variété.

T2
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d”. vitis (selon le traitement - tableau 1) est
dépose.

témoin négatif qui consiste a déposer de I'eau distillée stérile sur les sections

témoin positif représenté par les sections de la vigne de chaque variété

inoculée par la suspension de la souche pathogene d'A. vitis (soit AV25/95

T3

les sections de la vigne de chaque variété inoculées directement avec la

suspension de souches antagonistes: EPR3, CR2, OS1 et OS4.

T4

Le traitement consiste a interagir le pathogene avec I'antagoniste en laissant

un laps de temps de 20 min entre le dép6t de I'antagoniste et I'inoculation

du pathogéne.

L'essai de suppression de I'effet nécrotique in
vivo a été réalisé sur des microplaques de
culture a 12 alvéoles selon un dispositif
expérimental  qui  comporte  plusieurs
traitements. Une section cylindrique des
rameaux verts de chaque variété avec trois
répétitions pour chaque traitement, soit un total
de 48 sections. Au total, pour tous les
traitements de l'essai in vivo, nous avons
utilisé 192 sections de rameaux. Pour la
concentration cellulaire, nous avons appliqué
le ratio 10:1 ou la concentration de
I'antagoniste est 10 fois supérieure a la
concentration de la souche pathogene. La DO
de la suspension de I'antagoniste a été ajustée a
0,22, elle correspond a une concentration de
107 CFU/mL. La concentration de la souche
pathogéne correspond a 10s CFU/mL (DO=
0,12).Les microplaques  sont  ensuite
recouvertes avec du papier aluminium et
placées a la température ambiante du

laboratoire pendant sept jours. Si la souche
antagoniste possede une action inhibitrice de
I'effet nécrotique vis-a-vis des souches
pathogenes d'A. vitis, les sections des rameaux
verts de la vigne vont garder une couleur plus
ou moins verte par rapport aux témoins positifs
inoculés par la souche pathogene qui noircisse.
La sévérité de I'effet nécrotique au niveau des
sections des rameaux verts est évaluée selon
I'échelle de classe de 0 a 5 décrit par Oslane et
al. [18] suivant le tableau 2. Les sections de
rameaux verts de chaque variété testée ont été
classées selon 5 classes de sévérité, puis
I'indice de sévérité (1S%) a été calculé selon la
formule suivante [19] :

IS%= (1 (Ni x Si) / (Nt x 5)) x100. Ni :
Nombre de sections de rameaux dans la classe
de sévérité i, i allant de 1 & 5. Si : Numéro de
classe de sévérité. Nt . Nombre total de
sections observeées par traitement.

Tableau 2 : Echelle d'estimation de la sevérité de I'effet nécrotique.

Classe de sévérité

Plus nécrosé

a b wNEFEO
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Degré d'infection des sections des rameaux verts de la vigne
Pas d'effet nécrotique
Trés peu nécrosé (passage du vert a une couleur sombre)
Peu nécrosé (brunissement)

Nécrosé (noircissement)

La section de la vigne est totalement nécrosée (pourriture).
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4. Essai d’antagonisme in planta

Le test d’antagonisme in planta a été mené sur
des plants de tomate et de vigne. Le choix de
tester Dactivit¢ antagoniste sur la tomate
(Lycopersicon esculentum), est di au fait
qu’elle constitue une plante hote utilisée lors
des expérimentations pour les bactérics
pathogeénes d’Agrobacterium, car en cas de
réponse positive, elle développe des tumeurs
en un temps tres court [20]. La variét testée
est Saint Pierre (var. fixe). Pour la vigne (Vifis
vinifera), e¢lle constitue la principale plante
héte d’A. vitis [21]. La variété utilisée dans ce
test d’antagonisme in planta est le Gros noir,
les graines ont ¢té récupérées en décembre
2012 a partir de grappes d’un vignoble situ¢ a
Bouchrahil (W. Méd¢a).

4.1. Méthodologie
Les semences de tomate et les graines de raisin
ont ¢&té désinfectées dans une  solution

constituée de NaOCl a 2 % pendant 5 min, puis
rincées a D’EDS. Les graines de raisin
désinfectées, ont subi une pré-germination
dans des boites de Pétri contenant une couche
d’eau g€losée a 7% et mises dans un
incubateur a 28 °C afin d’accélérer leur
germination. Les plants de tomate et de vigne
ont ¢t¢ cultivés sur un substrat composé d'un
meélange de 2/3 de terre végétale et 1/3 de
tourbe, soigneusement homogénéisés et
autoclavés deux fois pendant 60 min a 120 °C,
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avec un intervalle de 24 h entre chaque
autoclavage. Le semis des graines de tomate et
de la vigne pré-germées a ¢té réalisé dans des
pots (10 cm x 6,5 cm) en mini-serre, avec une
photopériode quotidienne de 16 h de lumiére et
8 h d'obscurité¢ a une température de 25+£1°C.
Au cours de l'expérience, un niveau adéquat
d'humidité¢ du substrat a ét¢ maintenu par une
irrigation réguliere. La sélection des plantules
germées est faite aprés la germination des
semences de tomate et de la vigne et avant leur
inoculation par les bactéries antagonistes. Les
plantes de tomates ont €t¢ choisies au stade de
deux vraies feuilles pour que ’ensemble des
plantes soit homogene et de méme stade
phénologique. Alors que pour les plants de la
vigne, le choix des individus avait porté sur les
plants ayant un diamétre qui oscille entre 5 et
10 mm avant I"inoculation et ce, dans 1’objectif
d’avoir une moindre hétérogénéité entre les
plants testées. L’essai de 1’antagonisme in
planta a ét¢ réalis¢ sous serre selon un
dispositif expérimental, en blocs complets avec
plusieurs traitements (Tableau 3). Pour la
tomate, six répétitions pour chaque traitement.
Au total, pour tous les traitements de [’essai
d’antagonisme sur la tomate, 90 plants ont été
utilisés pour I’analyses pour chaque technique
de confrontation (déphasée et simultanée).
Pour la vigne, nous avons appliqué le méme
type de dispositif avec quatre répétitions pour
chaque traitement, soit un total de 60 plants
(pour chaque type de confrontation).

Tableau 3 : Les différents traitements de [’essai in planta.

Traitements
T1

T2

témoin négatif représenté par les plants inoculés avec I’eau distillée stérile.

témoin positif représenté par le trempage des plants dans la suspension

bactérienne d’antagoniste puis inoculation par blessure par les souches
tumorigenes d’Agrobacterium (C58, E2, Bu20/95 et AV25/95).

T3

trempage des plants directement dans la suspension des souches

antagonistes: EPR3, CR2, OS1 et OS4.

T4

inoculation par blessure des plantules avec les suspensions des souches

tumorigenes d’Agrobacterium (C58, E2, Bu20/95 et AV25/95).

4.2. Techniques d’inoculation des plantules
de tomate et de la vigne

4.2.1. Confrontation déphasée in planta

Les plantules de tomate et de vigne sont
dépotées, rincées pour ¢liminer 'exces du sol
puis trempées pendant 24 h dans la suspension
de la bactéric sélectionnée a une densité
cellulaire de 10° CFU/mL [22]. Les plantules
de tomate et de vigne traitées par I’antagoniste
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seront par la suite inoculées par les souches
pathogénes  d’Agrobacterium  (C58, E2,
Bu20/95 et AV25/95) a une concentration
cellulaire de 10° CFU/mL. Le témoin négatif
correspond a des plantes trempées dans ’EDS.
Apres 24 h, les plantes trempées sont re-
transplantées dans leurs pots. Avec un scalpel
stérile, on réalise trois blessures sur la tige de
chaque plantule de tomate, a intervalle de 1 cm
a partir de 'extrémité en croissance. Pour les
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plantules de la vigne, nous avons réalis¢ deux
blessures sur le rameau, la premiére au niveau
du collet et la seconde située au niveau du
premier entre-nceud. Un volume de 0.5 mL
d’EDS ou de la suspension bactérienne de
I’agent pathogene (selon le traitement) est
introduit au niveau des blessures. La tige
inoculée est ensuite enveloppée avec du papier
aluminium stérile afin d’éviter la dessiccation
de 'inoculum. Les plantules sont maintenues
en serre a une température de 25 a 28°C, puis
inspectées pour le développement des tumeurs.

4.2.2. Confrontation simultanée in planta

Le méme protocole est suivi lors de la
réalisation de la confrontation simultanée in
planta, les plantules de tomate et de vigne sont
trempées pour quelques secondes dans ’EDS
ou dans la suspension de I’antagoniste (selon le
traitement) puis immédiatement inoculées avec
I’agent pathogeéne.

4.3. Evaluation du potentiel de biocontrole de
la maladie de la galle du collet pour Pessai
d’antagonisme in planta

L’infection par les bactéries tumorigenes
d’Agrobacterium se manifeste principalement
par la formation d’une tumeur au niveau du
point d’inoculation [21, 23]. L'efficacit¢ des
antagonistes bactériens dans la réduction du
développement tumoral a été évaluée en
enregistrant la taille des tumeurs, sept
semaines aprés inoculation par le pathogéne
pour les plantules de vigne ¢t neuf semaines
pour les plantules de tomate.

5. Analyse statistique

L’activité antagoniste in vitro des souches
antagonistes envers les souches pathogenes
d’Agrobacterium est indiquée par des zones
d’inhibition de croissance autour des spots et
des puits des bactéries antagonistes. Un calcul
de la moyenne des diamétres de la zone
d'inhibition a ¢t effectué. Les résultats
obtenus pour le test in vivo de suppression de
I’effet nécrotique d’A. vitis par "utilisation des
souches antagonistes et le test d’antagonisme
in planta, ont été analysés par le logiciel
statistique Systat (vers. 12). Nous avons
analys¢ les  conditions  paramétriques
considérées : les souches antagonistes, les
souches d’A.vitis, et 'indice de sévénté de
I’effet nécrotique (IS%). Le test ANOVA est
effectu¢ et la distribution de la variable
quantitative doit étre normale. Les résultats du
test d’antagonisme in planta des souches
antagonistes envers les souches
d’Agrobacterium, ont ét¢ aussi analysés en
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tenant compte de toutes les conditions
paramétriques qui sont: les  souches
antagonistes, les souches d’Agrobacterium, la
variation dans le temps, la variation de la
position des tumeurs et la taille des tumeurs.
Le test ANOVA est effectué et parallellement,
distribution de la variable quantitative a
analyser doit étre normale.

RESULTATS

1. Pouvoir antagoniste in vitro des souches de
Pseudomonas et de Bacillus

Les bactéries des genres Pseudomonas et
Bacillus utilisées, ont montré une activité
antagoniste vis-a-vis des souches d’A4. vifis et
d’A. tumefaciens. Les différentes souches
antagonistes présentent un effet inhibiteur
variable selon la  souche  pathogene
d’Agrobacterium et selon le temps entre le
dépot de I’antagoniste et celui du pathogene
(selon la technique de confrontation :
simultanée ou déphasée).

Les quatre souches testées ont montré un effet
antagoniste envers les quatre souches
pathogenes d’Agrobacterium  utilisés, les
diametres des zones d’inhibition varient de 21
a 50 mm. La souche d’A4. vitis Bu20/95 a été la
moins sensible avec des zones d’inhibition ne
dépassant pas 22 mm sous l’effet des trois
souches CR2, OS1 et OS4 par rapport a la
souche AV25/95 et les autres souches d’A4.
tumefaciens. La souche CR2 a montr¢ un effet
antagoniste trés important envers la souche
AV25/95 avec un diamétre de zone
d’inhibition de 39,33 mm, suivie par B.
methylotrophicus 0S4 avec 37.67 mm. La
souche de Pseudomonas EPR3 a généré des
zones d’inhibition de 50 mm a 1"égard d’A4.
tumefaciens C58 (Tableau 4).

Tableau 4 : Moyenne des zones d’inhibition
(mm) pour la confrontation déphasée in vitro
des quatre bactéries antagonistes envers les
souches pathogénes d’Agrobacterium.

Souches AV25/9 Bu20/9

antagonistes 5 5 C58 E2
Pseudomonas

brassicacearu 39,33 22.33 277>6 3%,0
m CR2

Pseudomonas

brassicacearu 30,67 31,33 5 }),0 357,6
m EPR3

Bacillus cereus 310 306
souche OS1 25.33 21,00 0 7
Bacillus

methylotrophic 37,67 20,67 3%0 3(()),0
us OS4
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La souche EPR3 de P. brassicacearum a

Pour la confrontation simultanée, le dépdt de enregistré une zone d'inhibition de 40 mm
I'antagoniste en méme temps que le pathogéne envers la souche d'A. tumefaciens C58, suivie
n'a pas empéche certaines souches a exprimer par la souche de B. methylotrophicus OS4 qui
leur pouvoir inhibiteur. a aussi montré une moyenne de zone

d'inhibition de 34 mm avec la souche d'A. vitis
AV25/95. Cependant, les deux souches CR2 et
OS1 n'ont montré aucun effet antagoniste
envers Bu20/95 avec absence totale de la zone
d'inhibition (Tableau 5).

Tableau 5 : Moyenne des zones d'inhibition (mm) pour la confrontation simultanée in vitro des quatre
bactéries antagonistes envers les souches pathogénes d'Agrobacterium.

Souches antagonistes AV25/95 Bu20/95 C58 E2

Pseudomonas brassicacearum CR2 28,00 00,00 24,00 31,33
Pseudomonas brassicacearum EPR3 28,00 20,67 40,00 20,00
Bacillus cereus OS1 20,67 00,00 22,00 20,33
Bacillus methylotrophicus 0S4 34,00 21,00 23,00 26,00

En général, la confrontation déphasée (24 h) a montré une activité antagoniste plus importante des
souches de Pseudomonas et de Bacillus comparée a la confrontation de type simultanée (0 h) (Fig. 1).

A E AV E.i C58 E2
simultanée déphasée

Figure 1 : Comparaison de l'inhibition in vitro pour les deux techniques de confrontation.
(AV ; Bu; E2; C58 : les bactéries pathogenes) (EPR3 ; CR2 ; OS1 ; OS4 : les bactéries antagonistes)

Les résultats obtenus pour les deux techniques de confrontation déphasée et simultanée montrent que
I'écartement de temps attribué aux souches de Bacillus et Pseudomonas a influencé la capacité de ces
souches a inhiber la croissance des pathogénes in vitro (Fig. 2).
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Figure 2 : Pouvoir antagoniste de P. brassicacearum souche EPR3 pour les deux techniques de

confrontation in vitro.
~ Diameétre de la zone d'inhibition. Bu : la souche Bu20/95 d'A.vitis.

2. Test in vivo de la suppression de I'effet
nécrotique des souches dA. vitis sous I'effet
des souches antagonistes

Sept jours apres l'incubation, des nécroses de
teinte variables se sont développées sur les
sections des rameaux verts des quatre variétés
de vigne. Les variétés Gros noir et Ahmer

Bouamer semblent plus sensibles a I'effet
nécrotique des deux souches d'A. vitis tandis
que les variétés Muscat et Cinsault montrent
des nécroses moins évidentes. Les nécroses
sont apparues sur la partie basale des sections
des rameaux verts de la vigne en manifestant
une couleur variant du brun au noir (Fig. 3).

Figure 3 : Suppression ou réduction de I'effet nécrotique des souches pathogénes d'A. vitis par les
souches antagonistes sur la variété Muscat 7 jours aprés incubation.
(AV25/95 ; Bu20/95 : les bactéries pathogenes d'A.vitis) (EDS : eau distillé stérile ; OS4 ; CR2 : les bactéries antagonistes)

La souche AV25/95 d'A. vitis s'est montrée
plus virulente que la souche Bu20/95 en
exprimant un indice de sévérité de I'effet
nécrotique plus important sur les sections de la
vigne. Les sections inoculées par cette souche
ont développé des nécroses plus sévéres que
celles développées sur les sections inoculées
par la souche Bu20/95, ce résultat a été
observé sur toutes les variétés (Fig. 4).

Nous avons remarqué une variabilité dans
I'apparition des nécroses causees par les
pathogénes sur les quatre variétés (Fig. 4).
La variété Gros noir s'est révélée la plus
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N

sensible a [l'effet nécrotique suivie par
Ahmer Bouamer, l'indice de sévérité de
I'effet nécrotique plus accentuées apparait
évident sur les sections des rameaux verts.
Les wvariétés Cinsault et Muscat sont
apparues moins sensibles en montrant un
indice de sévérité de I'effet nécrotique
moins développé par rapport aux deux
autres variétés et en comparaison avec les
témoins positifs inoculés directement avec
les suspensions des souches d'A. vitis.
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Les souches antagonistes ont montré un effet
protecteur tres important en supprimant ou/et
en réduisant la sévérité de la nécrose en
comparaison avec le témoin positif traité
directement par la souche pathogéne. Le
traitement avec les souches antagonistes a
montré un effet suppresseur de [I'effet
nécrotique causé par le pathogene (Fig. 5). La
souche CR2 de P. brassicacearum a été la plus
efficace en supprimant I'effet nécrotique des
deux souches pathogénes sur les sections
traitées des variétés Cinsault, Gros noir et
Ahmer Bouamer. Sur la variété Muscat, la
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souche la plus efficace était OS1 de B. cereus
ou une inhibition totale a empéché les deux
souches d'A. vitis a exprimer leur pouvoir
nécrotique sur les sections des rameaux qui
sont restées vertes. Les sections de la vigne
inoculées directement par les souches
antagonistes de Bacillus spp. et de
Pseudomonas spp. ont causé des nécroses trés
Iégeres (brunissement) en comparaison avec
les sections traitées avec I'EDS. L'indice de
sévérité de I'effet nécrotique n'a pas dépassé
40%.

Figure 4 : Relation entre I'indice de sévérité et le pouvoir nécrotique in vivo des souches d'A. vitis sur

les quatre variétés de vigne testées.
(I1S% : indice de sévérité ; AV25/95 ; Bu20/95 : les bactéries pathogenes d'A.vitis) (CR2 ; EPR3; 0S4 ; OS1 : les bactéries
antagonistes) (Gros noir ; Cinsault ; Muscat ; Ahmer Bouamer : les variétés de vigne utilisées)
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Figure 5 : Relation entre I'indice de sévérité et le pouvoir antagoniste in vivo des quatre antagonistes

envers l'effet nécrotique des souches d'A. vitis sur les quatre variétés de vigne testées.
(1S% : indice de sévérité ; Pathogene : les souches AV25/95,Bu20/95 d'A.vitis) (CR2 ; EPR3 ; OS4 ; OS1: les bactéries
antagonistes) (Gros noir ; Cinsault ; Muscat ; Ahmer Bouamer : les variétés de vigne utilisées)

3. Test d'antagonisme in planta

Les résultats obtenus nous ont permis de
constater une diminution de la sévérité des
symptomes du crown gall sur les plantules de
tomate et de vigne préalablement trempées
dans des suspensions bactériennes des
antagonistes, comparées aux témoins qui
correspondent  aux  plantules inoculées
directement avec les souches d'Agrobacterium.

3.1. Confrontation déphasée in planta

Une réduction de la taille des galles formées
sur les plantules de tomate et de la vigne
préalablement trempées dans des suspensions
des bactéries antagonistes ayant une
concentration cellulaire égale a celle des
souches pathogenes (10s CFU/mL) et pendant
un délai de 24 h a été notée (Fig. 6 et 7).
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3.2. Confrontation simultanée in planta

Pour la confrontation simultanée in planta,
I'inoculation du pathogéne juste apres le
trempage des plantules dans les suspensions
des souches antagonistes a permis a ces
derniéres d'exprimer leur pouvoir antagoniste
mais d'une fagon tres réduite. La durée de
temps entre le trempage des plantules dans
I'antagoniste et I'inoculation par le pathogene
a influencé d'une maniére hautement
significative I'effet antagoniste des souches de
Bacillus et de Pseudomonas (Fig. 8 et 9).
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Facteur pathogéne

A tumefaciens

Figure 6 : Effet des souches antagonistes sur les souches pathogénes d'A. vitis et d'A. tumefaciens en
fonction du temps et de la position des blessures sur les plantules de tomate (confrontation déphasée)

représenté par la taille des tumeurs.
(Souches A.vitis : AV25/95, Bu20/95 ; souches d'A. tumefaciens : C58 et E2)- (les bactéries antagonistes testées : CR2 ; EPR3 ; 0S4 ; OS1,
EDS : eau distillée stérile).(S1 ; S2, S3; S4 ; S5; S6; S7; S8 ; S9 : semaines de suivi aprés I'inoculation par le pathogéne).
(Position A : au niveau de la partie supérieure de la tige ; position B : au milieu de la tige et position C : au niveau du collet).

Figure 7 : Effet des antagonistes sur les souches pathogenes d'A. vitis en fonction du temps et de la
position des blessures sur les plantes de la vigne (confrontation déphasée) représenté par la taille des

tumeurs.
(Les souchespathogénes d'A.vitis AV25/95 ; Bu20/95)- (les souches antagonistes : CR2 ; EPR3 ; 0S4 ; 0OS1).(S1; S2,S3;S4;S5;S6;
S7 : semaines de suivi apres I'inoculation par le pathogéne).(Position A : au niveau de la partie supérieure de la tige ; position B : au niveau
du collet).
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avica

Figure 8 : Effet des antagonistes sur les souches pathogénes d'A. vitis et d'A. tumefaciens en fonction
du temps et de la position des blessures sur les plantules de la tomate (confrontation simultanée)

représenté par la taille des tumeurs.
(AV25/95 ; Bu20/95 : les bactéries pathogenes d'A.vitis ; C58 et E2 : les souches d'A. tumefaciens)- (CR2 ; EPR3; 0S4 ; OS1:
les bactéries antagonistes). (S1; S2, S3; S4 ; S5; S6; S7 ; S8; S9 : semaines de suivi aprés I'inoculation par le pathogene).
(Position A : au niveau de la partie supérieure de la tige ; position B : au milieu de la tige et position C : au niveau du collet).

Figure 9 : Effet des antagonistes sur les souches pathogénes d'A. vitis en fonction du temps et de la
position des blessures sur les plantes de la vigne (confrontation simultanée) représenté par la taille des
tumeurs.
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DISCUSSION

La présente étude a été menée dans le but
de démontrer la capacité des souches de
Bacillus et de Pseudomonas isolées
initialement des plantes spontanées [11], a
prévenir le développement des tumeurs
causées par des souches pathogeénes d'A.
tumefaciens et d'A. vitis sur la tomate et la
vigne. Les résultats d'antagonisme in vitro
de Bacillus et de Pseudomonas ont révélé
I'efficacité de ces souches a inhiber la
croissance des agrobactéries pathogénes
lors des deux techniques de confrontation
avec un ratio de concentration cellulaire
1.1

Les bactéries antagonistes testées ont permis
une inhibition élevée de la croissance
bactérienne des pathogénes ol des diamétres
de 0 a 50 mm ont été enregistrés. Cette
réduction de la croissance est un critere
largement utilisé pour évaluer I'antagonisme
microbien [24, 25]. L'activité antagoniste a été
différente selon les souches, ce fait suggere
que plusieurs substances antibactériennes
impliquées dans l'inhibition ont été mises en
jeu. Nos résultats concordent avec ceux de
Frikha-Gargour et al. [26], qui ont montré que
32 souches de Bacillus isolées a partir
d'échantillons environnementaux ont présenté
une activité antibactérienne in vitro tres
importante contre la souche C58 d'A
tumefaciens [26].

Aussi, les travaux menés par Habbadi et

al. [27], qui ont sélectionné 12 souches
antagonistes appartenant ~ aux  genres
Bacillus, Pantoea et Acinetobacter, ont

montré une forte activité antibactérienne
in vitro contre A.vitiss  Ces résultats
peuvent étre expliqués par le pouvoir
compétiteur trés élevé présenté par les
souches de Bacillus et de Pseudomonas et
qui  leur permet de  produire les
métabolites antimicrobiens nécessaire
pour empécher la croissance du pathogene
[8]. Une étude menée in vitro sur une
souche de Bacillus cereus a montré que
cette derniére a la capacité de modifier la
composition ionique du milieu de culture
en rendant le pH plus élevé, ce qui peut
influencer la croissance normale du
pathogéne [28].

La plupart des souches de Pseudomonas
utilisées dans le biocontrole des maladies des
plantes, sont capable d'inhiber la croissance
d'un grand nombre d'agents phytopathogénes
in vitro [29].
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Cette inhibition peut se faire selon plusieurs
mécanismes incluant la production d'une large
gamme dantibiotiques tels que I'acide
phenazine-1-carboxylique et les sidérophores
[30, 31], se traduisant par la méme par une
capacité d'induction des mécanismes de
défense chez la plante hote [32].

Nos résultats indiquent aussi, que parmi les
bactéries les plus actives du genre Bacillus, la
souche 0S4 a montré un fort pouvoir
antagoniste in vitro. Le genre Bacillus produit
une large gamme de métabolites secondaires
tels que les antibiotiques, des composées non
volatiles, des composés volatiles et des
enzymes lytiques [33]. Cette méme souche a
montré & la fois des effets antagonistes in vitro
sur d'autres bactéries phytopathogenes tels que
Erwinia amylovora et Pectobacterium
carotovorum et stimulateurs de la croissance
sur des plants de tomate [11].

La seconde partie de ce travail consacrée a la
suppression in vivo de I'effet nécrotique d'A.
vitis par les souches de Bacillus spp. et de
Pseudomonas spp. utilisées, a montré une
action efficace des antagonistes testés. Les
nécroses sont dues au fait que ces souches
pathogenes d'A. vitis sont capables de sécréter
la polygalacturonase responsable de la
dégradation de la paroi de la cellule végétale
chez la vigne [34]. La souche CR2 de
Pseudomonas brassicacearum est la plus
efficace, elle a permis la suppression de I'effet
nécrotique des deux souches d'A.vitis sur les
sections des rameaux verts des quatre variétés
testées (Gros noir, Cinsault, Muscat et Ahmer
Bouamer). Les antibiotiques synthétisés par les
souches antagonistes peuvent étre impliqués
dans l'inhibition de la croissance d'A. vitis et
par conséquent la réduction ou la suppression
de son effet nécrotique [8]. Plusieurs souches
de Bacillus et de Pseudomonas sont connues
pour la fonction de synthese d'enzymes
Iytiques, impliquées dans la dégradation de
différents métabolites du pathogéne entre
autres, la polygalacturonase et d'autres
enzymes comme la chitinase [35].

Les différentes variétés de vigne utilisées au
cours de cette expérimentation ont répondu a
I'inoculation des souches d'A. vitis d'une
facon hétérogene. Cette différence de réaction
peut étre expliquée par la sensibilité des
variétés de vigne envers les souches
pathogenes méme si elles sont toutes des
cépages de Vitis vinifera, qui est une espéce
connue comme susceptible a I'infection par A.
vitis [21, 36].
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Par ailleurs, I'inoculation des sections de tiges
de vigne avec les souches antagonistes a
conduit a I'apparition des brunissements sur les
surfaces de ces sections (nécroses légéres),
expliquée par la sécrétion de molécules de
défense tels que les composés phénoliques a
I'égard de la paroi cellulaire  des
microorganismes en genéral pathogénes et non
pathogenes [37].

Les résultats du test d'antagonisme in planta,
révelent I'efficacité des souches de Bacillus et
de Pseudomonas a I'égard des bactéries
tumorigénes. L'efficacité in vitro s'est traduite
par une réduction considérable de la taille des
tumeurs chez les deux espéces végétales
testées. La bactérisation avec chacune des
souches antagonistes : Bacillus cereus (OS1),
Bacillus  amyloliquefaciens  (OS4), et
Pseudomonas brassicacearum (EPR3 et CR2)
a limité [linstallation et [I'expression des
souches d'Agrobacterium, qui s'est traduite par
une réduction importante de la taille des galles
formées sur la tige des plantules de tomate et
de la vigne.

Les résultats de notre étude d'antagonisme in
planta concordent avec plusieurs recherches
qui ont montré que les souches Pseudomonas
aureofaciens B-4117, P. fluorescens CR330D
et la souche Bacillus subtilis EN63- ont réduit
significativement la taille des tumeurs sur des
boutures de vigne en dormance et sur d'autres
plantes modéles [38,39].

La réalisation des deux
confrontation pour I'interaction
antagoniste/pathogéne (déphasée et
simultanée) in planta sur la tomate et la vigne,
a confirmé l'influence de la durée du délai de
24 h sur l'efficacité des souches de Bacillus et
de Pseudomonas.

Une réduction de la taille des galles
développées sur les plantules de tomate et de la
vigne lors de la confrontation de type déphasée
a été notée (24 h) alors que ces mémes souches
ne l'ont pas permis lors de la confrontation
simultanée (0h).

La protection conférée aux plantules de tomate
et de la vigne inoculées par les souches
d'Agrobacterium pathogénes au niveau des
blessures induites sur la tige alors que la
bactérisation par les souches antagonistes a été
faite au niveau racinaire, ce qui suggere un
effet d'induction systémique de la résistance
(ISR), du fait que ces dernieres (les bactéries
antagonistes) ne sont pas en contact avec
I'agent phytopathogene (résultats de travaux en
cours d'exploitation).

techniques de
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La colonisation rhizosphérique et
endophytique ainsi que la
production d'antibiotiques et la capacité des
espéces de Bacillus et Pseudomonas a induire
une  résistance  systémique chez la
plante auraient joué un role important dans
la bioprotection de la tomate et de la vigne [32,
40]. L'élicitation de I'lSR peut étre induite par
des molécules synthétisées par les souches
antagonistes testées. Parmi les molécules
élicitrices de défense chez I'hbte végétal les
pyoverdines produites par les especes
fluorescentes de Pseudomonas. Ce sont des
molécules chélatrices du fer (sidérophores)
ayant une forte affinité pour les ions Fes+ qui
ont inféré une ISR chez Arabidopsis thalliana,
le haricot, la tomate et l'eucalyptus [41].
Certains composes volatiles semblent aussi
avoir une activité élicitrice de I''SR. Dans ce
méme contexte, Ryu et ses collaborateurs ont
observé que le butanediol, produit par Bacillus
amyloliquefaciens IN937a et B. subtilis GB03
diminuait  significativement I'impact de
certains microorganismes phytopathogénes
[42]. L'analyse des molécules a I'origine de cet
effet serait d'une grande importance afin de
compléter ces résultats.

L'utilisation de la tomate et de la vigne comme
plantes hotes nous a permis de suggérer une
nette dissemblance entre les réponses de ces
deux plantes a l'inoculation par Il'antagoniste
puis par le pathogéne. Toutes les plantes de la
tomate ont développé des galles de taille
différente (selon la souche antagoniste en
interaction avec la souche pathogéne) tandis
gue certaines plantes de la vigne n'ont
développé aucune galle. Des études ont montré
que les voies métaboliques activées dans le
cadre de I'ISR varient en fonction de I'espéce
végétale méme si le microorganisme inducteur
est identique [43].

Concernant la position des blessures causée sur
les tiges pour favoriser la formation des galles,
nous avons constaté que la blessure située
auprés du collet s'est avérée la plus sensible a
I'infection en présentant des galles de grande
taille par rapport aux autres positions, ce qui
peut étre da a la dissemblance entre les tissus
de la méme plante dans les différentes
positions [44].

Notre étude a confirmé le pouvoir antagoniste
des quatre souches initialement endophytes
(EPR3, CR2, OS1 et OS4) envers les souches
tumorigénes d'Agrobacterium avec inhibition
de la croissance des pathogenes in vitro et
réduction des effets nécrotiques et tumorigénes
invivo et in planta.
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La concentration cellulaire des antagonistes
utilisée s’est avérée efficace in vitro mais elle
n’a pas montré la méme efficacité in planta.

CONCLUSION

Les résultats obtenus dans le présent travail
montrent que les souches de Bacillus et de
Pseudomonas étudiées peuvent &étre utilisées
comme une source importante de réduction des
dégats de la maladie de la galle du collet tout
en intégrant d’autres mesures de lutte. Notre
¢tude de la bioprotection de la tomate et de la
vigne par utilisation de ces mémes bactéries se
poursuit par D’étude des mécanismes de
défense  biochimiques  impliqués  dans
I'induction de la résistance a A. vifis et a A.
tumefaciens afin de révéler les changements
sur les composés essentiels qui répriment
I’effet nécrotique d’A. vitis.

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

[1]. Limanska N. (2012). Prevention of grape
crown gall. Microbiology and
Biotechnology, 1 (17): 6-21.

[2]. Bouzar H., Daouzli N., Krimi Z., Alim A.
and Khemici E. (1991). Crown gall
incidence in plant nurseries of Algeria,
characteristics of Agrobacterium
tumefaciens strains, and biological control of
strains sensitive and resistant to agrocin 84.
Agronomie, 11 : 901-908

[3]. Krimi Z, Raio A., Petit A., Nesme X. and

Dessaux Y. (2006). Eucalyptus occidentalis
plantlets are naturally infected by pathogenic
Agrobacterium  tumefaciens.  Furopean
Journal of Plant Pathology, 116: 237-246.

Bazzi C., Alexandrova M., Stefani E.,

Anaclerio F. and Burr T.J. (1999).
Biological control of Agrobacterium vitis
using non-tumorigenic agrobacteria. Vitis,
38(1) :31-35.

[5]. Kerr A. (1972). Biological control of crown
gall: Seed inoculation. Journal of Applied
Bacteriology, 35: 493-497.

[6]. Rhouma A., Bouri M., Boubaker A. and
Nesme X. (2008). Potential effect of
rhizobacteria in the management of crown
gall disecase caused by Agrobacterium
tumefaciens biovar 1. Journal of Plant
Patholology, 90: 517-526.

[7]. Roopa B., Maya C. and Makar H.K. (2012).
Effect of different PGPR strains along with
Rhizobium on nodulation and chickpea
productivity. Asian Journal of FExperimental
Biological Sciences, 3: 424-426.

[8]. Lodewyckx C., Vangronsveld J., Porteous F.,
Moore E.R.B., Taghavi S., Mezgeay M.
and Lelie D.V. (2002). Endophytic bacteria
and their potential applications. Critical
Reviews in Plant Sciences, 21:586-606.

[4].

1281

Revue Agrobiologia (2019)9(1): 1267-1283

[9]. Raaijmakers J.M., Vlami M. and De Souza
J.T. (2002). Antibiotic production by
bacterial biocontrol  agents.  Anfonny
Leeuwenhook, 81:537-547.

[10]. Cavaglieri L., Orlando J., Rodriguez M.L.,
Chulze S. and Etcheverry M. (2005).
Biocontrol of Bacillus subtilis against
Fusarium verticillioides in vitro and at the
maize root level. Research Journal of
Microbiology, 156 (5-6) :748-754.

Krimi Z., Alim D., Djellout H., Tafifet L.,
Mohamed Mahmoud F. and Raio A.
(2016). Bacterial endophytes of weeds are
effective biocontrol agents of Agrobacterium
spp., Pectobacterium spp., and promote
growth of tomato plants. Phytopathologia
Mediterranea, 55(2): 184-196.

Moore L.W., Kado C.I. and Bouzar H.
(1988). Agrobacterium. In Laboratory guide
for identification of plant pathogenic
bacteria. 2™ ed. New York, APS, Minnesota,
USA. 158 p.

Stonier L. (1960).
tumefaciens (Conn 1II). Production of
antibiotic substance. Journal of
Bacteriology, 79: 880-898.

Rhouma A., Bouri M., Boubaker A. and
Nesme X. (2008) Potential effect of
rhizobacteria in the management of crown
gall disease caused by Agrobacterium
tumefaciens biovar 1. Journal of Plant
Pathology, 90(3): 517-526
Burr T.J., Katz B.H. and Bishop A.L.
(1987). Populations of Agrobacterium in
vineyard and non vineyard soils and grape
roots in vineyards and nurseries. Plant
Disease, 71: 617-620.

Stewart E.L. and Wenner N.G. (2004).
Grapevine decline in Pennsylvania and New
York. Wine East July, 32(2): 12-21.

[17]. Burr T.J. and Zheng D. (2012). Grape crown
gall biological control by necrosis-minus
mutants of non-tumorigenic Agrobacterium
vitis strain F2/5. Cornell University, New
York, USA. College of Agriculture and Life
Sciences.

Oslane L, El yousfi B. Quabbou H. , El
younsi A, et tellal R. (2014). Evaluation de
la sévérité et de la tolérance d’une collection
marocaine du blé dur aux pourritures
racinaires. Revue Marocaine de Protection
des Plantes, 5. 17-30

Cooke B.M. (1998). Disease assessment and
yield loss. In DG Jones (Ed.), the
Epidemiology of plant disease. Kluwer
Publishers, Dordrecht, the Netherlands, pp
42-71.

Szegedi E. (1985). Host range and specific
L(+) tartrate utilization of biotype 3 of
Agrobacterium tumefaciens. Acta
Phytopathologica Academiae Scientiarum
Hungaricae, 20:17-22.

[11].

[12].

[13]. Agrobacterium

[14].

[15].

[16].

[18].

[19].

[20].



DJELLOUT et al.

[21]. Burr T.J., Bazzi C., Siile S. and Otten L.
(1998). Biology of Agrobacterium vitis and
the development of disease control
strategies. Plant Disease, 82: 1288—1297,

[22]. Snatiago T. R., Grabowski C., Rossata M.
and Romeiro R. S. (2015). Biological
control of cucalyptus bacterial wilt with
rhizobacteria. Biological control, 80 : 14-22.

[23]. Eastwell K.C., Sholberg P.L. and Sayler
R.J. (2006). Characterizing potential
bacterial biocontrol agents for suppression
of Rhizobium vitis, causal agent of crown
gall disease in grapevines. Crop Protection,
25 (11):1191-1200.

[24]. Siddiqui LA. (2001). Effect of microbial
antagonists on in vitro growth of Phytium
aphanidermatum.  Online  Journal  of
Biological Sciences, 1(4): 224-226.

[25]. Bardin S.D., Huang H.C., Liu L. and Yanke

L.J. (2003). Control, by microbial seed

treatment, of damping-off caused by

Pythium sp. on canola, sunflower, dry pea

and sugar beet. Canadian Journal of Plant

Pathology, 25(3):268-275.

Frikha-Gargouri O., Ben Abdallah D.,

Bhar Land Tounsi S. (2017). Antibiosis

and bmyB Gene Presence As Prevalent

Traits for the Selection of

Efficient Bacillus Biocontrol Agents against

Crown Gall Discase. Frontiers in Plant

Science, 14 August 2017, Volume 8, Article

1363 https://doi.org/10.3389/fpls.2017.0136

3

Habbadi Kh., Benkirane R., Benbouazza

A., Bouaichi, A., Maafa L, Chapulliot D.

and Achbani. E. (2015). Biological Control

of Grapevine Crown Gall Caused by

Allorhizobium  vitis  using  Bacterial

Antagonists.  International  Journal — of

Science and Research, Volume 6 Issue 6,

June 2017. DOI: 10.21275/ART20174478

Emmert E.A.B. and Handelsman J.

(1999). Biocontrol of plant disease: a

(Gram-) positive  perspective.  FEMS

Microbiology Letters, 171: 1-9.

Ongena M. and Thonart P. (20006).

Resistance induced in plants by non-

pathogenic microorganisms: elicitation and

defense  responses. In:  Floriculture,
ormmamental and plant biotechnology:
advances and topical issues. 1st ed. Japan:

Global Science Books, 447-463.

[30]. Weller D.M. (2007). Pseudomonas biocontrol
agents of soilborne pathogens: looking back
over 30 years. Phytopathology, 97 (2): 250-
256.

[26].

[27].

[28].

[29].

1282

Revue Agrobiologia (2019)9(1): 1267-1283

[31]. Sunich Kumar R., Ayyadurai N.,
Pandiaraja P., Reddy A V.,
Venkateswarlu Y., Prakash O. and

Sakathivel N. (2005). Characterization of
antifungal metabolite produced by a new
strain pscudomonas acruginosa PUPa3 that
exhibits broad-spectrum antifungal activity
and biofertilizing traits. Journal of applied
microbiology, 98 (1) : 145-154.

[32]. Jourdan E., Ongena M. et Thonart P.

(2008). Caractéristiques moléculaires de I'immunité

des plantes induite par les rhizobactéries non

pathogénes. Biotechnologie Agronomie Société et

Environnement, 12(4): 437-449.

[33]. Kloepper J.W., Ryu C.M. and Zhang S.A.

(2004). Induced systemic resistance and

promotion of plant growth by Bacillus spp.

Phytopathology, 94: 1259-1266.

McGuire R.G. et al. (1991).
Polygalacturonase production by
Agrobacterium  tumefaciens ~ Biovar-3.
Applied and Environmental Microbiology,
57: 660—-664.

Couillerot O., Prigent-Combaret C.,

Caballero-Mellado J. and Moe” nne-

Loccoz Y. (2009). Pscudomonas fluorescens

and closely-related fluorescent

Pseudomonads as biocontrol agents of soil-

borne phytopathogens. Letters in Applied

Microbiology, 48: 505-512

[36]. Roh J.H., Yun H.K,, Park K.S., Lee C.H.
and Jeong S.B. (2003). /n vivo evaluation of
resistance of grape varieties to crown Gall
disecase. Plant Pathology Journal, 19(5):
235-238

[37]. Benhamou N. and Rey P. (2012). Elicitors of
natural plant defense mechanisms: a new
management strategy in the context of
sustainable production. Review Article.
Journal Phytoprotection, 92(1): 1-23.

[38]. Khmel LA., Sorokina T.A., Lemanova N.B.,
Lipasova V.A., Metlitski 0.Z.,
Burdeinaya T.V. and Chernin L.S. (1998).
Biological control of crown gall in grapevine
and raspberty by two Pseudomonas spp.
with a wide spectrum of antagonistic
activity. Biocontrol Science and Technology,
8. 45-57.

[39]. Eastwell K.C., Sholberg P.L. and Sayler
R.J. (2006). Characterizing potential
bacterial biocontrol agents for suppression
of Rhizobium vitis, causal agent of crown
gall disease in grapevines. Crop Protection,
25:1191-1200.

[34].

[35].


https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01363
https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01363
http://www.erudit.org/en/journals/phyto/

DJELLOUT et al.

[40]. Van Loon L.C. and Bakker P.A.H.M.

(2005). Induced systemic resistance as a
mechanism of disease suppression by
rhizobacteria. In: Siddiqui Z.A., ed. PGPR:
Biocontrol and biofertilization. Dordrecht,
The Netherlands: Springer, 39-66.

[41]. Hofte M. and Bakker P.A.H.M. (2007).

Competition for iron and induced systemic
resistance by siderophores of plant growth
promoting rhizobacteria. In: Soil biology:
Microbial siderophores. Heidelberg,
Germany: Springer- Verlag Berlin, 121-133.

[42]. Ryu C.M. et al. (2004). Bacterial volatiles

induce systemic resistance in Arabidopsis.
Plant Physiology, 134 : 1017- 1026.

1283

Revue Agrobiologia (2019)9(1): 1267-1283

[43]. Adam A. (2008). Elicitation de la résistance

systémique induite chez la tomate ct le
concombre et activation de la voie de la
lipoxygénase par des rhizobactéries non-
pathogénes. Theése de doctorat. Université de
Liege, France. 166 p

[44]. Creasap J. E., Reid C. L., Goffinet M. C.,

Aloni R., Ullrich C., and Burr T. J.
(2004). Effect of Wound Position, Auxin,
and Agrobacterium vitis Strain F2/5 on
Wound Healing and Crown Gall in
Grapevine. Phytopathology, 95(4): 362-367.



