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RESUME

Titre : Evaluation et caractérisation des actions bioprotectrices des souches
de Rhizobiaceae et de Pseudomonas fluorescents face a la fusariose
vasculaire

Les rhizobactéries phytobénéfiques constituent une source microbienne largement
étudiée pour sa valorisation et son exploitation dans des pratiques agro-
écologiques, visant a diminuer la dépendance des intrants chimiques (pesticides et
fertilisants).

Le présent travail est le fruit d’'une coopération entre notre laboratoire de
Protection et de Valorisation de Ressources Agro-Biologiques (LPVRA) et le
laboratoire Espagnol de linstitut de I'agriculture durable (IAS-CSIC), portant sur
étude de comportement, d’amélioration et de sélection de génotypes de pois.
Notre étude s’intéresse aux aspects de phytostimulation et de bioprotection des
PGPR (Rhizobium leguminosarum et Pseudomonas fluorescens) vis-a-vis de
Fusarium oxysporum f.sp pisi (Fop), agent de la fusariose vasculaire du pois. Les
essais in vitro ont montré que ces rhizobactéries sont antagonistes et inhibent de
facon notable le développement du pathogéne dans sa croissance mycélienne
(65,37%), la germination conidienne (93,98%) et I'’élongation des tubes germinatifs
(91,21%). L’expérimentation in situ, confirme les potentialités phytobénéfiques de
ces rhizobactéries, en induisant la régression de I'expression de la maladie a des
niveaux trés appréciables, a des taux de bioprotection de plus de 74%. En effet le
suivi de la fusariose vasculaire sur des génotypes de pois sélectionnés, montre
clairement des conséquences positives directes sur la diminution de la progression
de la maladie (AUDPC : Area Under the disease progress curve) pouvant atteindre
80,17%. La bactérisation a induit des gains trés significatifs en biomasses fraiche
et séche, notamment avec la combinaison Pseudomonas fluorescens X Rhizobium
leguminosarum bv. viceae, ou les effets phytobénéfiques sont d’autant plus
importants par rapport aux bactérisations individuelles.

Durant nos expérimentations, une absence de nodulation du pois par la souche
Rhizobium leguminosarum bv. viceae (RIv) a été notée. L’amplification des génes
nodulants, (NodL-NodD et NodA-NodJ), a montré des bandes de tailles fortement
inférieures a celles de la souche de référence Rlv 3841. La perte du plasmide
responsable de la nodulation, ou une partie de celui-ci, pourrait expliquer
'absence des nodules.

L’étude portant sur le comportement histologique et la détection des métabolites
secondaires, a mis en évidence des réactions de défense chez les plants
bactérisés, via I'épaississent des parois des vaisseaux, accompagné d’une
présence de composés phénoliques de type flavonoides et acides phénoliques.
Toutefois, la quantification de 'ADN du pathogéne au niveau du collet, a révélé
que la bactérisation n’a eu aucun effet sur la quantit¢ d’ADN de Fop, malgré la
régression des symptdmes. Ce qui suggere que nos agents biologiques ont exercé
des effets de biocontréle indirects, s’exprimant a travers l'induction de la
résistance systémique.

L’évaluation in vitro de l'influence de quelques acides phénoliques (A. coumarique,
A. hydroxycinnamique, A. caféique et A. vanillique) sur la croissance mycélienne
de la souche la plus virulente de Fop (R2F42), dénote des taux d’inhibition allant
de 14,47% a 35,65%.

Mots-clés : Pseudomonas fluorescens, Rhizobium leguminosarum bv. viceae,
Fusarium oxysporum f.sp. pisi, Phytostimulation, Bioprotection, Pisum sativum.



ABSTRACT

Title: Evaluation and characterization of the bioprotective actions of
fluorescent Pseudomonas and Rhizobiaceae strains against vascular
fusarium wilt

Phyto-beneficial rhizobacteria are a microbial source widely studied for its
valorization and use in agro-ecological practices, mainly by reducing the
dependence on chemical inputs (pesticides and fertilizers). This work, the result of
a cooperation between our laboratory for the Protection and Valuation of Agro-
Biological Resources (LPVRA) and the Spanish laboratory of the Institute for
Sustainable Agriculture (IAS-CSIC), is focusing on behavioral study, improvement
and selection of pea genotypes.

We studied the phytostimulation and the bioprotection aspects of PGPRs
(Rhizobium leguminosarum and Pseudomonas fluorescens) against Fusarium
oxysporum f.sp pisi (Fop), causal agent of vascular fusarium in peas. in vitro tests
have shown that these rhizobacterias are antagonists and they significantly inhibit
the development of mycelial growth of the pathogen (65.37%), the conidial
germination (93.98%) and the elongation of germ’s tubes (91.21%). in situ
experimentation confirms the phyto-beneficial potential of these rhizobacteria, by
inducing the regression of the expression of the disease to very appreciable levels
at a bioprotection rates of more than 74%.

Indeed, the monitoring of vascular fusarium wilt on selected pea genotypes clearly
shows direct positive consequences on the decrease in disease progression
(AUDPC: Area Under the disease progress curve) which can reach 80.17%.
Bacterization induced very significant gains in fresh and dry biomass, particularly
with combination of Pseudomonas fluorescens and Rhizobium leguminosarum bv
viceae, where the phyto-beneficial effects are even greater compared to individual
bacteria application.

During our experiments, an absence of nodulation of pea by the Rhizobium
leguminosarum bv. viceae (RIv) has been noted. The amplification of the
nodulating genes, (NodL-NodD and NodA-NodJ), showed bands much smaller
sizes than those of the reference strain RIv 3841. The loss of the plasmid
responsible for nodulation, or part of it, could explain the absence of the nodules.

The study on the histological behavior and the detection of secondary metabolites,
revealed defense reactions in the plants bacterized, via the thickening of walls of
the cellular vessels, accompanied by the presence of phenolic compounds such as
flavonoids and phenolic acids. However, quantification of the pathogen’s DNA at
the neck level revealed that the bacterization had no effect on the amount of Fop
DNA, despite the regression of symptoms. This suggests that our biological agents
exerted indirect biocontrol effects, expressed through the induction of systemic
resistance.

The in vitro evaluation of the influence of some phenolic acids (A. coumaric, A.
hydroxycinnamic, A. caffeic and A. vanillic) on the mycelial growth of the most
virulent strain of Fop (R2F42), indicates levels of inhibition ranging from 14.47% to
35.65%.

Keywords: Pseudomonas fluorescens, Rhizobium leguminosarum bv. viceae,
Fusarium oxysporum f.sp. pisi, Phytostimulation, Bioprotection, Pisum sativum.
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vitro) des souches rhizobactériennes vis-

85

87

88

89

16

20

34

43
44

44

50
55
57
62

13



Tableau lll.2

a-vis de Fop

Taux d’inhibition (%) de la croissance
mycélienne de FopR2F42 avec les
acides phénoliques (50 uM et 100
MM) sur milieu MMP.

90

14



LISTE DES ABREVIATIONS ET DES SYMBOLES

% : Pour cent.

°C: Degrés Celsius.

*: Plus ou moins.

<: Inférieur.

<: Inférieur ou égal.

ABA : Acide abscissique.

ACC : 1-aminocyclopropane-1-carboxylate.

AF : Acide fusarique.

AlA : Acide indole-3-acétique.

AUDPC: Area Under the disease progress curve.

BNF : Fixation biologique du N,

C.F.U: Colonies forming unities.

CK: Cytokinines.

CLP: Lipopeptides cycliques.

cm: Centimeétre.

CO;: Dioxyde de carbone.

CWDE : Enzymes de dégradation des parois cellulaires.

D.O: Densité optique.

DAPG : 2,4-diacetyphloroglucinol.

EDS : Eau distillée stériles.

fsp: Forme spéciale.

Fo: Fusarium oxysporum.

Fop Arg1; Souche locale 1 de la race 2 de Fusarium oxysporum f.sp pisi.
Fop Arg3: Souche locale 2 de la race 2 de Fusarium oxysporum f.sp pisi.
Fop R1: Souche de référence de la race 1 de Fusarium oxysporum f.sp pisi.
Fop R2F42 : Souche de référence de la race 2 de Fusarium oxysporum f.sp pisi.
Fop: Fusarium oxysporum f.sp pisi.
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INTRODUCTION

Depuis le début des pratiques agricoles, les plantes cultivées ont été
exploitées par les agents phytopathogénes a différents stades de leur
développement. Un examen plus attentif des maladies des plantes montre qu'il y a
eu une longue histoire de pertes de cultures dues a ces pathogénes. Plusieurs
épidémies graves leur sont attribuées en tant que principaux coupables causant
de grandes pertes en vies humaines [1]. 10 a 20% de la production agricole
mondiale est touchée, privant ainsi plus de 800 millions de personnes d'avoir une
nourriture adéquate [2]. Les maladies dues aux facteurs biotiques sont
responsables d'environ 25% des pertes de récoltes mondiales [3]. Les pays en
développement sont plus vulnérables a ces pertes de productivité, car I'agriculture

joue un rble de premier plan dans leur croissance économique [4].

Depuis plus d'un siecle, différentes méthodes pour lutter contre les agents
phytopathogénes ont été proposées avec plus ou moins de succés, néanmoins la
lutte chimique demeure le pilier dans la protection des cultures. En raison de leur
efficacité immédiate et de leur facilité d'application a moindres colts, les pesticides
sont devenus le moyen de lutte le plus sollicité. Cependant, I'utilisation excessive
d’'intrants chimiques a entrainé une destruction des écosystémes en affectant
négativement la fertilité et la microfaune du sol, en développant la résistance des
agents phytopathogénes et en provoquant des effets néfastes sur la santé
humaine et animale [5, 6]. En plus de ces problémes, la lutte chimique a démontré
une efficacité trés limitée face aux maladies vasculaires et les agents pathogénes
telluriques [7], dont les fusarioses vasculaires ou les agents fongiques ont de forte
capacité de conservation dans le sol [7, 8, 9], affectent de nombreuses espéces
végétales et causent des pertes considérables [10, 11]. Par conséquent, la
protection des cultures contre ces agents phytopathogénes par des approches
alternatives et plus durables est une priorité dans I'agriculture moderne [1]. Il existe
un soutien considérable en faveur d'approches respectueuses de I'environnement

comme moyen de lutte, afin de maintenir la durabilité des agroécosystémes [1].

Le sol est un systéme vivant ou une vaste gamme de microorganismes réside et
interagissent les uns avec les autres. La zone entourant les racines des plantes,
qui influence les interactions microbiennes au plus haut niveau est connue sous le
nom de « rhizosphére » [12]. La rhizosphére est I'habitat de nombreuses
rhizobactéries bénéfiques, appelées PGPR pour « Plant Growth Promoting
Rhizobacteria » [13]. Ces bactéries colonisent les racines des plantes et jouent un

réle majeur dans la protection et la promotion de la croissance des plantes [14].



Les PGPR renferment divers genres bactériens: Azospirillum, Alcaligenes,
Arthrobacter, Acinetobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacteria, Serratia,
Pseudomonas et Rhizobium [15, 16]. Les deux groupes « Pseudomonas spp. et
Rhizobium spp. » sont trés connus pour leur effets phytobénéfiques [1, 17, 18, 19,
20, 21]. Les Pseudomonas fluorescents ont des capacités suppressives a
'encontre de divers agents phytopathogéne, alors que les Rhizobiaceae sont
connues par leur capacité d’association symbiotique avec les légumineuses [22,
23].

Les légumineuses, comprennent environ 19.300 espéces décrites,
appartenant a 750 genres, et représentent un tiers de la production de cultures
primaires du monde [23]. Cependant, la production de légumineuses nécessaires
a l'alimentation humaine et animale ne repose que sur quelques espéces cultivées
[24]. Le pois (Pisum sativum), est connu par son importance stratégique en
Algérie, en lui réservant de vastes superficies dans les années 1980 et un
programme de sélection mené localement par I''TGC (Institut Technique des
Grandes Cultures). Il a été démontré que les associations de pois avec d’autres

cultures (avoine, orge, blé), donnaient une bonne croissance [25].

Le pois est vulnérable a de nombreuses maladies, dont la fusariose
vasculaire est parmi les plus dommageables. Les symptdmes sont divers et
peuvent toucher 'ensemble de la plante a n'importe quel stade de sa croissance.
L’agent causal « Fusarium oxysporum », est un champignon ubiquiste bien
représenté au sein de la communauté microbienne tellurique, notamment au sein
de la microflore rhizosphérique. Cette espéce renferme plus de 150 sous-espéces
phytopathogénes spécifiques selon les hétes végétaux [26] appelées formae
speciales (f. sp.). Chacune d'elles provoque des maladies sur une gamme étroite
d'espéces de plantes et qui peut étre divisée en races et en groupes de
compatibilité végétative [27]. La sous-espéce spécifique a Pisum sativum
« Fusarium oxysporum f.sp. pisi », est en constante évolution, avec de nouvelles
variantes caractérisant chaque nouvelle race du pathogéne [28]. Onze races sont
décrites ; toutefois, il existe des désaccords considérables sur leur classement [29,
30]. Parmi les onze races de Fop, quatre sont bien connues : Les races 1 et 2
citées dans la quasi-totalité des travaux réalisés dans le monde, tandis que les
races 5 et 6 sont seulement signalées dans l'ouest de I'Etat de Washington [31,
32].



L’'objectif de nos travaux est de mettre en évidence les potentialités
phytoprotectrices et de phytostimulation des souches de Rhizobiaceae et de
Pseudomonas spp. fluorescents vis-a-vis de la fusariose vasculaire de pois.
Initialement, un essai a été réalisé au niveau du Laboratoire de Protection et de
Valorisation de Ressources Agro-Biologiques (LPVRAB, Université de Blida 1)
dans le but: (1) d’étudier les pouvoirs antagonistes et de phytostimulation de
certaines souches de Rhizobiaceae et de Pseudomonas fluorescens, en condition

semi-contrélées, en interaction avec le pois.

Afin de comprendre plus profondément les actions antagonistes des
souches étudiées, des expérimentations histologiques, biochimiques et
moléculaires ont été réalisées au niveau du laboratoire de 'amélioration génétique
des plantes contre les stress biotiques et abiotiques (Institut de [lagriculture
durable, IAS-CSIC, Cordoue, Espagne). Nos expérimentions se sont déroulées en
trois étapes: (1) quantification de Fop au niveau du collet chez des plants
bactérisés avec Pseudomonas. (2) détection de métabolites chez les plantes de
pois en présence et en absence de la bactérie phytobénéfique, via une étude
histologique suivi de I'HPLC, et (3) étude de l'effet in vitro de certains composés

phénoliques sur Fop.

Nous nous sommes intéressés également aux génes nod chez la souche
testée (Rhizobium leguminosarum bv. viceae), pour expliquer I'absence des
nodules chez le pois inoculé. Donc, une expérimentation a été réalisée au niveau
du méme laboratoire (IAS-CSIC, Cordoue, Espagne), pour amplifier par PCR les

genes responsables de la nodulation.



CHAPITRE I- SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR)

Les rhizobactéries ayant un impact positif sur la plante, par le biais d’'un
effet protecteur ou via une stimulation de sa croissance, ont communément été
regroupées sous le terme de rhizobactéries promotrices de la croissance des
plantes, ou PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) [33, 34]. L'utilisation de
ces microorganismes peut atténuer les stress, chez de nombreuses plantes
cultivées, notamment en conditions pédoclimatiques défavorables, ouvrant ainsi
un potentiel et une stratégie prometteuse dans les démarches de I'agriculture
durable [35, 36]. Le terme tolérance systémique induite (TSI) est proposé pour
désigner les modifications physiques et chimiques induites par les
microorganismes chez les plantes, qui se traduisent par leur tolérance aux stress
[37, 38].

Parmi les mécanismes connus chez les PGPR et qui sont bénéfiques pour
les plantes: (i) la production de phytohormones ou de leurs homologues (acide
abscissique, acide gibbérellique, I'acide indole-3-acétique et cytokinines); (ii) le
controle des phytopathogénes via différents mécanismes : la synthése d'enzymes
extracellulaires hydrolysant la paroi cellulaire fongique, la compétition pour les
nutriments au sein de la rhizosphére, I'induction de la résistance systémique (ISR),
la biosynthése des composés phénoliques et la production d'antibiotiques et de
sidérophores [39] ; (iii) la solubilisation et la minéralisation des nutriments, en
particulier la solubilisation des phosphates, et (iv) la bioremédiation des sols
contaminés par élimination des métaux lourds toxiques, dégradation des
composés xénobiotiques et amélioration de la structure du sol (par des

exopolysaccharides bactériens) [40] (Figure 1.1).

Depuis plusieurs décennies, les chercheurs s'intéressent a l'utilisation des
PGPR pour augmenter la croissance et le rendement des plantes. Le réle de ces
bactéries phytobénéfiques revét aussi une importance particuliere par rapport a

leurs potentialités dans I'atténuation des stress subits par les plantes [38].

Somers et al. [41] ont classé les PGPR sur la base de leurs activités
fonctionnelles en tant que (i) biofertilisants (augmentant la disponibilité d'éléments
nutritifs pour les plantes), (ii) phytostimulateurs (stimulation de la croissance des
plantes, généralement par le biais de phytohormones), (iii) biopesticides (lutte
contre les maladies, principalement par la production d'antibiotiques et de

métabolites antifongiques) et (iv) bioremédiateurs (dégradants de polluants



organiques) [42, 43].
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Figure 1.1 : Mécanismes d’action des rhizobactéries (PGPR) favorisant la

croissance des plantes [44].

1.1. PGPR et biofertilisation

En plus de I'eau et de la température, les nutriments sont un facteur majeur
qui limite le plus la croissance des plantes. Les PGPR favorisent la croissance
végétale en augmentant 'accessibilité ou I'absorption d'éléments nutritifs a partir
d'un pool d'éléments nutritifs confiné dans le sol / la rhizosphére [20] (Usha
Bishnoi, 2015).

1.1.1 Fixation de I'azote

L'azote est un élément essentiel pour toutes les formes de vie, une
condition de base pour la synthése d'acides nucléiques, de protéines et d'autres
composés organiques azotés. Bien qu'il y ait environ 78% de N, dans
I'atmosphére, il reste inaccessible aux plantes en croissance. Le N, atmosphérique
est converti en formes utilisables par les plantes par le processus de fixation
biologique du N, (BFN), dans lequel des microorganismes fixateurs transforment
I'azote élémentaire en ammoniac a 'aide de nitrogénases [45]. Les bactéries fixant
l'azote sont généralement classés en (i) bactéries symbiotiques fixant I'azote
atmosphérique, appartenant a la famille des Rhizobiaceae (Rhizobium,
Sinorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium et Azorhizobium, collectivement
appelées rhizobia) qui forme une symbiose avec des plantes légumineuses [46], et

(i) bactéries non-symbiotiques fixatrice d'azote (vie libre, associatives et



endophytes), telles que les cyanobactéries, Azospirillum, Azotobacter,
Gluconacetobacter diazotrophicus et Azocarus, ... etc. [47]. Dans ce contexte les
chercheurs s’intéressent de prés aux processus de signalisation [48], a I'histoire
évolutive de ces bactéries et les plantes [49] et les aspects moléculaires
déterminant la spécificité de I'hdte dans la symbiose rhizobia-légumineuses [50].
L’effet global, dans le monde, a été évalué pour la fixation biologique d’azote
(BFN) aux alentours de 106 a 180 tonnes métrique par année, dont la fixation de
l'azote symbiotique contribue a 80% et le reste provient de la fixation non-
symbiotique. La fixation d’azote atmosphérique représente donc, une alternative
économiquement bénéfique et écologiquement rationnelle pour remplacer les
schémas posologiques élevés d'engrais chimiques utilisés dans I'agriculture
actuelle [20, 51].

1.1.2 Solubilisation du phosphore

Le phosphore (P) est I'un des principaux macronutriments essentiels a la
croissance et au développement des plantes. La faible disponibilité de P pour les
plantes cultivées est un probléme mondial. Sur 30 a 40% des terres arables, le
rendement des cultures est réduit en raison de son indisponibilité sous la forme
assimilable [52]. Dans le sol il est présent sous deux formes insolubles : les formes
minérales, telles que l'apatite, I'nydroxyapatite et l'oxyapatite, et les formes
organiques comprenant le phosphite d'inositol, les phospho-mono-esters, les
phospho-di-esters et les phospho-tri-esters. La solubilisation et la minéralisation du
Phosphore par des bactéries solubilisant les phosphates (BSP) sont parmi les
caractéristiques physiologiques bactériennes les plus importantes dans les cycles
biogéochimiques du sol [53], et chez les PGPR [54, 55]. Des genres bactériens
comme Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium et Serratia sont
signalés comme étant des BSP potentielles [47]. Les espéces microbiennes qui
solubilisent le P et qui sont intimement associées a un grand nombre de cultures,
comme la pomme de terre, la tomate, le blé, le radis, les légumineuses, ...etc.
nous citons : Agglomerans, Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas putida et
Rhizobium leguminosarum [56, 57, 58]. En régle générale, la solubilisation du
phosphore inorganique résulte de l'action d'acides organiques de faible poids
moléculaire, synthétisés par diverses bactéries du sol [59]. A linverse, la
minéralisation du phosphore organique se produit par la synthése de
phosphatases, catalysant I'nydrolyse d'esters phosphoriques [60]. La solubilisation

du phosphate et la minéralisation peuvent coexister chez la méme souche



bactérienne [61]. En plus de fournir du phosphore aux plantes, la BSP augmente
également la croissance des plantes en stimulant l'efficacité du BFN, et en
améliorant la disponibilité d'autres oligo-éléments (comme le fer et le zinc). La
possibilité d'accroitre I'absorption du phosphore par les cultures, via l'inoculation
de souches de PGPR solubilisant le phosphore constitue une approche
prometteuse pour récupérer les réserves de phosphore insoluble du sol et

minimiser ainsi I'application externe d'engrais phosphatés au sol [20].
1.1.3 Absorption du fer

Le fer est un micronutriment essentiel pour les plantes, car il sert de
cofacteur a de nombreuses enzymes a activité rédox. |l est nécessaire dans de
nombreux processus physiologiques majeurs tels que la fixation de Ny, la
photosynthése, la respiration, etc. Pour répondre a leurs besoins en fer, les
microorganismes et les plantes ont développé des mécanismes spécifiques pour
chélater le fer insoluble grace a la libération de sidérophores et a I'absorption des
complexes fer-sidérophore par lintermédiaire de protéines spécifiques du
récepteur de la membrane externe [62]. Ces sidérophores peuvent étre de
difféerents types (carboxylates, hydroxamates, phénolates de calcium et
pyoverdines), selon leurs groupes fonctionnels, leurs caractéristiques structurelles
et leurs types de ligands [19, 63]. La synthése des sidérophores chez les bactéries
est stimulée par un faible taux en Fe® et un sol acide [64]. Diverses études ont
montré que les bactéries productrices de sidérophores appartiennent
généralement aux genres Bradyrhizobium, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia et
Streptomyces [20, 65, 66] de la rhizosphére. Des effets positifs sur la croissance
des plantes ont été observés aprés inoculation de Pseudomonas, Rhizobium et
Azospirillum producteurs de sidérophore dans des conditions limitées en fer [20,
67].

1.2 PGPR et phytostimulation

Les phytohormones sont des composés organiques qui, a des
concentrations extrémement basses, influent sur les processus biochimiques,
physiologiques et morphologiques des plantes et leur synthése est finement
régulée [68]. Les PGPR peuvent stimuler la croissance des plantes gréace a la
production d’auxines (acide indole acétique) [69], de gibbérellines (GA) [70] et de
cytokinines [71], ou en régulant les niveaux élevés d'éthyléne chez la plante [20,
72].



1.2.1 Acide indole-3-acétique

La synthése microbienne de l'acide indole-3-acétique (IAA) est connue
depuis longtemps. |l a été rapporté que 80% des microorganismes isolés de la
rhizosphére de diverses cultures possédent la capacité de synthétiser et de libérer
des auxines en tant que métabolites secondaires [73]. En régle générale, I'AA
sécrétée par les rhizobactéries interfere avec de nombreux processus de
développement végétal, car le pool endogéne d'lAA de la plante peut étre altéré
par l'acquisition d'lAA sécrétée par des bactéries du sol [60, 69]. De toute
évidence, I'lAA agit également comme une molécule de signalisation réciproque
affectant I'expression des génes chez plusieurs microorganismes. Par conséquent,
I'lAA joue un réle trés important dans les interactions entre rhizobactéries/plantes
[74]. En régle générale, I'lAA affecte la division et la différenciation des cellules
végeétales ; stimule la germination des graines et des tubercules ; augmente le taux
de développement du xyléme et des racines ; contrdle les processus de
croissance veégétative ; initie la formation de racines latérales et adventices ;
affecte la photosynthése, la biosynthése de divers métabolites et la résistance a
des conditions stressantes. Les IAA produits par les rhizobactéries interférent avec
les processus physiologiques susmentionnés des plantes en modifiant le pool
d'auxines. L'IAA exogéne contrble une grande variété de processus de
développement et de croissance des plantes; de faibles concentrations d’IAA
peuvent stimuler I'élongation primaire des racines, alors que des taux élevés
stimulent la formation de racines latérales, réduisent la longueur de la racine
primaire et augmentent la formation de poils racinaires [44, 69, 73]. De plus, I'lAA
rhizobactérienne augmente la surface et la longueur des racines, offrant ainsi a la
plante un meilleur accés aux nutriments du sol, et desserre les parois des cellules
végétales pour augmenter l|'exsudation racinaire qui fournit des nutriments
supplémentaires pour soutenir la croissance des bactéries de la rhizosphére [60].
Ainsi, I'lAA rhizobactérien est identifi€ comme une molécule effectrice dans les
interactions microorgasimes-végétaux, a la fois en pathogenése et en
phytostimulation [74]. Parmi les espéces des PGPR, Azospirillum est 'un des
producteurs d’IAA les mieux étudiés. D'autres bactéries productrices d'lAA
appartenant aux genres Aeromonas, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Pseudomonas et Rhizobium ont été isolées de différents sols a
rhizosphére [20, 69].



1.2.2 Gibbérellines

Les gibbérellines sont un autre groupe de phytohormones qui interviennent
dans toutes les phases de la croissance et du développement des plantes, de la
germination a la sénescence [20]. Toutefois, I'effet physiologique le plus important
de l'acide gibbérellique (AG) est I'élongation des pousses. Parmi les autres
fonctions liées a la croissance des plantes, on peut citer la levée de la dormance
et du nanisme chez les plantes, la floraison de certaines plantes photo-
périodiqguement sensibles ou dépendantes de la basse température, comme |l
contribue aussi a la maturation des fruits. On sait que plusieurs microorganismes
du sol produisent des substances de type AG [74], et comme les auxines et les
cytokinines, les AG agissent principalement en association avec d'autres
hormones. Les PGPR qui produisent de I'AG les plus étudiées appartiennent a
Achromobacter xylosoxidans, Acinetobacter calcoaceticus, Azospirillum spp.,

Azotobacter spp., Bacillus spp., A Herbaspirillum seropedicae, & Gluconobacter
diazotrophicus et Rhizobia [70, 75]. Le mécanisme de stimulation de la croissance

des plantes par les AG est encore mal connu. Fulchieri et al., [76] supposent que
I'AG augmente la densité des poils dans les zones racinaires impliquées dans

I'absorption des nutriments et de I'eau [20].
1.2.3 Cytokinines

Les cytokinines stimulent la division cellulaire des plantes, contrblent la
différenciation des meéristémes racinaires, induisent la prolifération des poils
radiculaires, mais inhibent la formation des racines latérales et I'élongation
primaire des racines [77]. Il a été démontré que l'inoculation des plantes par des
bactéries produisant de la cytokinine stimulait la croissance des pousses et
réduisait le rapport racines / pousses [78]. lls jouent un rble important dans le
développement et la formation des nodules. Les Rhizobium (bactéries
symbiotiques fixatrices de Nj), Azospirillum et Azotobacter (bactéries non-
symbiotiques fixatrices de N;), et Rhizopogon roseulus (champignon mycorhizien)
sont connus pour produire des cytokinines dans la rhizosphére avec d'autres
substances favorisant la croissance des plantes. La production de cytokinines (en
particulier la zéatine) a été étudiée chez diverses bactéries: Arthrobacter
giacomelloi, Azospirillum brasilense, B. japonicum, Bacillus licheniformis, P.

fluorescens et Paenibacillus polymyxa [20, 79, 80].



1.2.4 Régulation d'éthyléne d'origine végétale

L'éthylene, a des concentrations élevées, induit une défoliation et des
processus cellulaires qui entrainent une inhibition de la croissance des tiges et des
racines, ainsi qu'une sénescence prématurée, qui entrainent une diminution des
performances des cultures [81]. Sous stress environnementaux, tels que le froid, la
sécheresse, les inondations, les infections par des agents pathogénes, la
présence de métaux lourds, les plantes réagissent en synthétisant le 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC), précurseur de I'éthyléne [60]. Une partie
de I'ACC est sécrétée dans la rhizosphére et est réabsorbée par les racines ou elle
est convertie en éthyléne. La faible croissance des racines entrainant une
diminution de la capacité a acquérir de l'eau et des nutriments, ce qui entraine un
stress supplémentaire. Ainsi, une PGPR capable de dégrader 'ACC dans la
rhizosphére peut aider a rompre ce cycle et a rétablir un systéme racinaire sain
nécessaire pour faire face au stress environnemental. Le mécanisme principal
utilisé par les rhizobactéries pour dégrader I'éthyléne implique I'enzyme ACC
désaminase, qui peut atténuer ou prévenir certains des effets nocifs des taux
élevés d'éthyléne [72]. L'ACC désaminase agit sur 'ACC, précurseur de I'éthyléne
chez les plantes supérieures, en le dégradant en alpha-cétobutyrate et en
ammonium [72, 82, 83]. Les rhizobactéries a activité ACC désaminase
appartenant a I'Achromobacter [84], Azospirillum [81], Bacillus [85], Enterobacter
[81], Pseudomonas [84] et Rhizobium [86] ont été isolées de différents sols.
Grichko et Glick [83] ont réalisé une inoculation a base d’Enterobacter cloacae et
de P. putida, produisant I'ACC désaminase, et ont enregistré qu'en neuf jours
d'inondation il y a eu une augmentation de la résistance des plantes agées de 55
jours. Ghosh et al. [85] ont trouvé une activit¢ ACC désaminase chez trois
especes de Bacillus (B. circulans DUCA1, B. firmus DUC2 et B. globisporus DUC3),
qui ont stimulé I'élongation des racines des plantes de Brassica campestri. Mayak
et al. [87] ont étudié des plants de tomates inoculés avec la bactérie
Achromobacter atchhaudii dans des conditions de stress hydrique et salin, et ont
signalé une augmentation significative du poids frais et sec des plants inoculés
[20].

1.3. PGPR et biopesticides

Les maladies sont trés courantes chez les plantes et sont responsables de

la perte d'environ un tiers du rendement des cultures dans le monde [88]. Les

PGPR antagonistes peuvent étre considérées comme une alternative a la forte

utilisation de pesticides afin de réduire la gravité des maladies. Un grand nombre
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de mécanismes utilisés par les PGPR sont impliqués dans le biocontréle, tels que
I'antagonisme direct via la production d'antibiotiques, de sidérophores, d'HCN,
d'enzymes hydrolytiques (chitinases, protéases, lipases, etc.) ou comme
mécanismes indirects dans lesquels les organismes de biocontréle agissent en
tant que probiotiques en concurrengant I'agent pathogéne [89]. La production de
sidérophores, de bactériocines et d’antibiotiques est la stratégie la plus efficace et
la plus connue utilisée par les PGPR pour minimiser ou empécher la prolifération
des phytopathogénes. Plusieurs PGPR ont été identifieces comme éliciteurs
potentiels des ISR pour leur capacité a induire une résistance des plantes aux
agents phytopathogénes (fongiques, bactéries et virus) [20, 90, 91]. Mazoyon et al.
[92] ont montré que les PGPR sont capables de stimuler la croissance et la
défense des plantes (Arabidopsis, pois, blé), via la production des polyphénols et

de flavonoides.
1.3.1. Sidérophores

Les sidérophores microbiens dans la rhizosphére sont beaucoup plus
associés aux activités de biocontréle qu’a la nutrition des plantes [93]. Leur
production confére au PGPR des avantages compétitifs qui peuvent coloniser les
racines et exclure les autres microorganismes de cette niche écologique [94]. Des
études ont clairement montré que la nutrition en fer de la plante influait sur la
structure de la communauté microbienne de la rhizosphére [95]. La dynamique de
la concurrence du fer dans la rhizosphére est souvent complexe, par exemple,
certains sidérophores ne peuvent étre utilisés que par les bactéries qui les
produisent [96], tandis que d'autres peuvent étre utilisés par de nombreuses

bactéries différentes [97].
1.3.2. Antibiotiques

La production d'un ou plusieurs antibiotiques par les PGPR est le
mécanisme le plus souvent associé a I'antagonisme [98]. La base de I'antibiose
est basée sur la sécrétion de molécules qui éliminent ou réduisent la croissance
des pathogénes. Cette activité a été mieux comprise au cours des derniéres
décennies [89, 99, 100]. Les antibiotiques, chez les rhizobactéries, englobent un
groupe hétérogéne de composés organiques de faible poids moléculaire qui
nuisent a la croissance ou aux activités métaboliques d'autres microorganismes
[101]. Selon Haas et Défago [94], six classes de composés antibiotiques (pour
lesquels leurs modes d'action sont en partie compris) sont davantage liées au

contréle biologique des maladies d'origine telluriques : phénazines,
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phloroglucinols, pyolutérine, pyrrolnitrine, lipopeptides cycliques (tous diffusible) et
du cyanure d'hydrogéne (HCN). Encore, les biosurfactants lipopeptidiques,
produits par les espéces Pseudomonas et Bacillus, ont été impliqués dans le
biocontréle [102, 103, 104].

Les antibiotiques d’origine rhizobactérienne inhibent la synthése des parois
cellulaires des agents pathogénes, influencent les structures membranaires des
cellules et inhibent la formation de complexes d'initiation sur la petite sous-unité
ribosomale [105]. La pyrrolnitrine, produit par la souche P. fluorescens BL915, est
capable de prévenir la fonte des semis du coton causée par Rhizoctonia solani
[106]. Le 2,4-dia- cétylphloroglucinol (DAPG) produit par les Pseudomonas
provoque des lésions sur la membrane de Pythium spp. [107]. La phénazine,
également produite par les Pseudomonas, posséde une activité redox et peut
supprimer des agents phypathogénes (F. oxysporum et Gaeumannomyces
graminis) [108]. P. chlororaphis PCL1391, isolée a partir des racines de tomates,
synthétise phényl-1-carboxamide, capable de libérer du fer soluble a partir
d'oxydes ferriques insolubles a pH neutre, augmentant ainsi la possibilité que les

phénazines contribuent a la mobilisation du fer dans les sols [94, 104, 109].
1.3.3. Bactériocines

Les autres molécules utilisées dans les systémes de défense microbienne
sont les bactériocines. Selon Riley et Wertz [110], les bactériocines different des
antibiotiques traditionnels par le fait qu’elles ont généralement un spectre de
destruction relativement étroit et ne sont toxiques que pour les bactéries
étroitement apparentées a la souche productrice. Presque toutes les bactéries
peuvent fabriquer au moins une bactériocine, et de nombreuses bactériocines
isolées a partir de bactéries a Gram négatif semblent avoir été créées par la
combinaison de plusieurs bactériocines existantes [111]. Les colicines, protéines
produites par certaines souches d'Escherichia coli sont mortelles pour les souches
apparentées, ce sont les bactériocines les plus représentatives produites par les
bactéries Gram-négatives. A l'instar de la colicine, un nom dérivé d'E. Coli,
d'autres bactériocines ont été ainsi définies et nommeées, telles que les pyocines
des souches de P. pyogenes, les cloacines de Enterobacter cloacae, les
marcescines de Serratia marcescens et les mégacines de B. megaterium [112].
Fait intéressant, les bactériocines de Bacillus spp. prennent de plus en plus
d'importance en raison de leurs spectres d'inhibition parfois plus larges (comparés

aux autres bactériocines), qui peuvent inclure des bactéries a Gram négatif, des
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levures ou des champignons, en plus des espéces a Gram positif, dont certaines

sont connus pour étre pathogénes pour 'homme et/ ou les animaux [104, 113].
1.3.4. Phénylpropanoldes

Les PGPR peuvent déclencher la biosynthése des phénylpropanoides
dans le cadre d'une résistance systémique induite (ISR) [43]. lls peuvent étre
divisés en deux groupes : les phénylpropanoides flavonoides (flavones, flavonols,
flavanols et flavanones) et les phénylpropanoides non flavonoides (stilbénes,
lignans et acides phénoliques) [114]. Le premier groupe comprend prés de cent
flavonoides présumés qui ont été identifiés par des approches métabolomiques
pour jouer un rble dans les mécanismes de résistance contre le Fusarium.
Plusieurs composés des classes flavanol, flavanone (naringénine), flavone
(apigénine et vitexine) et anthocyanes ont également été mis en évidence [115,
116].

Le role des flavonoides dans la défense des plantes a déja été examiné
par Treutter [114], Mierziak et al. [117], Gauthier et al. [115] et Atanasova-
Penichon et al. [118]. La plupart de ces composés sont bioactifs et contribuent aux
mécanismes de défense contre les stress biotiques et abiotiques [119, 120] et
jouent un réle important dans la régulation et la signalisation physiologiques [121].
Les voies de biosynthése des flavonoides sont fortement inductibles [122] et sont
particulierement sensibles aux stimuli biotiques tels que les PGPR, dont certaines

sont capables d'induire une résistance systémique [123, 124, 125].

Les flavonoides remplissent de nombreuses fonctions telles que l'activité
antioxydante, par la désactivation des espéces réactives a 'oxygéne (ROS) [126],
la protection contre les rayons UV [117], la nodulation des légumineuses [126], et
la défense des plantes soit par renforcement des parois cellulaires bloquant
'acceés a I'agent phytopthogéne, ou par l'inhibition des enzymes de dégradation de
la paroi des cellules végétale sécrétées par les champignons [127, 128]. Des
études in vitro ont montré que les flavonoides présentent des effets d’'inhibition de
la croissance mycélienne chez les Fusarium [129, 130]. Cependant, leur effet

inhibiteur semble moins important que celui des acides phénoliques [118, 128].

Plus récemment, une étude a démontré que ces métabolites secondaires
inhibent spécifiquement la détection du quorum sensing (QS) par blocage des
récepteurs de liaison aux autoinducteurs [131]. Le QS est un processus de
communication cellule-cellule bactérienne qui contréle les comportements

collectifs [132], et qui repose sur la production, I'accumulation, la détection et la
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réponse a I'échelle de population a des molécules de signalisation extracellulaires
appelées autoinducteurs [133], donc par la suppression de la détection aux
autoinducteurs les flavonoldes éliminent la virulence, confirmant encore une fois

leur potentiel antagoniste [131].

Le tableau 1.1 montre le réle de PGPR en tant qu'agents de biocontréle
contre diverses maladies des cultures. Avec l'arrivée des ‘omics’-technologies,

I'évolution des bioproduits de prochaine génération semble encore plus

prometteuse [20, 134].
1.4 PGPR et bioremédiation

La bioremédiation est reconnue comme un outil important pour restaurer
les sites contaminés, reboiser les zones érodées et restaurer les écosystémes
dégradés. Bien que les PGPR soient principalement connues pour la
phytostimulation et la bioprotection des plantes, une grande attention a été
réecemment accordée a la bioremédiation [135, 136, etc.]. En raison de la
sensibilité¢ et de la capacité de séquestration des métaux lourds, les
microorganismes ont été utilisés avec succés pour la bioremédiation [137, 138].
Plusieurs rhizobactéries susceptibles de dégrader certains polluants (herbicides ou
hydrocarbure) ont été étudiées [139]. Des rhizobactéries résistantes a de fortes
concentrations de métaux lourds (benzéne, toluéne, éthylbenzéne et xylénes,
trichloréthyléne ou hydrocarbures polyaromatiques) ont également été identifiées
[140, 141]. Plusieurs méthodes efficaces ont été développées pour améliorer
I'efficacité de la dégradation et la tolérance des bactéries aux contaminants dans
les sols. Les PGPR capables de produire des sidérophores chélatant le fer ainsi
que d'autres métaux lourds tels que le cadmium, le plomb, le nickel, l'arsenic,
l'aluminium, le magnésium, le cuivre, le cobalt et le strontium peuvent aider a
adsorber / absorber les métaux lourds présents dans le sol, en plus de favoriser la

croissance des plantes et de lutter contre les agents phytopathogénes [20].

2. Les Pseudomonas spp. fluorescents phytobénéfiques et
leurs métabolites

Les Pseudomonas spp. fluorescents saprophytes sont des habitants
typiques des sols agricoles, en s’impliquant dans de nombreuses interactions avec
les plantes, notamment au niveau des rhizosphéres. Elles sont considérées
comme l'un des groupes les plus prometteurs des rhizobactéries favorisant la
croissance des plantes (PGPR) [47, 142, 143]. Au cours des derniéres années,

une grande attention leur a été accordée en se référant vivement a leurs capacités
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de lutte biologique et de biofertilisation [144].

Les Pseudomonas fluorescentes sont des modéles clés pour évaluer les
interactions plantes-bactéries bénéfiques, car elles présentent un large éventail de
propriétés bénéfiques pour les plantes et jouent un réle important dans la
rhizosphére, y compris dans les sols suppresseurs de maladies [145, 146, 147,
148, 149, 150]. Une souche de Pseudomonas donnée présente généralement de
nombreux modes d'action différents sur la plante, ce qui est considéré comme

important pour optimiser leur effet bénéfique sur la plante [151].

Ces derniéres années, des souches de Pseudomonas ont été largement
utilisées pour 'amélioration de la croissance et la protection sanitaires des plantes
[6, 166, 167, 168, 169, 170, 171]. Leurs activités de biocontrole sont
principalement dues a la production de divers types de métabolites extracellulaires
et de composés antibiotiques, qui ont tendance a avoir un effet synergique contre
les microorganismes phytopathogénes d’origine telluriques [144, 172] (Figure 2,
Tableau 1.2).

2.1. Cyanure d'hydrogéne (HCN)

La cyanogenése bactérienne est généralement présentes chez les
Pseudomonas spp. fluorescents et chez quelques membres du genre
Chromobacterium, Burkholderia, certaines Rhizobiums et cyanobactéries [173,
174]. Selon les facteurs environnementaux, les P. fluorescentes produisent une
quantité variable de HCN dans la rhizosphére [175]. La glycine est le précurseur
métabolique immédiat du cyanure et en présence de HCN synthase, la glycine est
décarboxylée en HCN et CO, [176]. L'HCN produit par les Pseudomonas
fluorescentes a montré une toxicité contre les phytopathogénes en inhibant la
cytochrome-c-oxydase [177]. Néanmoins, les Pseudomonas fluorescentes sont
elles-mémes résistantes au cyanure en raison de la présence de RhdA, un
thiosulfate (cyanure soufre-transférase (rhodanese)) qui convertit le cyanure en
thiocyanate moins toxique. La production de cyanure serait maximale entre 34 ° C

et 37 ° C dans des conditions micro-aérophiles [1, 178].

Bien que la plupart des études dans le passé aient suggéré un réle bien
précis dHCN dans le biocontrole contre les agents phytopathogénes; une
recherche récente differe de cette notion [1]. Rijavec et Lapanje [179] ont rapporté
que I'HCN est plus impliqué dans la chélation des métaux, augmentant ainsi la
disponibilité du phosphate pour la plante plutét que dans le contrble biologique

contre les phytopathogénes.
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Tableau 1.1:

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) en tant que

biopesticides / agents de biocontrdle contre diverses maladies des plantes [20].

PGPR Culture Maladies Références
Azospirillum souches SPS2, WBPS1 et Riz Rouille du riz [152] Naureen Zakira, Hafeez
22-7 Adam, Roberts Fauzia, et Michael
(2009)
Bacillus amyloliquefaciens 937a, Tomate Virose de la tomate [153] Murphy et al. (2000)
Bacillus subtilis 937b, Bacillus pumilus
SE34
B. amyloliquefaciens souche IN937a, Concombre Concombre mosaique [154] Zehnder, Yao, Murphy,
B. pumilus souche SE34, B. subtilis virus Sikora, et Kloepper (2000)
socuhe IN937b
Bacillus cereus souches B101R, Tomate Maladies foliaires [155] Silva et al. (2004)
B212R, A0O68R
Bacillus spp. souches BB11, FH17 Poivron Rouille du poivron [156] Jiang, Guo, Li, Qi, et Guo
(2006)
B. pumilus souche INR7 Concombre Flétrissement [157] Zehnder, Murphy, Sikora, et
Kloepper (2001)
B. pumilus souche SE34 Tabac Moisissure bleue [158] Zhang, Moyne, Redddy, et
Kloepper (2002)
B. subtilis souche GBO3, B. pumilus Millet perlé Mildiou [159] Niranjan et al. (2003)
souche INR7, B. pumilus souche T4 (céréale)
B. subtilis souche ME488 Concombre Maladies d’origines [160] Chung et al. (2008)
Poivron telluriques
Burkholderia souche MBf 21 and Mais Pourriture du mais [161] Hernandez-Rodriguez,
MBf15 Heydrich-Perez, Acebo-Guerrero,
Velazquez-del Valle, et Hernandez-
Lauzardo (2008)
Enterobacter sp. Pois- Fusariose [162] Hynes, Leung, Hirkala, et
chiche Nelson (2008)
Paenibacillus polymyxa souche E681 Sésame Maladies fongiques [163] Ryu, Kim, Choi, Kim, et Park
(2006)
Pseudomonas sp. Tréfle Acyrthosiphon kondoi [164] Kempster, Scott, et Davies
blanc (2002)
Luzerne
Pseudomonas fluorescens souche Banane Banana bunchy top [165] Kavino, Harish, Kumar,
CHAO virus (BBTV) Saravanakumar, et Samiyappan
(2010)
Streptomyces marcescens souche Tabac Moisissure bleue [158] Zhang et al. (2002)
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Figure 1.2 : Représentation schématique des métabolites secondaires produits par
les Pseudomonas fluorescentes dans la rhizosphere impliquées dans le biocontdle

[1].
2.2. Phenazines (PHZ)

Les PHZ naturels sont un grand groupe de composeés hétérocycliques
azotés identifiés dans les phyla bactériens Actinobacteria, Protéobactéries et le
phylum archéen Euryarcheota [180]. Plus de 6000 composés contenant de la
phénazine en tant que fragment central ont été synthétisés et plus de 100
différents dérivés structuraux naturels de PHZ ont été identifiés pour leurs

propriétés antimicrobiennes [181]. En fait, plus de 180 produits a base de PHZ
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sont connus avec des activités antibiotiques, antifongiques, insecticides, anti-
protozoaires et autres [182]. Les PHZ isolés a partir des Pseudomonas spp. sont
la pyocyanine (PYO), l'acide phénazine-1- carboxylique (PCA), la phénazine-1-
carboxamide (PCN), et la 1-hydroxyphénazine (1-HP) [183]. Le PCA, qui est
produit a partir d'acide chorismique, est le précurseur de tous les autres PHZ
[184]. La plupart des études ont décrit que les effets antimicrobiens du PHZ sont
principalement attribués a leur capacité a générer des espéces réactives de
I'oxygene (ROS) [181, 184, 185].

Les PHZ jouent également un rdle important dans I'acquisition de fer, la
signalisation cellulaire, la régulation de l'expression des génes, la formation de
biofilms et la survie des bactéries. Toutes ces fonctions aident les Pseudomonas
fluorescentes dans la compétition et la colonisation de la rhizosphére, procurant
ainsi un avantage par rapport aux agents phytopathogénes [186]. De plus Price-
Whelan et al. [187] ont suggéré que les PHZ peuvent avoir un rble dans le
métabolisme primaire, en particulier dans la survie de la cellule pendant les

conditions de stress.

De nouvelles perspectives ont récemment été suggérées pour la
production de PHZ [182]. Bien que quelques produits antimicrobiens a base de
PHZ soient maintenant disponibles sur le marché [188], il est nécessaire que pour
un meilleur succés commercial et une utilisation efficace et généralisée de ce
métabolite, de sélectionner des souches a haut rendement avec des exigences de

substrat bon marché, ciblant plusieurs agents phytopathogénes [1].
2.3. Phloroglucinol

Le phloroglucinol (1,3,5-benzénetriol ou 1,3,5-trihydroxybenzéne) et ses
dérivés sont des composés phénoliques possédant des propriétés antivirales,
antibactériennes, antifongiques, antihelminthiques et phytotoxiques a large spectre
[189]. Plus de 700 dérivés naturels du phloroglucinol proviennent de différentes
sources naturelles, notamment des plantes, des micro-organismes et des
organismes marins [190]. Cependant, de tous les microorganismes, la capacité de
produire du phloroglucinol et ses dérivés est hautement conservée chez les
Pseudomonas fluorescentes [22]. Un type important de dérivé de phloroglucinol
produit par des Pseudomonas fluorescentes est le DAPG [191]. Plusieurs études
expérimentales affirment que le DAPG est un métabolite antimicrobien majeur

impliqué dans le contrdle biologique des agents phytopathogénes [192].
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Bien que le groupe de génes biosynthétiques du DAPG ait été conservé
chez la plupart des Pseudomonas fluorescentes, mais de nombreuses souches
ont maintenant perdu cette capacité en raison de I'évolution [193, 194]. Landa et
al. [195] ont montré que les souches productrices de DAPG peuvent étre
spécifiques a la culture. Le géne biosynthétique phlD est un géne clé pour la
synthése du précurseur du DAPG et est un marqueur fiable pour identifier les
producteurs de DAPG [196]. Récemment, I'expression du géne phlD bactérien
dans les plantes a également été utilisé pour améliorer la production commerciale

de phloroglucinol et de ses dérivés spécifiques tels que le DAPG [1, 197].
2.4. Pyolutéorine (PLT)

Le PLT, un polycétide phénolique comprenant du pyrrole bichloré lié a un
groupement résorcinol, a d'abord été isolé de P. aeruginosa et plus tard chez
d’autres Pseudomonas fluorescentes [198]. Le PLT a des activités bactéricides,
herbicides et fongicides [199]. Le cluster de génes pltLABCDEFG est requis pour
la biosynthese du PLT [200]. Le PLT fonctionnerait également comme un auto-
inducteur et comme un signal intercellulaire entre des populations distinctes de
cellules bactériennes cohabitant dans la rhizosphére [201]. Récemment, il a été
étudié que le phloroglucinol a une influence dépendante de la concentration sur
I'expression des génes biosynthétiques du PLT et sa production chez P. protegens
[202]. Il a été signalé qu'a des concentrations variées, le phloroglucinol peut
induire différents métabolites (DAPG et PLT) avec des mécanismes et des cibles

phytopathogénes distincts [1].
2.5. Pyrrolnitrine (PRN)

Le PRN est un aryl pyrrole halogéné, initialement isolé de Burkholderia
pyrrocina [227]. Le PRN est connu pour étre produit par une gamme étroite de
bactéries a Gram négatif, notamment Pseudomonas spp. [228, 229]. Le PRN
produit par les Pseudomonas fluorescentes est connu pour avoir une activité
antagoniste contre les agents fongiques, les levures et les bactéries a Gram positif
[230]. Cependant, le mode d'action exact du PRN n'est pas clair. Des dérivés
chimiques du PRN connus sous le nom de phénylpyrroles sont produits au niveau
commercial et utilisés avec succés pour le traitement des semences et du feuillage
pour se protéger contre les agents fongiques phytopathogénes. Le fludioxonil, un
analogue du phénylpyrrole, est efficace et utilisé contre plusieurs agents

fongiques. Il se trouve sur le marché depuis plus de 25 ans. Hormis ces deux
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dérivés (tous deux réussis sur le terrain et au niveau commercial), aucun autre

analogue du PRN n'a été développé jusqu'a présent [1, 231].

Tableau 1.2 : Métabolites secondaires des Pseudomonas fluorescentes étudiées dans le

biocontrole des phytopathogénes [1].

Métabolites Pseudomonas Phytopathogénes Effets Références
secondaires fluorscentes
HCN Pseudomonas sp. P76 and Sclerotium rolfsii Diverses [203]
P124 plante
Pseudomonas Sp. LBUM300 Clavibacter michiganensis Tomate [204]
Pseudomonas CF1 and CF5  syubsp. michiganensis
P. corrugata et P. Macrophomina phaseolina In vitro [205]
mediterranea
B. cinerea In vitro [206]
HCN et P. donghuensis P482 R. solani AG2, F. culmorum In vitro [207]
autres PV et P. ultimum P17
métabolites
volatiles
PRN P. chlororaphis O6 F. graminearum et R. Tomate [208]
P. cepacia solani
P. fluorescens Aphanomyces cochliodes Canne a sucre [209]
P. cepacia Pythium ultimum i .
Légumineuses [210]
Colletotrichum truncatum et I Vitro [211]
F. sambucinum
PCA P. fluorescens Gaeumannomyces Ble [212]
P. aeruginosa graminis var. tritici. F. Légumineuses [213]
Pseudomonas spp. oxysporum f.sp. ciceris et
MCC3145 F. udum In vitro [214]
Pseudomonas spp. C. circinans, C. dematium,  Blé [215]
F. oxysporum R. solani
2,4-DAPG P. aurantiaca F. oxysporum Blé [216]
P. fluorescens VUP {5 G. graminis var. tritici Blé [217]
Pseudomonas spp.
P. fluorescens C. michiganensis subsp. Tomate [218]
P. aeruginosa michiganensis )
Pseudomonas sp. LBUM300  Xanthomonas oryzae pv. Riz [204]
P. fluorescens oryzae (Xo00)
P. brassicacearum J12 F. oxysporum f. sp. Banane [219]
cubense FOC
C. michiganensis subsp. Tomates [220]
michiganensis :
Aspergillus niger, K. flavus, Arachides [204]
S. rolfsii
; In vitro [221]
Ralstonia solanacearum [222]
CLPs P. fluorescens R. solani et P. ultimum Canne a sucre [223, 224]
P. fluorescens Phytophthora infestans Tomates [225]
Pseudomonas SH-C52 S. rolfsii Arachides [226]
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2.6. Lipopeptides cycliques (CLP)

Les CLP sont produits par diverses bactéries et champignons, ce sont des
oligopeptides courts avec une queue d'acide gras liée, avec formation d’'un cycle
lactone entre deux acides aminés [232]. La variabilité des CLP est due a des
différences dans le nombre d'acides gras, la modification des acides aminés et
I'organisation du cycle lactone [232, 233]. Ces derniéres années, les CLP ont été
reconnus comme biosurfactants et montrent des activités antimicrobiennes contre
un large éventail de micro-organismes pathogénes, y compris des virus, des
mycoplasmes et des bactéries a Gram positif [232, 233, 234]. Les CLP des
Pseudomonas fluorescentes auraient également un rdle actif dans la colonisation
de la rhizosphére [235, 236], de la motricité de I'essaimage, de la formation de
biofilm et de la virulence [233]. Les CLP produits par les Pseudomonas
fluorescentes sont de différents types et certains d'entre eux ne sont pas
entierement caractérisés. Les CLP les plus étudiés appartiennent aux groupes
viscosine, amphisine, tolaasine et syringomycine [234]. Les CLP de Pseudomonas
sont actuellement divisés en huit groupes structurels différents qui varient en
longueur et en composition de I'oligopeptide et de la queue d'acide gras [235]. Le
mécanisme responsable de l'activité antimicrobienne des CLP est lié a leur
capacité a perturber les membranes biologiques [232]. Les groupes de tolaasine et
de syringomycine de CLP fonctionnent comme des toxines cellulaires par la
formation de pores ou de tunnels [235]. Récemment, I'Orfamide (un type de CLP)
qui aurait été produit par P. protegens s'est révélé avoir une activité insecticide [1,
236].

2.7. Sidérophores

Les Pseudomonas fluorescentes produisent des sidérophores fluorescents

jaune-vert appelés pyoverdines (ou pseudobactines) ayant une forte affinité pour

le Fe3+, avec une constante de stabilité du complexe pyoverdine ferrique vers
1032M [237, 238]. Cette derniére est constituée d’'une chaine peptidique d’acides
aminés liée a un chromophore fluorescent responsable de la fluorescence jaune-
vert caractéristique de ce pigment [239]. Un autre sidérophore dérivé de I'acide
salicylique est le pseudomonine produit par certaines souches de Pseudomonas
fluorescentes [240, 241, 242]. Des souches de Pseudomonas spp. fluorescents, a
I'exemple de la souche Pseudomonas fluorescens CHAO aux propriétés

antagonistes reconnues [243], produisent un sidérophore non fluorescent, la

21



pyocheline présentant une faible affinité pour le fer [244, 245].
2.8. Enzymes lytiques

Le biocontble par activité enzymatique est un autre mécanisme, utilisé par
les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes. Ces derniéres peuvent
produire certaines enzymes, telles que les chitinases, les déshydrogénases, la [3-
glucanase, les lipases et les protéases...etc., qui présentent une activité
hyperparasitaire, attaquant les agents pathogénes en excrétant les hydrolases sur
leurs parois cellulaires [246, 247]. Grace a l'activité de ces enzymes, les
Pseudomonas fluorescents jouent un rdle trés important dans la promotion de la
croissance des plantes, en particulier pour les protéger des stress biotiques par la
suppression des champignons pathogénes tels que Botrytis cinerea, Fusarium

oxysporum, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani et Pythium ultimum [248, 249].
2.9. Induction de la résistance systémique (ISR)

Une quatriéme idée de la recherche contemporaine, sur le biocontrole des
Pseudomonas, peut étre attribuée a des démonstrations indépendantes menées
en 1991 par des groupes de recherche aux Pays-Bas, Etats-Unis et en Suéde, qui
a démontré que certaines Pseudomonas protégeaient les plantes de divers agents
pathogénes telluriques en induisant une résistance systémique [22]. La résistance
systémique induite (ISR) est un état de résistance active, qui dépend des barriéres
chimiques ou physiques de la plante héte et qui est déclenchée par des stimuli

biotiques ou abiotiques spécifiques [250, 251].

Des progrés considérables ont été réalisés pour révéler les mécanismes
impliqués dans les interactions plante-PGPR-pathogéne. Cependant, il existe une
absence d'élucidation globale de la signalisation ISR par les bactéries. Il a été
rapporté que certains composants structuraux de bactéries, tels que les flagelles,
les lipopolysaccharides (LPS) et la production de sidérophores et d'antibiotiques
sont les déterminants des ISR [252, 253, 254].

D’autres produits biochimiques produits par des PGPR ont été proposés
pour déclencher I'ISR ; a 'exemple du dérivé de benzylamine N-alkylé produit par
P. putida, BTP1 [255], des composés organiques volatils (COV) produits par B.
subtilis et B. amyloliquefaciens [256, 257], du diméthyldisulfure produit par B.
cereus C1L [258] et du DAPG produit par P. fluorescens CHAO [259]. De plus, il a
été démontré que les Pseudomonas fluorescentes sont capables d’induire une
résistance systémique par la production des flavonoides et d’acides phénoliques
[260].
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3. LES RHIZOBIA

Les rhizobia sont des bactéries du sol et de la rhizosphére qui peuvent
établir des symbioses fixatrices d’azote avec des légumineuses, en favorisant leur
croissance dans les sols pauvres en azotes [261]. Elles appartiennent a la famille
des Rhizobiaceae, Gram négatif, strictement aérobies sans sporulation et de
forme en batonnets; sont mobiles grace a un flagelle polaire ou subpolaire ou deux
a six flagelles péritriches. Leur croissance est optimale a 28 °C et un pH entre 6 et
7 [262, 263]. Ces rhizobactéries sont capables de former des nodules racinaires,
ou I'azote atmosphérique est fixé pour qu'il soit assimilable par les légumineuses
en échange du carbone [264, 265, 266, 267]. En plus de la symbiose fixatrice
d’azote, ces bactéries sont connues pour leur faculté de solubiliser le phosphate,
synthétiser des enzymes [60], produire des sidérophores [268], et des
phytohormones (Acide Indole 3-Acétique (AlA), Cytokinines et Gibberellines) [269,
270, 271]. Ces rhizobactéries sont utilisés comme engrais biologiques, et en tant

gu’inoculats, en agriculture depuis plus d’un siécle [272].

Les rhizobia sont appliqués sur 400 millions d'hectares de terres agricoles
par an pour améliorer la production fourragére et des légumineuses par fixation
symbiotique d'azote [273]. Elles sont considérées comme un environnement
fonctionnel externe trés développé [274, 275], assimilé a un deuxi€me génome
pour la plante [276]. L’état de symbiose (plante-rhizobia) est considéré comme un
métaorganisme [277], d’ou la nécessité de comprendre les réelles contributions de
ces rhizobactéries dans la phytopromotion et dans la croissance de la phytomasse
[275].

3.1. La symbiose fixatrice d’azote

L’azote est essentiel a la croissance des végétaux, notamment pour la
synthése des acides nucléiques et des protéines. Présent en abondance sur terre,
toutes les formes de I'azote ne sont cependant pas assimilables par les végétaux
(78% azote atmosphérique). La symbiose fixatrice d’azote entre rhizobactérie-
plante, permet au végétal d’assurer 40% a 90% de ses besoins azotés (le
complément étant apporté par assimilation de I'azote minéral présent dans le sol),
en échange, les bactéries bénéficient d’'une source de carbone (produits de la
photosynthése) [278].
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3.2. Symbiose Rhizobium - légumineuses

La symbiose Rhizobium-légumineuse est le résultat d'une interaction
hautement spécifique entre la plante et la bactérie [279, 280]. A la suite de
mécanismes complexes de reconnaissance entre les deux organismes,
notamment via un dialogue moléculaire, la bactérie induit chez la Iégumineuse la
formation d'un organe spécialisé au niveau des racines, le nodule, dans lequel la
bactérie intracellulaire se différencie en bactéroide capable de fixer l'azote
atmosphérique, via le complexe de nitrogénase [281, 282, 283, 284]. Certaines
légumineuses sont également capables de former des nodules sur les tiges,

appelés nodules caulinaires [285, 286].

Les interactions Rhizobiums-légumineuses se produisent dans la
rhizosphére, suite a la libération de molécules carbonées (sucres, acides
organiques, hormones, vitamines et substances phénoliques) par exsudation,
sécrétion, ou autolyse des vieilles cellules de la racine [284, 287]. Beaucoup de
substances organiques libérées par les racines ont un faible poids moléculaire et
sont donc facilement décomposables par les microorganismes, conduisant a
I'attraction d’'une grande communauté microbienne autour de la racine [288, 289].
Ce processus biologique joue un rble essentiel dans I'agriculture durable, car il
réduit 'apport en engrais azoté exogene, tout en fournissant un moyen efficace de

produire des aliments riches en protéines [275, 290].
3.2.1. Processus de la fixation symbiotique de I’azote atmosphérique

La fixation d’azote est la réduction du N, en NH3, catalysée par le complexe
enzymatique de la nitrogénase en conditions de faible teneur en oxygéne, selon la

réaction suivante [291] :
N, +8H*+8e+16ATP* —® 2NH; +H, +16ADP+16Pi

La fixation de l'azote est un processus trés exigeant en énergie, qui
nécessite 16 molécules d'ATP pour réduire une molécule de N, en NH; et son
fonctionnement nécessite la contribution des deux partenaires : (i) La plante fournit
un environnement microaérobie, de [I'énergie et des sources de carbone
nécessaires a la nitrogénase, et (ii) le bactéroide qui fournit la machinerie
geénétique pour la synthése de la nitrogénase responsable de la fixation de I'azote

(les génes nif, nod et fix).

e Les génes nif codent pour la biosynthése de la nitrogénase [23, 292, 293].

e Les génes nod codent pour les facteurs nod qui induisent diverses
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réponses symbiotiques sur les racines de légumineuses [294, 295, 296].

e Les génes fix sont des génes essentiels a la fixation d’azote mais sont
rencontrés uniquement chez les microorganismes fixateurs symbiotiques
[297, 298].

La nitrogénase est un complexe enzymatique trés sensible a I'oxygéne
(O2), qui est rapidement inactivé dans un environnement aérobie. La nodosité lui
confére une niche protectrice grace a la présence d’une protéine végeétale, la
léghémoglobine qui permet sa liaison de maniére réversible avec 'oxygéne [296,
299].

3.2.2. Le nodule

Le nodule est un nouvel organe produit par la plante hote au sein duquel
les bactéries, différenciées en bactéroides, fixent I'azote atmosphérique. Pour
permettre une activitté optimale de Ila nitrogénase, les Iéghémoglobines
s'accumulent a des concentrations millimolaires dans le cytoplasme des cellules
végétales infectées avant la fixation de I'azote et tamponnent I'oxygéne libre dans
la gamme nanomolaire, évitant l'inactivation de la nitrogénase labile, tout en
maintenant un flux d'oxygéne élevé pour la respiration [299, 300]. La nodulation se
fait en plusieurs étapes, dont les plus importantes sont la pré-infection, le
développement du nodule et du cordon d’infection et la formation des bactéroides
[280, 284] (Figure 1.3).

3.2.2.1. Pré-infection

La symbiose résulte d’'un processus complexe, faisant intervenir une
premiére étape, au cours de laquelle les deux organismes échangent des signaux
moléculaires de reconnaissance [278]. La plante produit via ses racines des
composés (riches en flavonoides), qui sont pergus par les Rhizobia du sol. Ces
composés vont déclencher la production bactérienne de signaux, facteurs de
nodulation (Nod), qui sont & leur tour reconnus par les poils absorbants racinaires
de la plante héte, ce qui déclenche la formation d’'un nouvel organe, le nodule, lieu

de fixation de I'azote atmosphérique [284].

Les facteurs Nod sont les produits des génes Nod des Rhizobia, qui
assurent la structure de base spécifique de nature lipochitooligosaccharidique
[284, 301]. Chaque espéce de Rhizobium produit une structure des facteurs Nod
qui lui sont propres, déterminant sa spécificité d’héte et son activité biologique. Un
nombre restreint de Rhizobium est capable de noduler un nombre restreint de

légumineuses, selon la structure du facteur Nod qu’il produit (longueur de la
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chaine lipidique, présence d’'un groupement acétate et d’'un groupement sulfate)
[302]. Aucune souche rhizobienne ne peut former une symbiose avec toutes les
légumineuses et inversement ; la spécificité existe tant au niveau des espéces

gu'au niveau genotypique [303, 304, 305, 306].
3.2.2.2. Développement du nodule et du cordon d’infection

Les réponses cellulaires aux facteurs Nod sont les plus visibles, deux
processus sont simultanément mis en place : le développement du nodule au
niveau du cortex racinaire, et le développement d’'un cordon d’infection depuis les

poils absorbants jusqu’au nodule [280].

Les facteurs Nod sont percus par les poils absorbants qui subissent une
série de déformations avant de prendre la forme de crosse qui abrite les bactéries
[307]. Au niveau de cette crosse se développe une structure en forme de tube,
appelée cordon d’infection, qui progresse jusqu’au cortex interne de la racine.
Simultanément a la mise en place de ce cordon, les cellules du cortex se divisent

et forment un primordium nodulaire [280].
3.2.2.3. Formation des bactéroide

Une fois toutes ces structures en place, les bactéries entrent dans la
racine, cheminent le long du cordon d’infection jusqu’au niveau du primordium
nodulaire, ou elles sont enfermées dans une structure appelée symbiosome, au
sein duquel les bactéries se différencient en bactérioides fixatrices d’azote [308,
280].

Nodule formation
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Figure 1.3 : Différentes étapes de nodulation [280]
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Des incompatibilités surviennent fréquemment aux derniéres étapes du
développement des nodules, de sorte que l'efficacité de la fixation de l'azote
différe de maniére significative entre les différentes combinaisons plante-bactérie,

et d’un environnement a I'autre [305, 309].
3.3. Facteurs intervenants dans la symbiose

3.3.1. Facteurs génétiques

La spécificité symbiotique résulte de la modification des signaux existants
entre I'hote et la bactérie ; divers mécanismes de reconnaissance ont évolué au
cours du processus de coadaptation. La connaissance des bases génétiques et
moléculaires de la spécificité symbiotique est importante pour développer des
outils de manipulation génétique de I'hdéte ou de la bactérie afin d'améliorer

I'efficacité de la fixation de I'azote [280].
3.3.1.1. Spécificité due aux flavonoides

Dans des conditions de carence en azote, les racines de légumineuses
sécretent des flavonoides dans la rhizosphére pour activer I'expression des génes
de nodulation bactérienne (nod), conduisant a la synthése du facteur Nod,
essentiel pour Tlinitiation du développement symbiotique de la plupart des

légumineuses [280, 310].

L'induction de l'expression du géne nod est effectuée par les protéines
NodD activées par les flavonoides [311]. Ces protéines sont adaptées a la
reconnaissance de différents flavonoides sécrétés par différentes légumineuses,
et cette spécificité de reconnaissance définit un point de contréle précoce de la
symbiose [312]. Il est bien établi que I'échange inter-souches de génes nodD peut
modifier la réponse de la souche receveuse a un ensemble différent d'inducteurs

flavonoides et donc a la gamme d'hétes [281, 313].

Les preuves de l'importance des flavonoides dans la détermination de la
gamme d'hétes proviennent principalement de la génétique bactérienne que des
génes de la plante. Etant donné que les racines de légumineuses sécrétent un
mélange complexe de composeés flavonoides, il est donc difficile de déterminer
quels flavonoides jouent un rdle plus important, quand et ou ils sont produits. Chez
Glycine max et Medicago truncatula, il a été mis en évidence les principaux

flavonoides nécessaires pour l'infection rhizobienne [314].

27



3.3.1.2. Perception du facteur nod

Les facteurs Nod produits par les Rhizobia sont une composante de
signalisation essentielle au développement de la symbiose chez la plupart des
légumineuses. Les génes communs nod ABC contribuent & la synthése du
squelette de la chitine, tandis que d’autres génes nod spécifiques a la souche
agissent sur ce squelette en modifiant la taille et la saturation de la chaine acyle,
ou en ajoutant aux unités de sucre terminales des unités acétyle, méthyle,
carbamoyle, groupes sulfuryle ou glycosyle. Les variations structurelles des
facteurs Nod sont déterminantes de la gamme d'hétes, pour leur reconnaissance

par I'néte et le déclenchement de l'infection et de la nodulation [281, 315].

De nombreux génes nécessaires au développement des nodules sont
déterminés [278], dont les génes codant pour les récepteurs kinases
transmembranaires de type LysM : LjNFR1 et LiNFR5 chez L. japonicus, et
MtNFP, MtLYK3 et LYK4 chez M. fruncatula [316, 317]. Aprés la perception, la
signalisation du facteur nod continue via un récepteur kinase NBS-LRR, appelé
LiISYMRK / MtDMI2 [308, 318]. La cascade de signalisation progresse ensuite via
un certain nombre de génes, y compris ceux codant pour les canaux d'ions
potassiques potentiels, MtDMI1, LjCASTOR et LjPOLLUX [319, 320], les
nucléoporines putatives, LiINUP133 et LjiNUP85 [321, 322], une protéine kinase
dépendante du calcium-calmoduline, MtCCaMK [323], un récepteur de cytokinine,
LiLHK1 / MtCRE1 [324, , 325, 326, 327] et enfin des facteurs de transcription, dont
MtNSP1, MINSP2, MtERF et LjNIN [328, , 329, 330, 331]. Ces génes sont tous
nécessaires a la nodulation ; la perte d’un seul entraine une réduction ou une

absence totale de formation de nodules.
3.3.1.3. Perception d'exopolysaccharides rhizobiens

La production exopolysaccharides (EPS) est courante chez les bactéries
rhizobiennes et leur composition varie considérablement [332]. Plusieurs études
ont suggéré limportance des structures EPS dans la détermination de la
spécificité infectieuse [333, 334, 335, 336]. Les EPS se sont avérés nécessaires
pour l'infection rhizobienne lors de multiples interactions symbiotiques. Cela a été
mieux illustré dans la symbiose Sinorhizobium-Medicago, dans lequel le
succinoglycane, l'un des principaux EPS produit par S. meliloti, s’est avéré
nécessaire pour l'initiation et I'élongation des cordons d'infection, et une production
accrue de succinoglycane augmente la capacité de nodulation [337, 338, 339,
340].
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3.3.1.4. Spécificité de la fixation de I'azote

La spécificité symbiotique ne se limite pas aux premieres étapes de la
reconnaissance ; des combinaisons héte/souche incompatibles peuvent entrainer
la formation de nodules défectueux pour la fixation d'azote (Fix-). Par exemple,
une symbiose Medicago/ S. meliloti a montré que 40% environ des combinaisons
plante-souche produisaient des nodules qui ne fixaient pas I'azote [341]. Cela
n’étant pas di a un manque d'infection, mais a la dégradation des bactéroides

apres la différenciation [309].
3.3.2. Facteurs environnementaux

En plus d’étre influencés par les facteurs génétiques, les Rhizobia sont trés
sensibles a certains éléments environnementaux tels que le type de sol, le

changement climatique et les activités anthropiques [275].
3.3.2.1. Sol

Plusieurs études ont révélé que le sol avait un effet important sur la
structure des communautés rhizosphériques [342, 343, 344]. Les différences et les
similitudes observées dans plusieurs études pourraient étre mieux comprises en
considérant la structure microbienne de la rhizosphére comme émanant d’'une
cascade d’événements : Premiérement, le sol peut étre considéré comme une
banque de microorganismes [345]. Deuxiemement, les caractéristiques physico-
chimiques du sol, associées a des activités biogéographiques, déterminent
I'assemblage microbien de I'environnement du sol qui peut différer par sa
structure, sa matiére organique, son pH, sa texture et son état nutritionnel. Dans
certains cas, les propriétés du sol peuvent conduire a une composition
microbienne spécifique au type de sol [346], cela a été confirmé par Gelsomino et
al. [347], qui ont démontré que les structures de la communauté bactérienne
étaient semblables dans les sols de méme type. Latour et al. [348] ont constaté
que le type de sol influait sur I'abondance et la structure des certaines espéces
bactériennes. Lu et al. [349] ont montré une fixation d’azote plus efficace avec une
activité nodulaire nettement plus élevée par I'utilisation d’un substrat dépourvu de
N (N-: pots remplis avec 250g de perlite), qu’un substrat riche en N (N*: sol de

foret).

Les propriétés et le type du sol peuvent déterminer les types de
microorganismes qui colonisent la rhizosphére, et que différents types de sol

peuvent contenir différentes espéces microbiennes [349].
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3.3.2.2. Variations climatiques

Les variations climatiques ont différents effets sur les Rhizobia.
L'augmentation des niveaux de dioxyde de carbone, un élément qui serait le
principal facteur du changement climatique, pourrait affecter directement les
interactions de la rhizosphére en modifiant les schémas d'exsudation des racines
ainsi que la structure et le fonctionnement du réseau alimentaire du sol [350, 351].
De plus le changement climatique provoque fréquemment des stress abiotiques et
il a été constaté que la diversité des Rhizobium est considérablement plus faible
dans des environnements de sols secs. De méme, la sécheresse n'affecte pas
seulement la capacité des especes de Rhizobium a fixer I'azote, mais également

la croissance et le développement des Iégumineuses [275].
3.3.2.3. Activités anthropiques

Depuis le début de la révolution industrielle, les activités anthropiques dans
les écosystémes naturels se sont intensifiées, cela a mené a une augmentation de
la pollution et a la dégradation des écosystémes, ce qui a considérablement
affecté les structures communautaires microbiennes du sol [275]. Il s'agit d'un
probléme grave, car les microorganismes sont les premiers concernés lors d’'une
perturbation de I'écosystéme [352]. Cette derniére peut survenir a la suite de

I'application de pesticides et d'engrais chimiques [353, 354].

Les pesticides n'affectent pas seulement la diversité microbienne, mais
perturbent également les fonctions microbiennes (par exemple, la fixation d'azote)
dans le sol. Celle-ci est déclenchée par une interaction symbiotique entre
Rhizobium et les racines de légumineuses, or il semblerait que la présence de
quantités sub-létales de certains pesticides dans le milieu de croissance

entrainerai une diminution de la croissance des Rhizobiaceae [355].

4. COMMERCIALISATION DES PGPR

Actuellement, diverses formulations commerciales de PGPR sont en vente.
Plusieurs formulations bactériologiques sont disponibles dans plusieurs pays afin

de favoriser la croissance et la protection des plantes [356].

En 1897, un fertilisant bactériologique a base de B. subtilis a été
commercialisé pour l'inoculation des céréales sous la dénomination commerciale
Alinit par Bayer AG [357]. Au début des années 1950, les résultats des recherches
menées en Chine, en Russie et dans plusieurs autres pays occidentaux ont

également incité a I'utilisation des PGPR comme alternative aux produits
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chimiques [20, 358, 359, 360]. Un produit commercial de B. subtilis a été introduit
en 1985 par Gustafson, Inc. (Plano, Texas) aux Etats-Unis, les souches de B.
subtilis A-13, GB03, GBO0O7 ont été vendues sous les noms commerciaux de
Quantum, Kodiak et Epic, respectivement [361]. Aux Etats-Unis, 60% & 75% des
cultures de coton, d'arachide, de soja, de mais, de Iégumes et de petites céréales
sont désormais traitées avec des produits commerciaux de B. subtilis pour lutter
contre les agents phytopathogénes telluriques [362]. Les PGPR ont été largement
utilisées avec 48 cultures différentes dans plus de 3,35 millions d’ha en Chine
[363], et la production a augmentation de 23% (patates douces) et de 22,5%
(pommes de terre), avec des réductions de taux d’infection de 85,5% et de 80,3%
causés par Xanthomonas oryzae et Glomerella cingulata, respectivement. Les
produits commerciaux a base de PGPR utilisés pour lutter contre diverses

maladies dans les cultures sont répertoriés dans le tableau 1.3 [20].

Par rapport aux autres souches PGPR, les produits a base de Bacillus sont
plus commercialisés, en raison de leur capacité a tolérer les conditions extrémes
telles que la température, le pH et I'exposition aux pesticides et aux engrais [360].
Dix-huit produits commerciaux d'origine Bacillus sont maintenant utilisés en Chine
pour lutter contre les maladies d’origine tellurique, appliqués a une superficie de
20 millions d'hectares de différentes plantes cultivées [357, 364], 25 millions
d'hectares de soja inoculés avec B. japonicum en Amérique du Sud et environ 500
000 hectares de blé et de mais inoculés avec Azospirillum en Argentine et au
Mexique [365]. Récemment, en Inde, Il'utilisation de PGPR a considérablement
augmenté en raison d'une plus grande sensibilisation a la lutte biologique.
Aujourd'hui, plus de 40 parties prenantes de différentes provinces se sont inscrites
pour la production en série de PGPR auprés du Central Insecticide Board (CIB) en
collaboration avec I'Université Agronomique de Tamil Nadu, Coimbatore, Inde
[366]. Le potentiel des PGPR autant qu’agent phytobénéfique a encore été
démontré a travers de nombreuses études réalisé en Inde [367], au Vietnam [368],
en Amérique latine principalement I'’Argentine et le Mexique [365, 369], et en
Afrique [21, 370, 371, 372, 373].

Malgré les résultats prometteurs des études au laboratoire et en serre, les
résultats sur terrain montrent un manque d'uniformité, les réponses varient d'un
site a l'autre, d'une année a l'autre et pour les différentes cultures considérées. La
raison de cette incohérence peut étre attribuée au fait que les expériences au
laboratoire et en serre sont conduites dans des conditions contrblées ou semi-

controlées, alors que les études sur terrain sont influencées par une multitude de
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facteurs biotiques et abiotiques. L’hétérogénéité inhérente du sol est I'un des
principaux obstacles, les bactéries introduites sont concurrencées par la microflore
indigéne qui souvent est mieux adaptée pour les nutriments et I'espace, et donc
les PGPR inoculés ne peuvent pas résister a cette concurrence séveére, et par
conséquent, peu de temps aprés leur introduction dans le sol, la population
bactérienne diminue rapidement. Le nombre seuil de cellules essentiel pour
obtenir une réponse positive attendue chez la plante est de 10°-10" cellules/plante
pour A. brasilense et ce nombre varie selon les espéces [20, 374]. Ainsi, afin de
démontrer leur impact phytobénéphique, ces PGPR doivent survivre et se
multiplier dans des microhabitats associés a la surface des racines, en
concurrence avec d'autres microbiotes, au moins le temps nécessaire pour

exprimer leurs activités de promotion / protection des plantes [20].

Les facteurs qui déterminent le succés d’'une inoculation sont (i) I'efficacité
de la souche bactérienne introduite en termes de colonisation, (ii) la compatibilité
avec la microflore indigéne, (iii) 'espéce et la variété de la plante qui jouent aussi
un facteur déterminant dans l'activité des microorganismes [375]. Il faut donc
orienter davantage les recherches sur les PGPR vers la colonisation, leur
écologie, leur survie et leur activité dans la rhizosphére des plantes. De plus,
lorsqu'ils sont utilisés dans l'agriculture conventionnelle, les micro-organismes
doivent également étre compatibles avec les engrais chimiques et résister aux
pesticides qui sont couramment utilisés sur les semences ou le feuillage. Par
conséquent, une compréhension approfondie des mécanismes utilisés par le
PGPR est impérative pour exploiter pleinement leur potentiel en agriculture, et
l'avénement de nouvelles technologies garantit une meilleure compréhension de

ces processus et facilitera ainsi leur application et leur réussite sur terrain [20].
5. FUSARIOSE VASCULAIRE DU POIS

Les fusarioses vasculaires sont des maladies graves et fréquentes sur de
nombreuses cultures agricoles d’une grande importance économique, telles que
les légumineuses, les cucurbitacées, la tomate, la fraise et le coton [376, 377,
378]. Fusarium oxysporum, agent causal des fusarioses, est un champignon
ubiquiste bien représenté au sein de la communauté microbienne tellurique,
notamment dans la microflore rhizosphérique [11, 18, 379, 380, 381]. Cette
espece est I'un des agents pathogénes les plus importants du genre Fusarium,
classée cinquieéme des dix agents phytopathogénes d’'importance scientifique et
economique [11, 382]. Fusarium oxysporum renferme plus de 150 formes

spéciales, chacune d’elles peut étre divisée en races qui provoquent des maladies
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sur une gamme étroite de plantes hétes [11, 27]. La forme spéciale F. oxysporum
f. sp. pisi (Fop), cause le flétrissement vasculaire du pois (Pisum sativum) [377,
383]. Quatre races différentes sont identifiees chez Fop, nommeées 1, 2, 5 et 6. Les
races 1 et 2 sont largement répandues, alors que les races 5 et 6 sont

particuliérement signalées a I'ouest de I'Etat de Washington [384].

A Tlinstar d'autres formes spéciales de F. oxysporum, Fop se comporte
comme un agent pathogéne classique transmis par le sol, avec des
chlamydospores pouvant survivre dans le sol pendant de longues périodes en

I'absence d'un héte approprié [385].

Le cycle d'infection de F. oxysporum est initié par la germination des
spores en réponse a des signaux spécifiques de la plante [386, 387]. Lors de la
germination, les hyphes infectieux en croissance adhérent aux racines de I'héte et
y pénétrent par des blessures ou en percant I'épiderme [386, 388]. Le mycélium
progresse de maniére inter ou intracellulaire dans le cortex radiculaire jusqu'a ce
qu'il atteigne les vaisseaux du xyléme et les colonise a travers les fosses [389]. A
ce stade, le champignon passe a un mode de colonisation endophyte de I'héte, au
cours duquel il progresse verticalement a travers les vaisseaux de xyléme, pour
envahir la plante [390], ainsi les symptdbmes caractéristiques de flétrissement
apparaissent a la suite d’'un stress hydrique grave, qui conduit finalement a la mort
compléte de la plante. Aprés la mort de la plante, le champignon atteint la surface
de la plante ou il produit des chlamydospores qui sont dispersées dans le sol pour

un deuxiéme cycle d'infection [391].
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Tableau 1.3 : Produits commerciaux a base de PGPR [20].

PGPR Nom Commercial Culture
Agrobacterium Diegall, Galltrol-A, Fruits, noix, plantes et arbres
radiobacter Nogall, Norbac 84C ornementales

Azospirillum brasilense
Bacillus cereus

Bacillus pumilus

Bacillus subtilis

B. subtilis

B. subtilis + Bacillus
amyloliquefaciens

Burlkholderia cepacia

Pseudomonas
auerofaciens

Pseudomonas sp. +
Azospirillum

Pseudomonas
chloroaphis

P. chloroaphis

Pseudomonas
fluorescens

Pseudomonas syringae

Streptomyces
griseoviridis K61

Azo-Green
Pixplus

Sonata ASO,
Ballard

Epic, HiStick N/T,
Kodiak, Rhizo-Plus,
Serenade, Subtilex,
Quantum 4000,

Rhapsody, System
3

Companion

Bio Yield

Blue Circle, Deny,
Intercept

BioJect, Spot-less

BioJect

AtEze

Cedomon

Blight Ban A506,

Conquer, Victus

Bio-save 10, 11,
100, 110, 1000

Pixplus

Gazon et cultures fourragéres
Cotton

Chénes et plantes
ornementales

Orge, haricots, coton,
arachide, pois, riz et soja

Cultures horticoles et gazon

Tomate, concombre, poivron
et tabac

Luzerne, orge, haricots,
coton, mais, pois, sorgho et
blé

Gazon et autres cultures

Gazon et autres cultures

Plantes ornementales et
Légumes

Orge, avoine, blé et autres
céréales

Amande, pomme, cerise,
pomme de terre

Fraises, tomates, agrumes et
fruits a pépins

Cotton
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5.1. Symptomatologie

Les plantes peuvent étre attaquées par F. oxysporum f.sp. pisi a n'importe
quel stade de leur développement, montrant divers symptdmes dont les plus
importants sont : le flétrissement et le brunissement du systéme vasculaire [392,
393]. L'infection débute par les racines et le collet, la plante cesse de croitre puis
meurt [28].

Les symptomes causés par les races 1, 5 et 6 de Fop entrainent un
enroulement des feuilles et des stipules vers le bas, I'épaississement de I'entre-
nceud basal; les feuilles ainsi que les tiges deviennent plus fragiles. Ces
symptdmes sont accompagnés d’un jaunissement progressif suivi par la nécrose
des feuilles de la base jusqu’au sommet de la plante. Par la suite, la fusariose se
développe rapidement entrainant la mort de la plante (Figure 1.4). Bien que le
systéme racinaire semble normal, les tissus vasculaires des racines et de la tige
sont atteints et se décolorent en jaune-orangeatre. Cette décoloration vasculaire
s’étend souvent vers I'extérieur de la tige. Les plantes atteintes par la fusariose
meurent plus rapidement par un temps sec que par un temps humide. Si I'infection
se produit lorsque les plantes sont jeunes, celles-ci fanent et meurent souvent
sans produire de gousses; mais dans le cas ou linfection se fait lorsque les
plantes sont matures, des gousses peu aplaties et non remplies peuvent se former
[394, 395, 396].

Le flétrissement causé par la race 2 de Fop est aussi connu sous le nom
de « near wilt » [32, 396]. Les symptOémes provoqués par cette race sont similaires
a ceux des autres races, avec un flétrissement unilatéral. L'infection peut
également provoquer la pourriture du cortex secondaire des racines et des tiges.
La décoloration vasculaire est généralement plus sévére que pour les autres
races, allant de 'orange au rouge foncé [391, 395]. Cependant, les symptomes se
produisent le plus souvent en fin de cycle, habituellement en temps de la floraison
[28, 32, 396].
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Figure 1.4 : Evolution des symptdmes de la fusariose vasculaire du pois (Pisum
sativum) [28].

1 : Plante saine ; 2 : Début de jaunissement, 3 : Jaunissement de la plante ; 4 :
Début de flétrissement ; 5 : Flétrissement et mort de la plante.

5.2. Interaction Plantes-Fusarium oxysporum

Les interactions entre les plantes et Fusarium oxysporum sont diverses,
complexes et peuvent altérer la physiologie et la morphologie des deux
partenaires. L’agent fongique se développe et détruit les tissus végétaux en
inhibant ou désactivant les mécanismes de défense des plantes, tout en
produisant des toxines spécifiques a I'néte [397]. La pénétration dans la paroi
cellulaire végétale est obtenue par l'action de plusieurs enzymes dégradant la
paroi cellulaire, telles que les cellulases, les pectinases, les lipases et les
xylanases [398, 399].

5.2.1. Enzymes de dégradation des parois cellulaires (CWDE)

La mesure dans laquelle les CWDE contribuent au processus d'infection
n'est pas encore entierement comprise. Comme la plupart des champignons, F.
oxysporum sécréte un éventail de CWDE, comme les polygalacturonases, les
pectates-lyases, les xylanases et les protéases, pendant la pénétration des
racines et la colonisation [390]. Bravo-Ruiz et al. [400], ont démontré que I'action
combinée des exo-polygalacturonases et endo-polygalacturonases est essentielle

dans l'infection des plantes par Fusarium oxysporum.
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5.2.2. Mycotoxines

Les mycotoxines sont des produits chimiques toxiques produits par des
espéces fongiques. Parmi les mycotoxines de Fusarium oxysporum, les plus
concernées sont les Fusarines, les acides fusariques et les Moniliformins.
Comprendre les voies de biosynthése de ces mycotoxines est trés important et

peut avoir un grand impact sur la stratégie de biocontréle [397].
5.2.2.1. Fusarines

Les fusarines sont des composés polycétides avec une 2-pyrrolidone
substituée sur un chromophore polyénique [401]. Certains types, comme fusarine
A, B, C et D (Figure 1.5) ont été décrites depuis Wiebe et Bjeldanes [402] a
Berkeley (Californie, Etats-Unis). Parmi les différents types, la fusarine C a été
isolée et partiellement caractérisée et identifié¢e comme un mutagéne pouvant
inverser certaines souches auxotrophes en souches prototrophes [403]. La
mutagénicité de la fusarine C est accréditée par la présence du cycle époxyde
C13-14, alors que les fusarines A et D sont dépourvues de ce cycle et ne sont pas

mutagénes [404].

Fusarin C

HO\ OH
OH |
HN &
NN Ny

o o Fusarin D o

Figure 1.5 : Structure chimique de la fusarine [397].

5.2.2.2. Acide fusarique

L'acide fusarique (AF) (Figure 1.6), bien connu pour sa phytotoxicité, est
l'une des premieres phytotoxines signalées dans les symptédmes de la fusariose
vasculaire [405]. Il a été démontré que I'AF est capable d’induire a lui seul tous les
symptdmes de la fusariose vasculaire, et que la sévérité de la maladie est d’autant
plus importante que la quantité de I'AF est élevée [406, 407]. La forte phytotoxicité
induite par I'AF peut étre réduite par l'apport exogéne de cuivre, de fer et de zinc.

L'application externe de I'AF réduit le niveau des pigments de chlorophylle et donc
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le taux de photosynthése et du métabolisme cellulaire, provoquant ainsi une

perturbation de la structure cellulaire qui entraine le flétrissement [408].

s

s OH
N

o)

Fusaric acid

Figure 1.6 : Structure chimique de I'acide fusarique [397].
5.2.2.3. Moniliformins

Une autre mycotoxine produite par Fusarium oxysporum (Figure 1.7),
moniliformin a le potentiel d'inhiber la croissance des plantes en réduisant
I'efficacité des pigments photosynthétiques [409], le développement des feuilles et

également la biomasse végétale [410].

O Na*

7\
o o

Moniliformin

Figure 1.7 : Structure chimique des moninilormins [397].

5.2.3. Réponse des défenses chez les plantes

Pendant l'invasion des racines et la colonisation, F. oxysporum est exposeé
a divers mécanismes de défense des plantes, tels que les barriéres physiques et
les composés antifongiques [390, 411]. Le composé antifongique a-tomatine chez
la tomate [412], est capable de former des complexes avec des stérols dans les
membranes fongiques, provoquant ainsi des pores et des fuites du contenu

cellulaire fongique [413, 414].

Lors des modifications chimiques de la paroi cellulaire végétale, les

composés phénoliques solubles, liés a la paroi cellulaire, s'accumulent dans les
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plantes suite a la colonisation fongique ou a des éliciteurs dérivés de champignons
[415, 416, 417]. La plante présente une expression accrue des genes de la voie
phénylpropanoide et une synthése de la lignine, ce qui aide a épaissir la paroi
cellulaire pour empécher une nouvelle pénétration fongique [397]. Wu et al. [418,
419, 420] ont montré que les acides cinnamique, coumarique ou vanillique
augmentaient la production de mycotoxines chez F. oxysporum (principalement
I'acide fusarique) et I'activité des enzymes hydrolytiques, telles que la pectinase, la
cellulose et I'amylase (uniquement en présence d'acides cinnamique et vanillique).
En méme temps, ces composés ont eu un effet inhibiteur sur la croissance et / ou
la germination de F. oxysporum. Apparemment, les flavonoides et les composés
phénoliques produits par les plantes peuvent avoir une fonction protectrice en
réduisant la croissance fongique et donc la maladie, mais peuvent également avoir
une fonction favorisant la maladie lorsque les niveaux de mycotoxines et les
activités enzymatiques hydrolytiques augmentent excessivement [380]. Maier et al.
[421] ont démontré que les souches fongiques productrices de la toxine
désoxynivalénol (DON), empéchaient I'épaississement des parois des cellules
hotes ; par conséquent, il a été conclu que le DON facilite la propagation de
l'infection [397].

5.3. Epidémiologie et lutte

Fop peut survivre dans le sol durant plusieurs années [391]. Ce
champignon peut étre transmis d’un champ a l'autre de différentes fagons, par le
matériel agricole, le sol infecté, les plantes contaminées, l'eau, le vent et par
rhomme. Il a été démontré que le facteur prédominant de la transmission de la
fusariose reste les activités humaines [32, 422]. La transmission de la fusariose
vasculaire du pois peut se faire aussi par les semences contaminées, en

particulier dans le cas de la race 2 [32, 391].

Concernant les races 1, 5 et 6, le degré de pertes et de propagation
de la maladie dépendent de la quantité d’inoculum, de la température (T°
optimale= 20-21°C), mais aussi des cultivars [32, 391]. Pour la race 2, elle
provoque généralement la mort de 1- 3% des plantes dans les champs
contaminés. Cependant dans des conditions idéales pour I'agent pathogene
(Texture grossiére du sol dont la température avoisine les 24°C), les pertes
peuvent étre plus importantes, et des champs entiers peuvent étre détruits
[32, 391, 395].
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Parmi les méthodes de luttes contre la fusariose vasculaire du pois
(culturale, génétique, chimique et biologique), celle qui reste performante a ce jour,
lorsqu’elle est disponible, est l'utilisation des variétés résistantes [32, 378, 423].
Malheureusement cette méthode n’est pas toujours facile a obtenir en plus du
développement de nouvelles races des agents pathogénes résistantes a I'hote
[378].

Pour compléter la résistance génétique, la rotation des cultures est
une bonne pratique qui contribue a réduire les dégats provoqués par I'agent
pathogene. Cependant, la rotation de culture n’a que des effets minimes sur
la réduction de la maladie, non seulement parce que les chlamydospores
de Fop ont une durée de survie tres longue, mais aussi parce que
inoculum peut se multiplier sur les racines des plantes infectées et des
plantes non-hétes. Néanmoins, une rotation de cinqg ans peut aider a

prévenir la fusariose vasculaire du pois [396].

Face a une maladie vasculaire, l'utilisation de fongicides a action
systémique est envisageable [424]. Cependant, la répartition des chlamydospores
a des grandes profondeurs et sur de vastes étendus, ainsi que le colt élevé des
opérations de lutte, font que toute tentative de traitement chimique est vouée a
priori a I'échec. Le traitement chimique est considéré comme une solution de
facilité, contrairement a la Ilutte biologique qui demande davantage de

connaissance et d’'observation, mais a long terme, elle est plus intéressante [425].

La lutte biologique vis-a-vis des champignons telluriques phytopathogénes,
basée sur [l'application des PGPR est considérée comme une méthode
prometteuse. Un nombre important de biopesticides a base de Pseudomonas spp.
fluorescents et de Rhizobium ont déja été commercialisés [208]. Avec un arsenal
de métabolites secondaires, les Pseudomonas spp. fluorescents sont désormais
utilisées comme biopesticides [426], et sont commercialisés a I'échelle mondiale
sous forme de Dbioinoculants [427, 428]. L'utilisation commerciale de
bioformulations a base de Pseudomonas spp. est assez récente par rapport a
'utilisation des biofertilisants (Rhizobiums) ou de biopesticides (Bacillus
thuringiensis) et n’a commencé que dans les années 1970 [429]. Mais bien que
prometteurs, la part en pourcentage des produits de biocontrble a base de
microorganismes reste infime par rapport aux applications des intrants chimiques.
L'utilisation de métabolites de PGPR pour la bioformulation est en plein

développement. Il n'y a aucun doute sur leurs performances, cependant, le besoin
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est de les utiliser de maniére bien meilleure avec des bioproduits fiables. Cela peut
étre réalisé par une approche globale qui permet [I'utilisation d'outils
métabolomiques, moléculaires et bioinformatiques pour le développement les

bioformulations futures [1].
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CHAPITRE ll- MATERIEL ET METHODES

1- PRESENTATION DES EXPERIMENTATIONS

Le pathosysteme Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop) / Pisum sativum |/
Rhizobactéries (Rhizobia, Pseudomonas spp.), au niveau de la rhizosphére, est
soumis aux actions directes de nombreux facteurs, notamment le génotype
végeétal et les mécanismes déployés chez les microorganismes impliqués : que ce
soit le pathogéne (Fop) ou les antagonistes (rhizobactéries). En raison de la
complexité d’'une telle interaction, il devient difficile d’évaluer les paramétres
recherchés ; donc nous avons adopté une démarche expérimentale, basée sur
des approches in vitro et in situ pour, éventuellement, mieux corréler et mette en
évidences les effets de biocontrble des Rhizobiaceae et des Pseudomonas vis a
vis de la fusariose vasculaire du pois. En plus des observations portant sur les
modifications phénotypiques symptomatologiques, traduisant I'expression des
infections, nous avons recherché a évaluer la colonisation et les effets de la
pathogénése par voie histologique, biochimique et moléculaire. En somme, nous

avons réalisé :

1. Essais in vitro pour étudier le potentiel de nos souches
rhizobactériennes sur l'inhibition de la croissance mycélienne, de la
germination conidienne et de I'élongation du tube germinatif de Fop.

2. Essais in situ, ou le taux d’infection de la maladie (fusariose vasculaire
du pois), sa séverité et son évolution ont été évalués.

3. Quantification de Fop au niveau du collet (plants de pois) par PCR
quantitative (QPCR).

4, Etude histologique, sur des plants de pois, en présence et en absence
de Fop et/ou de rhizobactéries.

5. Détection et quantification, par HPLC, de métabolites secondaires
chez des plants de pois, en présence et en absence de Fop et/ou de

rhizobactéries.
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2. ESSAIS D’ANTAGONISME

Les essais ont été réalisés au niveau du Laboratoire de Protection et de
valorisation de Ressources Agro-Biologiques (Faculté SNV, Université Blida 1),
durant les années 2016-2018. Il s’agit de mettre en évidence in vitro et in situ les
potentialités phytoprotectrices et phytostimulantes de Pseudomonas fluorescens et
de Rhizobium leguminosarum bv. viceae vis-a-vis de la fusariose vasculaire de

pois.
2.1. Souches bactériennes

Les expérimentations ont été réalisées avec des souches sélectionnées de
Pseudomonas fluorescens et de Rhizobium leguminosarum (Tableau 11.1). Deux
souches de P. fluorescens : BB10 et F21, ayant fait I'objet de nombreux travaux
antérieurs, permettant leur sélection sur la base de leurs potentialités
d’antagonisme et de phytostimulation [372, 373, 430]. Deux autres souches
rhizobiennes sont  également  expérimentées pour leurs  potentialités
phytoprotectrice, phytostimulante et éventuellement symbiotique : Rhizobium
lequminosarum bv. viceae (RIv) et son mutant (MRIv), dont le géne nodulant a été

supprime.

La pureté des souches a été vérifiée, aprés plusieurs repiquages, sur le
milieu B de King (KB) [431], pour P. fluorescens et sur YMA (Yeast Mannitol Agar)
[432], pour R. leguminosarum bv. viceae (Annexe A). Les cultures bactériennes
obtenues, aprés incubation de 24 a 48 heures a 25 °C, sont purifiées et

conservées a 4°C.

Tableau Il.1 : Souches bactériennes

PGPR Souche Origine
Pseudomonas Pf BB10 Laboratoire de Protection et de
fluorescens valorisation de Ressources Agro-
Pf F21 Biologiques de l'université de Blida 1

(LPVRAB).

Rhizobium RI. bv. viceae (RIv) Laboratoire de I'amélioration
] génétique des plantes contre les
leguminosarum stress Dbiotiques et abiotiques de

linstitut de l'agriculture durable (IAS-

CSIC, Cordoue, Espagne).

Rl.  bv. viceae (MRIv)
(mutant)
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2.2. Souches fongiques

Dans les essais phytopatholgiques, nous avons utilisé quatre souches de
Fusarium oxysporum f. sp. pisi, dont trois sont de la race 2 (R2F42, Arg1, Arg3) et
une de la race 1 (R1) (Tableau I1.2).

La purification de ces isolats fongiques a été réalisée aprés plusieurs
repiquages, de disques myceliens de chaque culture, en boites Pétri sur le milieu
PDA (Potato-dextrose-Agar) [433] (Annexe A). L'incubation a été effectuée a 25°C
pendant sept jours, pour s’assurer de la stabilité des caractéres

macromorphologiques.

Tableau 11.2 : Isolats de Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop)

Isolats de Fop Races Origine

Fop R1 Race 1 Institut de I'agriculture
durable IAS-CSIC, Cordoue,

Fop R2F42 Race 2 Espagne

Fop Arg1 Race 2 Laboratoire de Protection et

de valorisation de
Ressources Agro-

Fop Arg3 Race 2 Biologiques (Université de
Blida 1).

2.3. Matériel végétal

Les essais sont conduits avec trois génotypes de pois (Pisum sativum L):
deux génotypes sélectionnés a I'établissement IAS-CSIC (Cordoue, Espagne) et

un génotype cultivé localement en Algérie (Tableau 11.3).

Tableau 11.3 : Origine des trois génotypes de pois (Pisum sativum)

Code des génotypes Origine

JI 1412 Institut de I'agriculture durable (IAS-

CSIC, Cordoue- Espagne)
P21

Institut Technique des Grandes

Kelvedone Wonder Peas (KWP
( ) Cultures (ITGC, Sétif — Algérie)
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2.4. Antagonisme in vitro

Les tests d’antagonisme in vitro ont été effectués avec P. fluorescens BB10
et F21 vis-a-vis des quatre isolats de Fop, agent causal de la fusariose vasculaire
du pois (Tableau I1.2). Ces tests concernent linhibition des activités de la
croissance mycélienne, de la germination conidienne et de I'élongation du tube

germinatif.

Nous avons également testé les potentialités antagonistes des deux
souches de Rhizobiums face aux deux races de Fop (R1 et R2F42), par des tests

d’inhibition de la croissance mycélienne.

2.4.1. Inhibition de la croissance mycélienne

Pour la comparaison, nous avons utilisé les cultures fongiques seules. Les
inhibitions de la croissance mycélienne ont été effectuées en trois répétitions sur

cing milieux gélosés :

= Les milieux favorables au développement des bactéries : KB
(pour Pseudomonas) et YMA (pour Rhizobium),

= Le milieu PDA, favorable au développement de [I'agent
fongique.

= Les deux mixtures des milieux précédents : mixte 1 (50% KB +
50% PDA) pour l'intéraction P. fluorescens - Fop, et mixte 2
(50% YMA + 50% PDA pour linteraction R. leguminosrum bv.

viceae - Fop).

L’évaluation de l'activité inhibitrice est testée selon la méthode des spots
[433] (Figure 11.1), qui consiste a mettre au centre de la boite Pétri un disque
gelosé de Fop (¢ 0.5 cm), issu d’'une culture de 7 jours sur milieu PDA. Quatre
disques de papier filtre (¢ 0.5 cm) stériles imbibés d’'une suspension bactérienne
d’une concentration de 10° CFU/mI ont été déposés sur la surface des milieux
gelosés a la périphérie de la boite Pétri contenant le milieu gélosé testé.

Aprés 7 jours d’incubation a 25 °C, les mensurations des diamétres de
croissance de Fop ont été effectuées afin d’évaluer les effets de [lactivité
inhibitrices des PGPR testés.
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Spots imprégnés de
creme bactérienne

A
Disque mycélien de l'isolat
fongique pathogene (Fop)

Figure I1.1 : Essai d’antagonisme in vitro entre les souches bactériennes et
Fusarium oxysporum f. sp. pisi.

2.4.2. Inhibition de la germination conidienne

L’inhibition de la germination conidienne des isolats fongiques de Fop (R1,
R2F42, Arg1 et Arg3) a été testée par leur confrontation avec P. fluorescens
(BB10 et F21). Pour ces essais, les milieux de cultures, utilisées précédemment,
sont préparés a l'état liquide sans gélose (KB, PDB, mixte 1). L’évaluation des
actions inhibitrices de la germination conidienne a été testée selon la méthode
décrite par Fuches et Defago [434], qui consiste a mettre 1ml de suspension de la
bactérie antagoniste (10° CFU/ml), agée de 24 heures dans le milieu liquide, 24 h
avant l'introduction d’un volume identique de la suspension conidienne de Fop
(5.108 conidies / ml). Les témoins sont préparés dans les mémes conditions mais

sans les souches bactériennes.

La germination des conidies a été observée au microscope optique (G:
10%40) aprés 6h, 12h et 24h, a la température ambiante (18 a 23 °C), sous
agitation continue durant quatre jours (170 rpm). Trois échantillons par traitement
ont été observés, en calculant le pourcentage de conidies germées, sur trois
prélevements indépendants. Pour chaque préléevement, les observations portent
sur trois champs, aléatoires, visionnés différemment. La germination est effective
si la longueur du tube germinatif est au moins 2 fois supérieur a la longueur de la
conidie. L’évaluation de I'inhibition de la germination conidienne est calculée selon
le rapport établi entre la germination des conidies de Fop, ayant été confrontées
aux souches bactériennes, et la germination moyenne des témoins incubés sans

interaction avec les bactéries.
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2.4.3. Inhibition de I’élongation du tube germinatif

Le but de cet essai est de vérifier le pouvoir inhibiteur des deux souches
bactériennes BB10 et F21 sur I'élongation du tube germinatif de Fop. Apres
étalonnage du microscope optique (1 graduation sur lame micrométrique
correspond a 9,58 um, G: 10 x 40), nous avons mesuré la longueur des tubes
germinatifs des conidies germées, a raison de trois répétitions par traitement. Les
taux d’inhibition sont calculés relativement aux témoins, sans bactéries, dans

chaque milieu de culture.
2.5. Antagonisme in situ

Les PGPR, symbiotiques et non symbiotiques, stimulent la croissance des
plantes et leur résistance aux stress, par le biais de divers mécanismes d’action
(absorption d’éléments nutritifs, antibiose, compétition, ISR, ...etc), agissant
directement et/ou indirectement. Avec ces essais d’antagonisme in situ, I'objectif
étant d’évaluer les potentialités antagonistes de nos rhizobactéries vis-a-vis de la
fusariose vasculaire du pois et de sa phytostimulation. Les essais ont été conduits
en conditions semi-controlées, sous serre en verre, selon les combinaisons

suivantes :

e P. fluorescens (BB10 ou F21) vis-a-vis de Fop (R1, R2F42, Arg1 ou Arg3), en
interaction avec trois génotypes de pois (Tableau 11.3) sélectionnés par le
laboratoire Espagnol (Projet de coopération), suite a des études préliminaires
visant a étudier le comportement d’'une sélection de génotype de pois.

e R. leguminosarum bv. viceae (Rlv ou MRIv) vis-a-vis de R1 ou R2F42, en
interaction avec les mémes génotypes de pois.

e Application de la combinaison de deux souches rhizobactériennes (Pf F21 +
Rlv) face a Fop R2F42, testée antérieurement comme la plus agressive, en

interaction avec les trois génotypes de pois.

2.5.1. Désinfection des semences

Les graines de pois sont désinfectées par trempage dans I'hypochlorite de
sodium (1%, 30 min), suivi de deux ringages a I'eau distillée stérile durant 20 min
chacun, puis séchées sur papier filtre stérile. Ces graines sont enveloppées dans
du papier Whatman humide stérile en boites Pétri, couvertes avec du papier
aluminium a l'abri de la lumiére. Les boites sont placées a 4 °C (réfrigérateur)

pendant quatre jours pour stratifier les graines et synchroniser leur germination,
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avant leur incubation a 20 °C pendant deux jours. Les graines germées sont

transférées dans des pots en plastique (50 cl) contenant 20 g de perlite.
2.5.2. Préparation des inoculums microbiens

L’'inoculum bactérien est préparé avec une créme bactérienne, agée de
24h, cultivée sur le milieu KB pour P. fluorescens et sur YMA pour R.
leguminosarum bv. viceae. Les suspensions bactériennes sont préparées dans de
leau distillée stérile, ajustée & I'aide d’un spectrophotométre (Shimadzu) a 10°
CFU/ml (D.O = 0,8). Dans chaque pot de perlite nous avons déposé un lit de

tourbe (épaisseur de 1cm), arrosé avec 10 ml de cette suspension bactérienne,

Afin de préparer I'inoculum nécessaire a linfection des plants de pois, les
isolats de Fop (R1, R2F42, Arg1 et Arg3) ont été d’abord cultivés sur milieu PDA
pendant sept jours a 25 °C. Les cultures obtenues sont raclées et mises sous
agitation continue (170 rpm) dans le milieu PDB durant quatre jours. La
concentration de chaque suspension conidienne a été ajustée a 5 X 10°
conidies/ml a I'aide d’une cellule de Malassez, observée au microscope optique
(G : 10 x 40).

2.5.3. Inoculation des plantes

Au stade deux a trois nceuds (Figure 11.2.a), nous avons appliqué la
bactérisation des plantules avec les suspensions bactériennes (BB10, F21, Rlv ou
MRIv) 24h avant l'inoculation de chaque isolat de Fop (Figure 11.2.b). L’inoculation
fongique s’est effectuée par immersion des racines, coupées a 1/3 de leur volume,
durant 5 min, selon la méthode « trimmed root dipping » (Figure 11.2.c) [435]. Les
plants témoins ont été maintenus sans bactérisation : les témoins négatifs (T-)
sont inoculés uniquement avec de I'eau distillée stérile et les témoins positifs (T+)

sont inoculés avec chaque suspension conidienne des quatre isolats de Fop.
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Figure 11.2. : Inoculation des plantes

a. Stade d’inoculation ; b. Inoculation bactérienne ; ¢. Inoculation fongique
2.5.4. Dispositif expérimental

Les essais expérimentaux in situ ont été conduits selon un dispositif
composé de deux blocs aléatoires complets. Chaque bloc renferme 66 traitements
(T1 a T66) : Facteur 1 (22 inoculations) x Facteur 2 (3 génotypes de pois) Tableau
1.4

Les 22 inoculations (EDS, 4 souches fongiques, 4 souches bactériennes et
13 interactions bactéries-Fop) pour chaque génotype (JI11412, P21 ou KWP).
Chaque traitement est représenté par 6 plants de pois, soit un total de 132 plants /
bloc, c'est-a-dire 264 plants au total (Figure 11.3 et Tableau 11.4).

Figure 11.3. : Dispositif expérimental
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Tableau I1.4 : Traitements étudiés

Géno

Génoty K types

pes w Ji141

Inoculations Ji1412 P21 P Inoculations 2 P21 KWP

EDS T1 T23 T45 R1 X RIv T12 T34 T56
Fop R1 T2 T24 T46 R1 X MRIv T13 T35 T57
Fop R2F42 T3 T25 T47 R2F42 X BB10 T14 T36 T58
Fop Arg1 T4 T26 T48 R2F42 X F21 T15 T37 T59
Fop Arg3 T5 T27 T49 R2F42 X RIv T16 T38 T60
BB10 T6 T28 T50 R2F42 X MRIv T17 T39 T61
F21 T7 T29 T51 R2F42 X RIv X F21 T18 T40 T62
Rlv T8 T30 T52 Arg1 X BB10 T19 T41 T63
MRIv T9 T31 T53 Arg1 X F21 T20 T42 T64
R1 X BB10 T10 T32 T54 Arg 3 X BB10 T21 T43 T65
R1 X F21 T11 T33 T55 Arg3 X F21 T22 T44 T66

2.5.5. Parametres étudiés

Concernant les activités d’antagonisme bactérien (biocontréle), le suivi de
I'apparition et de I'évolution de la fusariose vasculaire du pois, a été évalué selon
trois paramétres : le taux d’infection (Tl %), la sévérité (S) de la maladie et le
calcul de I'AUDPC (Area Under the disease progress curve). Les effets de
phytostimulation sont mesurés avec des pesées des biomasses fraiches et séches
des parties aériennes et souterraines des plants, ainsi que le dénombrement des

nodules éventuellement formés sur les racines.

Le suivi de la fusariose vasculaire du pois commence dés I'apparition des
premiers symptdmes caractéristiques (7 jours aprés 'inoculation fongique), durant
tous les trois jours jusqu’au jour 31. Les notations du développement de la maladie
sont réalisées a l'aide de I'échelle symptomatologique, adaptée, a cing degrés
différentiels représentant les symptémes typiques de la fusariose vasculaire du
pois (Figure 11.4) [430, 436, 437, 438].
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Figure 1.4 : Echelle de I'évaluation des symptomes typiques de la
fusariose vasculaire de pois : (1) feuille verte saine ; (2) début de
jaunissement de la feuille ; (3) jaunissement total de la feuille ; (4) début
de flétrissement ; (5) flétrissement total et mort de la feuille [437] (Bani et
al., 2012).

2.5.5.1. Taux d’infection

Le taux d’infection (indice de la maladie), a été évalué au jour 31 aprés
inoculation, en calculant le pourcentage des feuilles symptomatiques sur le

nombre total des feuilles de chaque plant :

Taux d’infection (Tl %) =nombre de feuilles infectéesx 100

nombre total des feuilles

2.55.2. Sévérité de la maladie (S)

La séveérité, exprime le degré de virulence atteint selon le stade

d’observation, est calculé comme suit :

= (Axf1)+(2xf2)+(3xf3)+(4xf4)+(5xf5)

S F

Avec :

- 1,2,3, 4 et5: représentent le degré symptomatologique (Figure 11.4)

- 1, 2, 13, f4 et f5: nombre de feuilles atteintes, successivement, selon les
degrés symptomatologiques (1 a 5)

- F : nombre total des feuilles

Pour s’assurer de la présence de symptdbmes internes, typiques de la
fusariose vasculaire, des coupes longitudinales au niveau du collet ont été
réalisées pour détecter le brunissement des vaisseaux conducteurs de xyléme.
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2.5.5.3. AUDPC

L’AUDPC (Area under the disease progress curve) (Teng et James, 2002),
consiste a mesurer l'aire de progression de la maladie durant la période
d’expérimentation, c’est a dire le temps de suivi et de déroulement de

I'expérimentation.
AUDPC =} [(xi+ Xi+1) / 2] * (tis1 — t)
Avec:
X; : sévérité de la maladie au temps i

X i+ : Sévérité de la maladie au temps i+1
ti+1 —t: nombre de jours entre i et i+1

2.5.5.4. Biomasses fraiche et séche

A la fin de 'expérimentation (31 jours), les poids frais et secs des racines et
de la partie aérienne des plantes ont été mesurés, sur des plants coupés au
niveau du collet. Les poids frais de la partie aérienne (tige + feuilles), et de la
partie souterraine (racines) ont été déterminés immédiatement aprés les coupes.
Les matiéres séches, des biomasses aérienne et racinaire, sont pesées aprés

étuvage (65°C) jusqu'a ce que le poids final se stabilise (48h).
2.55.5. Dénombrement des nodules

Afin de déterminer 'action de la fusariose vasculaire, s’il y a nodulation, un
dénombrement des nodules est effectué sur les racines des plants bactérisés,

avec les souches Rhizobium leguminosarum bv. viceae (RIv).

2.5.6. Analyse statistique

Chaque paramétre (Taux d’infection, sévérité de la maladie, AUDPC et
biomasses) a été exprimé en moyenne + Ecart type, et analysé statistiquement en
utilisant le test ANOVA (Analyse de la variance), a I'aide du logiciel SPSS (version
25.0). Dans les traitements ou les différences sont significatives, les moyennes ont
été comparées par le test de Tukey, selon la plus petite différence significative

(ppds) au risque d’erreur de 5 % (P < 0,05).

Une analyse de corrélation (test de Pearson), entre les taux d’infection et

les sévérités de la maladie, a été réalisée avec le méme logiciel.
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3. DETECTION ET QUANTIFICATION DE LA MALADIE

Certes les expressions symptomatologiques sont une étape indispensable
pour les observations et le suivi de la maladie (fusariose vasculaire du pois),
néanmoins les techniques de détection et de quantification des agents microbiens
(bactéries et champignon) peuvent donner plus de certitude scientifique a nos
expérimentations. A cet effet, nous avons réalisé au niveau du laboratoire de
'amélioration génétique des plantes (IAS-CSIC, Cordoue -Espagne) des analyses

portant sur :

1. Quantification de Fop au niveau du collet des plants de pois infectés
(bactérisés et non bactérisés).
Amplification du géne nod de la souche Rhizobium RIv.
Comportement histologique chez des plants de pois bactérisés (en
présence et en absence de Fop).

4. Détection et quantification des métabolites secondaires.

3.1. Quantification de Fop

L’objectif de ces tests est de déterminer I'effet de la bactérisation sur la
progression et la densité de Fop au niveau du collet des plants infectés. Ainsi,
aprés 7 jours de I'inoculation, nous avons recherché le pathogéne Fop, a travers la
quantification de son ADN, en présence et en absence de Pseudomonas

fluorescens.
3.1.1. Bactérisation et inoculation des plants tests

La souche PGPR utilisée dans cette expérimentation face a Fop R2F42,
est Pseudomonas fluorescens C7R12, isolée en France de la rhizosphére du lin
(Linum usitatissimum). Cette souche se caractérise par sa grande aptitude de
biocontrole et a fait I'objet de nombreux travaux expérimentaux [166, 439, 440,
441]. Le génotype de pois « Alexandra » est considéré parmi les plus cultivés. Les
opérations de bactérisation et d’inoculation du pathogéne ont été effectuées, selon
les procédures appliquées précédemment (cf. : 2.5.3), en trois répétitions, avec

ces traitements :

e EDS : plants inoculés uniquement avec de I'eau distillée stérile.
e C7R12: plants inoculés uniqguement avec la souche bactérienne PGPR.
e FopR2F42 : plants inoculés avec la suspension conidienne de la souche

Fop.
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e FopR2F42 X C7R12: plants correspondant a [linteraction agent
pathogéne-PGPR.

Le taux d’infection et la sévérité de la maladie ont été évalués (cf. : 2.5.5.1
et 2.5.5.2), afin de mettre en relation I'expression symptomatologique avec la
quantité d’ADN de FopR2F42, éventuellement présent, au niveau du collet des

plants de pois testés.
3.1.2. Extraction de I’ADN fongique

La procédure d'extraction d'ADN a été adoptée, avec quelques
modifications, a partir de la méthode de Raeder et Broda [442]. Les collets des
plants, selon les traitements étudiés, ont été broyés en une poudre fine sous azote
liquide avec un mortier et un pilon stériles. 1 ml du tampon d'extraction CTAB
[100mI H,O + 1,21 Tris-HCI (pH 8,0) + 0,744g EDTA + 8,18g Nacl + 2g CTAB] est
additionné a 200mg de la poudre obtenue, et homogénéisés dans des tubes (5
min a vitesse maximale du vortex). 4ul de B-mercaptoéthanol ont été ajoutés, suivi
d’1ml de chloroforme-octanol (24 :1, v/v). Les mélanges obtenus sont passés au
vortex (15 s), puis incubés, consécutivement, & 65 °C (30 min) et a 21 °C (15 min),
avant leur centrifugation a 21 °C (5 min, 7000 g). Les surnageants ont été
récupéres dans des Eppendorf, remplis avec de I'éthanol (100%) et incubés a - 80
°C pendant 30 min. Les tubes ont été centrifugés a 21 °C (5 min, 13000 g). Aprés
élimination des surnageants, les culots sont récupérés, auxquels 1ml d’éthanol
(70-74%) a été ajouté, avant de subir une autre centrifugation a 21 °C (10 min,
10000 g). Les surnageants ont été éliminés, et chaque culot a été séché au
speedvac durant 2h. Les culots ont été resuspendus dans 50 pl d’'H,O extra-pure +
4ul d’ARNase A, puis incubés a 37°C pendant 1h. Avant de procéder a la qPCR.
Afin de contréler la pureté de 'ADN, 1 ul de chaque échantillon a été séparé par
électrophorése sur gel d’agarose (0,7%), en paralléle tous les échantillons ont été

dilués a 10 ng/pl et ont été quantifiés trois fois a I'aide d’'un Nanodrop.
3.1.3. Réactions qPCR

Les réactions qPCR ont été réalisées dans un systéme de détection PCR
en temps réel Applied Biosystems StepOne™ (systéme StepOne™). La réaction
PCR (10 ul de Meastermix, 0,4 pl de chaque amorce FOR1/FOF1, 4 pl d'ADN, et
5,2ul H,O extra-pure) est soumise a 40 cycles (95 °C, 2 min ; 65 °C, 30 sec; 72
°C, 30 sec; et 79 °C,10 sec ; 95 °C, 1 min). Apres le cycle d'amplification final, une
courbe de fusion a été réalisée en mesurant la fluorescence en continu, lors du

chauffage progressif de 60 °C a 95 °C a la vitesse de 0,5 °C par seconde.
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Pour quantifier TADN, une grille de 48 puits a été utilisée (Tableau I1.5), ou

'ADN référence de Fop R2F42 a été soumis a la gPCR a différentes
concentrations (10 ng/pl, 1 ng/pl, 0,1 ng/ul, 0,01 ng/ul et 0,001 ng/ul). Deux autres
concentrations d’ADN de Pisum sativum (génotype messire) (1ng/pl et 0,01 ng/ul)
ont été rajoutées a la grille pour s’assurer que les tissus végétaux n’interferent pas
dans les résultats de la gPCR. Les valeurs de quantification ont été
automatiquement déterminées par le logiciel du systéme optique StepOne™
(Software v2.1) et les valeurs du cycle de seuil Ct (Threshold Cycle) ont ainsi été
obtenues. La courbe standard est un tracé de la concentration d'ADN (Ct) en

fonction du logarithme log(ADN).

Dans toutes les expériences, des témoins négatifs appropriés ne contenant
pas de matrice ont été soumis a la méme procédure, pour exclure ou détecter une

éventuelle contamination d'ADN.

Tableau I1.5. : Grille de gPCR

1 2 3 4 5 6 7 8
A 0 0 0 EDS1 EDS1 EDS2 EDS2 EDS3
B| EDS3 | Fopi Fop1 Fop2 Fop2 Fop3 Fop3 F°pC17 R12-
Fop - FopC7R1 | FopC7R1 | FopC7R12- ) ) ) )
C C7R12-1 2.2 ) 3 FopC7R12-3 | C7R12-1 C7R12-1 C7R12-2
Messire Messire Messire Messire ADN Fop
D| C7R12-2 | C7R12-3 | C7R12-3 (4nglul) (4ng/ul) (0,04ng/ul) | (0,04ng/ul) (40ng/ul)
E ADN Fop | ADN Fop | ADN Fop | ADN Fop ADN Fop ADN Fop ADN Fop ADN Fop
(40ng/yl) | (40ng/pl) | (4ng/ul) (4ng/ul) (4ng/ul) (0,4ng/ul) (0,4ng/ul) (0,4ng/ul)
ADN Fop | ADN Fop | ADN Fop | ADN Fop ADN Fo ADN Fop
F | (0,04ng/ul | (0,04ng/u | (0,04ng/ul | (0,004ng/ul P (0,004ng/ul / /
) )\ ) (0,004ng/ul)

Lignes (1 a 8) et colonnes (A a F) correspondent aux dépéts de la plaque gPCR
3.1.4. Analyse statistique

Chaque parameétre (Taux d’infection, sévérité de la maladie, quantification
ADN de Fop R2F42) a été exprimé en moyenne = Ecart type, et analysé
statistiquement par le test ANOVA (Analyse de la variance), a l'aide du logiciel
SPSS (version 25.0). Pour les traitements dont les différences sont significatives,
les moyennes ont été comparées par le test de Tukey, selon la plus petite

différence significative (ppds) au risque d’erreur de 5 % (P < 0,05).
3.2. Amplification des génes nod

L’amplification des génes nod, chez la souche Rhizobium

leguminosarum bv. viceae (Rlv) (Tableau II.1), a été réalisée, avec

comparaison au profil génétique de la souche de référence R.
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leguminosarum bv. viceae 384. Ainsi, la comparaison des principales
séquences génétiques, codant pour le processus de nodulation, sont

analysées par PCR (Polymérase Chain Reaction).

L’extraction des ADN génomiques de la souche rhizobienne s’est
effectuée suivant le protocole (cf.: 3.1.2) rapporté par Reader et Broda
[442].

L’amplification par PCR a été réalisée avec quatre amorces spécifiques :

e Rvsym1F : 5-CCCCAAGGCCTGCTTTTATG-3’

e Rvsymi1R : 5-CATCAACCTCAGCCAACCCGC-3
e Rvsym2F : 5-TGGGCGACGAAACAACTT-3

e Rvsym2R : 5-ATCGTTAAGCAGCATTCATCAC-3

Rvsym1F/Rvsym1R correspondant a la région Nod L —> Nod D
Rvsym2F/Rvsym2R correspondant a la région Nod A — Nod J

Chaque mélange réactionnel de 20 ul contient 50 ng d’ADN, ADN
polymérase BioTaq (BIOLINE), tampon PCR, 2,5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTP
et 15 yM de chaque amorce, est soumis a une amplification de 30 cycles (95 °C,
30 sec; 54 °C, 30 sec; 72 °C, 5 min) suivi d’'une étape finale a 72 °C pendant 10

min).
Aprés I'amplification, la visualisation des ADN est réalisée par
électrophorése sur gel d’agarose (0,7g d’agarose dans 100ml de Tris-

acétate "TAE"), la tailles des fragments du géne nod de notre souche RIv

est comparée a celle de la souche de référence.

3.3. Détection des métabolites secondaires

Cette expérimentation a été réalisée en deux parties: la premiére,
effectuée en 2016, visait a déterminer le comportement histologique de deux
genotypes de pois (JI1213 et Messire) infectés avec Fop R2F42 en présence et en
absence de Pseudomonas fluorescens. La seconde partie, réalisée en 2019, pour
la détection et la quantification des métabolites secondaires par des analyses
HPLC (High Performance liquid chromatography) chez le génotype de pois

(Alexandra) bactérisé (en présence et en absence de Fop).

A la fin de cette expérimentation, un essai in vitro a été effectué, afin de

déterminer 'effet de certains composés phénoliques sur le pathogéne Fop R2F42.
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3.3.1. Détection histologique

Au préalable, nous avons sélectionné deux génotypes de pois avec des
comportement variables vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop):
(JI1213) est sensible alors que (Messire) est partiellement résistant. Les
inoculations ont été réalisées avec Fop R2F42, en présence et en absence des

deux souches de Pseudomonas fluorescens (B32 ou B9) (Tableau I1.6).

Nous avons expérimenté 10 traitements au total, soit cing traitements par

genotype, en trois répétitions (Tableau 11.6) :

¢ Traitements bactérisés uniquement, selon les souches : T2, T3, T7 et
T8 ;

¢ Traitements inoculés avec le pathogene uniquement Fop R2F42 : T1
et T6 ;

e Traitements des interactions pathogéne-bactéries: T4, T5, T9 et
T10.

Tableau I1.6: Traitements étudiés

Fop Fop
Interactions : R';f:'zz BF;fZ BP; R2F42- R2F42-
Pf B32 Pf B9
Génotypes
de pois
. T1 T2 T3 T4 T5
Messire
Ji1213 T6 T7 T8 T9 T10

La visualisation du comportement histologique a été réalisée selon

les étapes suivantes :

o Fixation : de longs fragments de racines, de chaque traitement,
ont été fixés avec une solution de Karnovsky (5% glutaraldéhyde
+ 4% de formaldéhyde dans 0,025 M de tampon cacodylate +
0,5 mg CaCl2), durant quatre heures a température ambiante.
Puis les échantillons ont été lavés trois fois avec 0.025 M de
tampon cacodylate pendant 20 min chacun, avant d’étre
déshydratés dans une série de concentration croissante éthanol
- eau (50%, 80%, 95% pendant 12h chacun).
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o Infiltration : Les échantillons ont été transférés dans une
solution 1 :1 éthanol — solution d'imprégnation (résine de base
Leica Historesin + activateur de résine de base Leica Historesin)
durant 12h, puis dans la solution d'imprégnation pure durant au

moins quatre heures a température de 4 a 10 °C.

¢ Inclusion : les fragments racinaires ont été mis dans une
solution de 15ml de solution d’imprégnation pure a laquelle on
ajoute 1 ml de solidificateur Leica Historisin durant 24h (Pérez-

De-Luque et al., 2007), formant ainsi des blocs (Figure 11.5).

e Coupes : elles ont été réalisées a I'aide d’'un microtome rotatif semi-
automatique, fixées sur lame en verre a l'aide de FAA (Formalin-Acide
acétique-Ethanol), et colorées avec 0.1 % de Toluidine blue (TBO)

pendant 5 min, suivi de deux ringages a 'eau, puis séchées.

e Observations : les coupes sont observées au microscope (G : 10X40
et 10X100) (Leica DMLB, Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar,
Germany), et photographiées avec un appareil numérique (Nikon
DXM1200F; Japan) [443] (Pérez-De-Luque et al., 2007).

Figure 1.5 : Blocs de résine
3.3.2. Recherche des métabolites secondaires

Dans cette expérimentation, le but est la mise en relation du comportement
des plants de pois (taux d’infection, sévérité de la maladie, biomasses fraiche et
séche) avec la quantification des métabolites secondaires, selon les traitements
étudiés (EDS, Fop R2F42, C7R12, et FopR2F42 X C7R12).

3.3.2.1. Extraction des substances organiques

Selon la méthode de Treki et al. [444], les racines de chaque traitement ont

été broyées en poudre fine, sous azote liquide, avec un mortier et un pilon stériles,
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et mises dans des tubes. 20 ml de la solution [50% méthanol et 0,5% Nacl] a été
ajouté a chaque échantillon, puis mis sous-agitation durant 12h. Le surnagent a
été récupéré dans une ampoule a décanter auquel est ajouté approximativement
le double de son volume en Ethyle-Acétate (Figure 11.6 a). Aprés agitation
manuelle de 'ampoule, deux phases sont formées : La phase apolaire (phase
d’au-dessus) a été récupérée, et le quart du volume précédemment utilisé en
Ethyle-Acétate a été ajouté a la phase aqueuse (phase d’au-dessous). Ces
derniéres sont ainsi récupérées trois fois par utilisation de 'ampoule a décanter,
auxquelles est ajouté par la suite 5g du sodium sulfate afin d’éliminer toutes traces
d’'H,O restantes. Les phases apolaires sont filtrées par utilisation d’'un cheese-
cloth. L’extrait obtenu est concentré a l'aide d’'un Rotavapeur a 30 °C durant

45min, puis dilué a 10 mg/ml dans du méthanol et analysé par HPLC.
3.3.2.2. Quantification des métabolites secondaires

La teneur en métabolites secondaires, dans les extraits organiques
obtenus, a été quantifiée selon la méthode de Preisig et al. [445], par HPLC
(Agilent série 1200) équipée d'un détecteur a barrette de photodiodes (309 nm).
Les extraits organiques dissous dans le méthanol ont été séparés sur une colonne
(Agilent Eclipse XDB-C18) avec une phase mobile d’Acétonitrile : Eau (46 :54,
v/v). Chaque échantillon (20 pl) a été injecté trois fois dans la colonne d’HPLC
(Figure 11.6 b). La détermination quantitative des métabolites secondaires a été
calculée en interpolant la zone des pics chromatographiques avec les données

des courbes d'étalonnage.
3.3.3. Effets des composés phénoliques sur Fop

Afin de déterminer l'influence directe d’éventuels composés phénoliques
sur la croissance mycélienne de Fop R2F42, des mixtures contenant le milieu
minimum Puhalla (MMP) [446] (Annexe A) et des solutions étalons (acide
caféique, vanilline, p-coumarique et d’hydrocinnamique) ont été préparés en deux
concentrations (100 et 50 pM). Comme témoins, les milieux MMP seuls ont été
utilisés.

Un disque gélosé de Fop R2F42 (¢ 0.5 cm) issu d’'une culture de 5 jours
sur milieu PDA, a été mis au centre de chaque boite Pétri. Aprés 7 jours
d’incubation a 25 °C, les taux d’inhibition ont été calculés, relativement a la
croissance mycélienne maximale enregistrée chez les témoins. Quatre répétitions

ont été réalisées pour chaque traitement.
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Figure II.6. : Extraction des métabolites secondaires

a. Séparation des deux phases dans 'ampoule a décanter
b. Injection des échantillons dans 'HPLC

3.3.4. Analyse statistique

Chaque parametre étudié (quantité de métabolites secondaires et les taux
d’inhibition de la croissance mycélienne de Fop R2F42 par les composés
phénoliques) a été exprimé en moyenne * Erreur Standard, et analysé
statistiquement par le test ANOVA (Analyse de la variance), a l'aide du logiciel
SPSS (version 25.0). Pour les traitements ou les différences sont significatives, les
moyennes ont été comparées par le test de Tukey, selon la plus petite différence

sugnificative (ppds) au risque d’erreur de 5 % (P < 0,05).
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CHAPITRE Illl- RESULTATS ET DISCUSSIONS

1. ESSAIS D’ANTAGONISME

1.1. Antagonisme in vitro

Les tests d’antagonisme in vitro montrent que les quatre souches
rhizobactériennes (Pf BB10, Pf F21, RIv et Mutant RIv), exercent des effets antagonistes
vis-a-vis des quatre souches de Fop (Fop R1, Fop R2F42, Fop Arg1 et Fop Arg3), avec
des intensités et des degrés variables. Les variations observées dépendent des
potentialités des souches antagonistes appliquées, mais aussi certainement des milieux
de culture ou les interactions ont été effectuées (KB ou YMA, PD, et milieu KB+PD ou
milieu YMA+PD).

1.1.1. Inhibition de la croissance mycélienne

Méme a des taux variables, les souches bactériennes ont montré des effets
antagoniste vis-a-vis des souches fongiques de Fop sur les cing milieux de culture (KB ou
YMA, PDA, mixte1, mixte2). Cette inhibition est détectable durant les 72h d’observation,

par la formation de zones d’inhibition (spots) selon la méthode expérimentée (Figure 11.1).

En comparant l'inhibition de la croissance mycélienne, nous constatons que les
taux les plus élevés ont été enregistrés, dans les confrontations de la souche rhizobienne
MRIv - Fop R2F42 (65,37%) et MRIv - Fop R1 (43,02%). La souche RIv a inhibé la
croissance mycélienne de ces mémes deux isolats de Fop, avec respectivement, des taux
de 51,76% et de 37,11%. Les souches de Pseudomonas fluorescens ont induit des
niveaux d’inhibition, moindres par rapport aux souches rhizobiennes, variant de 23,59% a
32,77% (Tableau Ill.1, Figure 11.1, Annexe B). L’isolat de Fop ayant été le plus sensible a
'action antagoniste est Fop R2F42, avec une inhibition, régression de sa croissance, de
65,37% (MRIv).

Sur le milieu KB, nous remarquons que I'effet inhibiteur augmente généralement
avec le temps d’incubation comparé aux deux autres milieux; a titre d’exemple
linteraction F21-FopR1 passe de 12,50 % a 25 % (KB), de 10 % a 30 % (PDA) et de
11,26 % a 17,50 % (milieu mixte). La comparaison de I'ensemble des interactions, dans
les cing milieux de cultures confondus, montre que les activités inhibitrices les plus

élevées ont été obtenues sur les milieux Mixte 1 et YMA (Tableau IIl.1, Figure 111.1).
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Tableau Illl.1: Antagonisme (croissance mycélienne in vitro) des souches

rhizobactériennes vis-a-vis de Fop

Souche Milieux Témoins Bactérisés
fongique
Fop

F21 BB10 Rlv MRIv

PDA

KB
R2F42

YMA

Mixte1
(50%PDA/
50%KB)

Mixte2
(50%PDA/
50%YMA)

PDA

KB
R1

YMA

Mixte1
(50%PDA/
50%KB)

Mixte2
(50%PDA/
50%YMA
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Arg1

PDA
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63



(%)

INHIBITION CROISSANCE
MYCELIENNE

PDA

b
by b b b 7 a ab -

+ a

aab _ g abi*a ab ,  ab g aab**aiaaa ag_ ag? s

a a @ o a — a a a

afl = | li m_ ' m ‘il al-ufl m = ab
S eI eSS LSS50 5585565585 585585583
NFIFRATRAUITNITROATHNAITIRIAISKRNAIISRIISRIS NI RN
Fop R1 X/ FopR1X  Fop Fop [Fop Argl Fop Argl Fop Arg3 Fop Arg3 FopR1 X FopR1X  Fop Fop

BB10 F21 | R2F42X R2F42X XBB10 | XF21 4 XBB10 | XF21 Rlv MRIv | R2F42 X R2F42 X
BB10 F21 Rlv MRIv

(%)

INIBITION CROISSANCE
MYCELIENNE

KB/YMA

b
b -4
bb 2. b
b a
C c b N b = -
4 bc b — c b m=
a aba — b ab — b a ab ab ab 5p ab a a
a _ ab a a a a - a 3 _
sl nn ol el . R0cmnlmnilln 0
c T £ €T € CcCITICCcCCcCIT L CTITCCcCcCICcCcCT L CcCTITICcCcIILCc CcTrTCccCcTCcCc T
SIRIAIAIIAINAINAINIAIIAIIA IR RARY
Fop R1 X/ FopR1X  Fop Fop |Fop Argl Fop Argl Fop Arg3 Fop Arg3 Fop R1 X FopR1 X  Fop Fop

BB10 F21 | R2F42X R2F42X XBB10 | XF21 A  XBB10 XF21 Rlv MRIv | R2F42 X R2F42 X
BB10 F21 Rlv MRIv

(%)

INHIBITION CROISSANCE
MYCELIENNE

MIXTE

ab
¢ be ab N
a 4+
aabababaaaaabaaababl?fbabbcabb"'bb--abab-— ab ™ apab 3 b
_ _ ~ = __ a — - 2 @
pnifecanialcAnifnlinl iRl anianinnnan
c Ccr £ cIICcCcIlITcCcCcIrIccIrICcccIrIccIrIccIrIrccITrccrIrTccITCccCc T
ST IIINAILNAIAAIIAIIA IR gRA’Y
Fop R1 X FopR1X  Fop Fop |Fop Argl Fop Argl Fop Arg3 Fop Arg3 FopR1 X FopR1 X  Fop Fop

BB10 F21 | R2F42X R2F42X XBB10 & XF21 | XBB10 @ XF21 Rlv MRIv | R2F42 X | R2F42 X
BB10 F21 Rlv MRIv

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p
<0,05 ; ranalyse de variance étant significative, la comparaison des moyennes a révélé I'existence

de cinq groupes homogénes dont 3 groupes individuels et 2 groupes intermédiaires (a, b, ab, c et
bc).

Figure lll.1 : Inhibition de la croissance mycélienne (%) sur les cinq milieux de culture
(PDA, KB, YMA, Mixte 1 « KB+PDA » et Mixte 2 « YMA+PDA »
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1.1.2. Inhibition de la germination conidienne

Selon les résultats obtenus (Figure 1ll.3, Annexe B), nous remarquons que les
deux souches bactériennes BB10 et F21 sont antagonistes, avec des intensités variables

selon les milieux de cultures testés.

Sur les trois milieux liquides, la germination conidienne est fortement inhibée.
L’effet inhibiteur apparait plus important sur les milieux KB et mixte. En effet, des taux trés
élevés dépassant 90% ont été notés avec les interactions FopR1-BB10 (KB) et FopArg3-
F21 (KB et mixte) (Figure I11.3).

Aprés 24h d’inhibition, il apparait que les deux souches ont généralement montré
des niveaux rapprochés (F21 : 93,98% ; BB10 : 91,21%), néanmoins dans certains cas la

souche F21 a eu plus d’action que la souche BB10 (Figure 111.2).
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Figure Ill.2 : Inhibition de la germination conidienne et du tube germinatif de Fop
Arg1 par les souches antagonistes (BB10 et F21) aprés 48h sur milieu mixte « KB + PD ».

1.1.3. Inhibition de I’élongation du tube germinatif

Concernant linhibition de [I'élongation du tube germinatif des quatre isolats
fongiques de Fop, les deux souches de Pseudomonas BB10 et F21 ont montré une
activité antagoniste visible et appréciable selon les milieux de culture (Figure 111.4, Annexe
B).

L’élongation est fortement inhibée dans les trois milieux de culture et plus

précisément entre 12h et 24h, dans les milieux mixtes et KB (Figure I11.4).

La souche F21 a induit une activité antagoniste de 77,56% (KB), 91,21% (mixte) et
87,07% (PD). Pour la souche BB10, les taux atteignent 78,55% (KB), 76,32% (mixte) et
79,07% (PD) (Figure 111.4).
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Figure II1.3 : Inhibition de la germination conidienne (%) sur les trois milieux de culture
(PD liquide, KB et Mixte « KB + PD »).

T1: FopR1XBB10; T2: FopR1XF21; T3: FopR2F42XBB10; T4: FopR2F42XF21; T5:
FopArg1XBB10 ; T6 : FopArg1XF21 ; T7 : FopArg3XBB10 ; T8 : FopArg3XF21

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogeéne au risque p
<0,05 ; ranalyse de variance étant significative, la comparaison des moyennes a révélé I'existence
de sept groupes homogénes dont 4 groupes individuels et 3 groupes intermédiaires (a, b, ab, c, bc,
d et cd).
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Figure lll.4 : Inhibition de I'’élongation du tube germinatif (%) sur les trois milieux de
culture (PD liquide, KB et Mixte « KB + PD »)
T1: FopR1XBB10; T2: FopR1XF21; T3: FopR2F42XBB10; T4: FopR2F42XF21; T5: FopArg1XBB10; T6:

FopArg1XF21 ; T7 : FopArg3XBB10 ; T8 : FopArg3XF21

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogeéne au risque p
<0,05 ; ranalyse de variance étant significative, la comparaison des moyennes a révélé I'existence
de huit groupes homogénes dont 4 groupes individuels et 4 groupes intermédiaires (a, b, ab, c,

abc, bc, d et bed).
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1.2. Antagonisme in situ

Les observations portant sur les activités antagonistes in situ, montrent clairement
les effets de biocontréle en mettant a I'évidence les performances notées, en termes
d’inhibition de la fusariose vasculaire du pois. En effet, des régressions appréciables ont
été enregistrées, a travers les paramétres étudiés : le taux d’infection, la sévérité et
TAUDPC. Par rapport aux activités phytostiumulatrices, induites par la bactérisation, le
constat est exprimé a travers les gains en biomasses fraiche et séches des parties
aériennes et racinaires des plants de pois. Les effets de nodulation, associés aux activités
des deux souches de Rhizobium, étaient négatifs sans formation de nodosités sur les

racines végétales.
1.2.1. Taux d’infection et sévérité

D’aprés nos résultats (Figures 111.5, 111.6, 1.7, 111.8, Annexe C), nous constatons
que les niveaux d’infection engendrés par les inoculations artificielles, chez les trois
geénotypes du pois, sont en net recul chez les traitements bactérisés par rapport aux

témoins positifs.

Face a la souche pathogéne FopR1, la bactérisation, toutes souches
rhizobactériennes confondues, a réduit l'infection. En effet, dans le cas du génotype de
pois JI1412, la souche MRIv a induit un net recul (37,67%), alors que le témoin atteint
66,11%. Dans le cas du génotype P21, le taux d’infection a marqué une stagnation aux
seuils de 84,02% avec la bactérie F21 et 85,12% avec Rlv, alors que chez les témoins

respectifs il est total (100%) dés le 25°™ jour suivant les inoculations (Figure I11.5).

Dans le cas de la souche FopR2F42, nous constatons une diminution remarquable
du taux d’infection engendré par la combinaison des deux souches bactériennes PfF21 et
Rlv par rapport aux autres traitements. L’application combinée des deux bactéries a
enregistré des taux de 59,10% (J11412), de 37,14% (P21) et de 31,73% (KWP), alors que
les témoins, respectifs, atteignent 69,44%, 100% et 64,21%. Egalement il y a un net recul
du taux d’infection chez le génotype KWP, suite a sa bactérisation avec la souche MRIv
ou le seuil d’infection est a 16,67% a la derniére observation, sans aucun symptéme
durant les dix premiers jours. La comparaison de ce dernier avec son témoin, un
développement brusque et rapide de la fusariose, en commencant d’emblée par le taux
de 20,56% lors de la premiére observation, pour atteindre le maximum de 64,21% (Figure
111.6).

Face aux souches pathogénes, FopArg1 et FopArg3, nous constatons également
une réduction du taux d’infection chez les traitements bactérisés avec les bactéries F21 et

BB10. A titre d’exemple, avec le génotype P21, les taux d’infection sont de 55,55 %
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(FopArg1XBB10), de 56,37% (FopArg1XF21), de 60,09 % (FopArg3XBB10) et de 55,19
% (FopArg3XF21) ; alors que les témoins sont a 70,40% (FopArg1) et 73,84 % (FopArg3)
(Figure 1.7, Figure 111.8).

Les tests de corrélation, effectués entre les taux d’infection et les sévérités, (Figure
111.9), mettent en évidence une corrélation positive moyenne hautement significative avec
les trois génotypes de pois (0,4 <r < 0,7). En effet, la bactérisation a permis de réduire
nettement la gravité des symptomes, en dépit de la présence de I'infection. Ce constat est
confirmé chez les témoins positifs, respectifs (R1, R2F42, Arg1 et Arg3), qui présentent
des niveaux de 1 a 2 dés les premiéres observations, avec une évolution plus dynamique,
atteignant souvent des valeurs supérieures au niveau 2, en terminant au niveau 5 au jour
31 (Figures I11.10, 111.11, 111.12, 111.13, 11.14 et Annexe C).
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Figure .5 : Taux d’infection (%) avec FopR1 sur les trois génotypes de pois.
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Figure Il1.6 : Taux d’infection (%) avec FopR2F42 sur les trois génotypes de pois.
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Figure II1.9 : Corrélation entre les taux d’infection et les sévérités des trois génotypes.

A :JI1412 (r=0,674"*) ; B : P21 (r=0,682**) ; C : Kelvedon Wonder Peas (r=0,601**)

P21 FopR2F42 P21 FopRﬁF42XF21XRIv P21 EDS

Figure I11.10 : Expression symptomatique sur le génotype P21.

Dans les traitements associés a la bactérisation avec l'une des souches
rhizobactériennes (BB10, F21, Rlv, MRIv), ou lors de [lapplication combinée de
Pseudomonas et de Rhizobium (PfF21 + RIv), les symptdmes ne sont qu'a des stades
préliminaires. Méme en fin de nos observations (31°™ jour) les niveaux enregistrés
étaient de 1,56 a 2,98 (Figure IIl.11, 11112, [11.13 et I1l.14).
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Figure 111.11 : Sévérité de la maladie (%) avec FopR1 sur les trois génotypes de pois.
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Figure 111.12 : Sévérité de la maladie (%) avec FOpR2F42 sur les trois génotypes de pois.
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Figure 111.13 : Sévérité de la maladie (%) avec FopArg1 sur les trois génotypes de pois.
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Figure 11l.14 : Sévérité de la maladie (%) avec FopArg3 sur les trois génotypes de pois.

Les coupes longitudinales, effectuées sur les collets des plants infectés,

confirment la sévérité des infections, brunissement intense et avancé, signe d’obstruction
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et d’atteinte interne vasculaire (Figure 111.15 B). Avec les mémes profils, nous constatons
chez les témoins sains des tissus verdatres et un systeme vasculaire clair (Figure 111.15A).
Le constat est presque similaire avec les plants infectés et bactérisés (Figure 111.15C),
dont les coupes ont révélé une légére décoloration, sans incidence apparente sur le

systéme vasculaire et la circulation de la séve.

Figure 111.15: Coupes longitudinales au niveau du collet du génotype Kelvedon
Wonder Peas.
A: EDS; B: Fop R2F42; C: Fop R2F42 X F21 X RIv

1.2.3. AUDPC

Les quatre souches bactériennes, (BB10, F21, Rlv et MRIv), ont exercé une
activité antagoniste vis-a-vis des quatre souches de Fusarium oxysporum f.sp pisi (Fop)
(R1, R2F42, Arg1 et Arg3), en interaction avec les trois génotypes de pois confondus
(J11412, P21 et KWP). Cette inhibition est détectable durant les 31 jours de suivi du
développement de la maladie, par le calcul de 'AUDPC, ayant permis d’évaluer la
progression de la maladie durant toute la période d’expérimentation (Figures I111.16,

Annexe C).

D’aprés les résultats obtenus (Figure 1ll.16), en comparant I'action des quatre
agents phytopathogénes, nous constatons que I'évolution de TAUDPC montre clairement
que FopR2F42 (247,48 a 2282,36) et FopR1 (692,22 a 1796,67) sont plus virulents par
rapport a FopArg3 (428,23 a 1524,34) et FopArg1 (369,9 a 1089,12).

Quelque soient les isolats fongiques testés, lors des inoculations, il apparait

clairement que le génotype P21 est d’'un comportement homogéene et régulier et semble
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plus sensible. En effet, ses valeurs en AUDPC restent les plus élevées par rapport aux

deux autres génotypes JI1412 et KWP (Figure 111.16).

La combinaison des deux souches bactériennes (PfF21 + RIlv) a procuré plus

d’effet de biocontréle dans le temps. D’ailleurs, il y a diminution des valeurs en AUDPC

vis a avis de FopR2F42 de 2282,36 a 452,64, en interaction avec le génotype P21. Le

méme constat s’est reproduit avec le génotype KWP, dont TADUPC a régressé de 977,52
a 339,85 (Figures I11.16 et 111.17).
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Figure I11.16 : AUDPC de Fop R1 et Fop R2F42 sur les trois génotypes de pois.

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05
; 'analyse de variance étant significative, la comparaison des moyennes a révélé 'existence de
cing groupes homogénes dont 3 groupes individuels et 2 groupes intermédiaires (a, b, ab, ¢ et bc).
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Figure lI1.17 : AUDPC de Fop Arg1 et Fop Arg3 sur les trois génotypes de pois.

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p
<0,05 ; 'analyse de variance étant significative, la comparaison des moyennes a révélé I'existence

de cinq groupes homogénes dont 3 groupes individuels et 2 groupes intermédiaires (a, b, ab, c et
bc).
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1.2.4. Biomasse fraiche et séche

D’aprés les résultats obtenus (Figures 111.18, 111.19, 111.20 et Appendice C), nous
remarquons que la bactérisation des trois génotypes de pois (JI1412, P21 et KWP) avec
les souches rhizobactériennes (BB10, F21, RIv et MRIv), a induit des augmentations
considérables, chez quelques traitements, les biomasses fraiches et séches des parties

aérienne et souterraine.

Les effets de la phytostimulation sont notables en comparant les traitements
bactérisés aux témoins sains (EDS). A titre d’exemple avec le génotype JI1412, les gains
en poids frais de la partie aérienne sont de 79,88% (F21), de 89,26% (BB10), de 25,42%
(RIv), et de 46,89% (MRIv). L’interaction des deux types de rhizobactéries (F21 X Rlv) a
induit plus de gains allant jusqu’a 121,35%. Les pesées des parties racinaires, chez le
genotype Kelvedon Wonder Peas, montrent aussi des gains en poids frais de 4,65% (F21,
BB10), de 101,39% (RIv), de 132,55% (MRIv) et de 155,81% (F21 X RIv). En poids secs,
les gains sont de 10% (F21), de 31,81% (BB10) et de 145,45% (RIv) (Figure 111.18).

Nous remarquons également certains effets de bioprotection des bactéries
utilisées, surtout chez le génotype JI1412 ou les poids frais de la partie aérienne ont
considérablement augmenté chez les traitements bactérisés par rapport aux témoins
malades (FopR2F42XF21: 377,20%, FopR2F42XBB10: 242,55%, FopR2F42XRIlv -
FopR2F42XMRIv : 216,10% et FopR2F42XF21XRIv: 286,01%). Donc les effets de
phytostimulation sont plus apparents et notables en situation de stress biotique causé par

le pathogéne.

En comparant I'effet de phytostimulation et de biocontrdle des différentes souches
bactériennes, nous constatons que la combinaison des deux souches bactériennes PfF21
et RIv augmente considérablement les biomasses par rapport aux autres traitements
bactérisés. Pour l'effet de phytostimulation des gains arrivant aux seuils de 46,91%
(KWP), 171,41% (J11412) et 293,23% ont été enregistrés ; quant a I'effet de biocontrdle,
la plus grande différence de poids a été observée chez le génotype P21 avec une
biomasse séche de la partie souterraine d’ordre de 3,8 X 10° % par rapport au témoin
malade (FopR2F42) (Figure I111.18, 111.19 et 111.20).
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Figure 111.18 : Effet de phytostimulation des rhizobactéries étudiées sur la biomasse
fraiche et séche de la partie aérienne et souterraine des trois génotypes (JI1412, KWP et
P21)

T1:EDS;T2:F21;T3:BB10;T4:RIv; T5: MRIv; T6 : F21XRlIv.

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05
; 'analyse de variance étant significative, la comparaison des moyennes a révélé I'existence de 23
groupes homogénes dont 8 groupes individuels et 15 groupes intermédiaires (a, b, ab, c, abc, bc,
d, abcd, e, abcde, cde, de, f, abcdef, bedef, cdef, def, ef, g, bcdefg, cdefg, h, defgh et gh).
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Figure 111.19 : : Effet de biocontrdle des rhizobactéries étudiées sur la biomasse fraiche

de la partie aérienne et souterraine des trois génotypes (J11412, KWP et P21)

T1: FopR1; T2 : FopR1XF21 ; T3 : FopR1XBB10 ; T4 : FopR1XRIv ; TS5 : FopR1XMRIv ; T6 : FopR2F42, T7 :
FopR2F42XF21; T8: FopR2F42XBB10; T9: FopR2F42XRIlv; T10: FopR2F42XMRIv; T11:
FopR2F42XF21XRIv; T12: FopArg1; T13 : FopArg1XF21; T14: FopArg1XBB10; T15: FopArg3; T16:
FopArg3XF21 ; T17 : FopArg3XBB10 ;

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05
; 'analyse de variance étant significative, la comparaison des moyennes a réveélé 'existence de 27
groupes homogeénes, dont 8 groupes individuels et 19 groupes intermédiaires (a, b, ab, c, abc, bc,
d, abcd, cd, e, abcde, cde, de, f, abcdef, bcdef, cdef, def, ef, g, abcdefg, bcdefg, cdefg, defg, h,
defgh et fgh)
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Figure 111.20 : : Effet de biocontréle des rhizobactéries étudiées sur la biomasse séche de

la partie aérienne et souterraine des trois génotypes (J11412, KWP et P21)

T1: FopR1; T2 : FopR1XF21 ; T3 : FopR1XBB10 ; T4 : FopR1XRIv ; TS5 : FopR1XMRIv ; T6 : FopR2F42, T7 :
FopR2F42XF21; T8: FopR2F42XBB10; T9: FopR2F42XRIlv; T10: FopR2F42XMRIv; T11:
FopR2F42XF21XRIv; T12: FopArg1; T13 : FopArg1XF21; T14: FopArg1XBB10; T15: FopArg3; T16:
FopArg3XF21 ; T17 : FopArg3XBB10 ;
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Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05
; 'analyse de variance étant significative, la comparaison des moyennes a révélé I'existence de 15
groupes homogénes dont 5 groupes individuels et 10 groupes intermédiaires (a, b, ab, c, abc, bc,
abcd, bcd, abcde, f, abcdef, bedef, cdef, ef et g).

1.2.5. Dénombrement des nodules

Aprés dépotage, nous avons constaté que dans les applications de bactérisation
avec les souches rhizobiennes, individuellement ou en combinaison avec les souches de
Pseudomonas fluorescens, il n’y a pas de développement de nodosités sur les racines
des plantes. Donc, ce paramétre n’a pas été pris en considération, vu I'effet nodulant de

la souche RIv qui s’est avéré négatif aprés un mois de suivi.
1.3. Discussion

Les résultats obtenus a partir des tests d’inhibition de la croissance mycélienne, de
la germination conidienne ainsi que I'élongation du tube germinatif des quatre souches de
Fop, ont montré que les quatre rhizobactéries inhibent considérablement Ile
développement des agents fongiques sur les trois milieux de culture (KB ; PD ; milieu

mixte).

Il a été démontré lors de précédentes recherches [373], que ces mémes souches
rhizobactériennes ont la capacité de synthétiser des métabolites secondaires
phytobénéfiques. De nombreux chercheurs ont corrélé cette capacité au pouvoir
antagoniste exercé par les PGPR [20, 447, 448]. Les effets antagonistes observés sont
attribués en partie aux sidérophores produits par ces bactéries [166]. Le fer est un
élément indispensable a la germination conidienne, la production en quantité importantes
de métabolites chélateurs de Fe® permet aux rhizobactéries de s’approprier du fer
ionique par le biais d’'une meilleure affinité concurrentielle, en le le rendant inaccessible
aux microorganismes vivants dans le méme milieu [449]. La concurrence pour le fer
ionique, chez les Pseudomonas, a été intensément étudiée et le réle, particulier, du
sidérophore pyoverdine, produit par de nombreuses espéces, a été clairement démontré
dans la lutte contre les pourritures racinaires causées par les espéces de Pythium et de
Fusarium [20]. Diverses études ont été réalisées sur les bactéries productrices de
sidérophores appartenant aux genres Bradyrhizobium, Pseudomonas, Rhizobium,

Serratia et Streptomyces [20, 65, 66].

Nos résultats indiquent que malgré que les milieux PDA et (PDA+KB ou
PDA+YMA) ne favorisent pas la production du pigment fluorescent pyoverdinique, les
souches bactériennes ont montré des activités antagonistes appréciables. Ceci peut

s’expliquer par [limplication d’autres mécanismes d’action, en montrant que Ila
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fluorescence, signe de synthése de sidérophores, n’est pas subordonnée obligatoirement
a I'activité antagoniste. Des constatations similaires ont été révélées par plusieurs travaux
avec des essais en milieux non carencés en fer [450, 451, 452]. L’effet antagoniste des
PGPR peut-étre di a la synthése d’antibiotique et/ou a d’autres métabolites a effet
inhibiteur. Ces principaux mécanismes d’action des PGPR peuvent agir séparément ou
simultanément dans [l'inhibition de la croissance des populations de Fop dans la
rhizosphére [38]. Les variations des zones d’inhibition peuvent étre expliquées par
d’éventuelles intensités de production de métabolites secondaires a 24h et 48h, et leur

probable dégradation aprés 72h.

L’inhibition, de la germination conidienne et de I'élongation du tube germinatif, est
un processus qui diminue considérablement les populations pathogénes au niveau des

racines, elle représente donc un bon mécanisme de biocontréle.

Les résultats obtenus dans les essais de biocontrole in situ, montrent I'effet
bénéfique des Pseudomonas spp. (BB10 et F21) et des Rhizobiums (RIv et MRIv) en tant
gu’agent de biocontréle contre les pathogénes telluriques (Fop). Toutefois, I'action de
biocontrdle est plus apparente avec l'utilisation combinée des deux souches bactériennes
(PfF21 et RIv) que par leur application individuellement. Plusieurs études suggeérent que
la combinaison des souches de Pseudomonas fluorescens et de Rhizobium sp. sur des
légumineuses pourrait étre plus efficace que [lapplication de ces souches
indépendamment [453, 454, 455]. La combinaison des deux souches PGPR, peut avoir
un effet synergique sur la diminution et I'atténuation des différents stress chez la plante
[38]. Les rhizobactéries ont de nombreux effets bénéfiques (Pseudomonas fluorescens
pour I'antibiose et la concurrence par rapport aux nutriments et les Rhizobiaceae pour la
symbiose fixatrice d’azote) pouvant étre complémentaires par différents processus

interactifs, notamment biochimiques [456].

Les rhizobactéries ont provoqué une bioprotection significative des plantes de pois
contre les quatre souches de Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop). Malgré I'apparition des
symptdbmes de la maladie, néanmoins, toutes les plantes bactérisées et inoculées par le
pathogéne ont montré une réduction significative de la sévérité et des taux d’infection de
la fusariose. Ce constat est nettement confirmé par un effet positif direct sur la réduction
des valeurs de 'AUDPC. En comparant les résultats de ce paramétre, nous constatons
que les valeurs les plus élevées ont été enregistrées avec le génotype P21, qui est
considéré comme le plus sensible. Les valeurs ’AUDPC les plus faibles ont été obtenues

avec le génotype le plus résistant Kelvedon Wonder Peas.
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Le brunissement des tissus chez les plants témoins malades (inoculés par Fop),
par rapport aux traitements bactérisés, ne fait que confirmer d’avantage leffet de
biocontrole exercé par les souches bactériennes vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp.
pisi. Le brunissement des tissus est reconnu comme étant un symptéme typique de la

fusariose vasculaire du pois [394].

La bactérisation a induit des effets bénéfiques considérables sur la promotion de la
croissance. Cette derniére s’est traduite par une augmentation appréciable et significative
de la biomasse végétale. Les génotypes résistants en interaction avec les pathogénes,
enregistrent des biomasses plus importantes que chez le génotype sensible. Ceci peut
s’expliquer par le fait que les génotypes résistants présentent une structure
morphologique agissant comme des systemes de défense primaire vis-a-vis de
'agression du pathogéne, alors que les structures du génotype sensible sont plus fragiles
et donc peuvent étre surmontées facilement par l'invasion du pathogéne, dés les premiers

stades suivant sa pénétration racinaire.

Par rapport au pouvoir nodulant de la souche de Rhizobium leguminosarum bv.
viceae, I'absence de formation de nodules sur les racines des plans bactérisés, peut
s’expliquer par plusieurs raisons. Entre autre, le substrat utilisé (perlite) qui peut étre
défavorable a la formation de nodosités; les conditions de conduite des essais
(T=18+£5°C, 50>H%>70). Dans le cas de combinaison Pseudomonas fluorescens et
Rizobium leguminosarum bv. viceae, des altérations des mécanismes de nodulation sont
possibles que ce soit dans la perception des signaux chimiques (flavonoides) ou

I’exercice des activités bactériennes relatives au métabolisme secondaire.

En plus, I'établissement d’'une symbiose réussie exige que les deux partenaires
symbiotiques (plante + Rhizobium) soient compatibles tout au long du processus de
développement symbiotique. Cependant, des incompatibilités surviennent fréquemment,
de sorte qu'une souche bactérienne est incapable de noduler une plante héte particuliere
ou former des nodules incapables de fixer l'azote. Les mécanismes génétiques et
moléculaires qui régulent la spécificité symbiotique sont divers et impliquent un large
éventail de génes / signaux hétes et bactériens avec différents modes d'action [280].
Outre ces exigences, ils doivent pouvoir s’adapter dans un sol selon ses caractéristiques
pédologiques, et surtout au niveau de la rhizosphére qui est influencée directement par le
génotype végétal et les conditions fortement sélectives et spécifiques du rhizoplan

tellurique entourant les racines [275].

Les PGPR favorisent la croissance et le développement des plantes, directement

ou indirectement, via divers mécanismes: en libérant des régulateurs de la croissance
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végétale (phytohormones) ou d’autres substances biologiquement actives, en modifiant
positivement les niveaux endogénes des phytohormones, en améliorant la disponibilité et
'absorption de nutriments par la fixation et la mobilisation, ou en réduisant les effets
néfastes de microorganismes pathogénes sur les plantes [20]. En conséquence, une
compréhension approfondie des mécanismes utilisés par les PGPR est impérative pour
exploiter pleinement leur potentiel dans les systémes agricoles, et l'avénement de
nouvelles technologies pour I'étude des différentes interactions microbiennes dans la
rhizosphére ne peut que garantir une meilleure analyse de ces processus, afin de faciliter
la réussite de leur application, sur terrain et dans les conditions pratiques, qui reste

comme ultime objectif.

2. DETECTION ET QUANTIFICATION DE LA MALADIE

2.1. Quantification de Fop

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons l'effet de biocontréle est
considérable avec la souche C7R12, marqué par une réduction importante de la maladie
(T.I: 30,16%, sévérité : 35,4%). Toutefois, la bactérisation n'’a eu aucun effet sur la
quantité d’ADN de FopR2F42 détectée au niveau du collet des plants infectés
(FopR2F42 : 0,12 ng ; FopR2F42 X Pf C7R12 : 0,14 ng).

Les témoins négatifs, sans pathogéne, (EDS et C7R12), confirment la pureté des

échantillons utilisés avec des valeurs nulles en ADN de FopR2F42 (Figure 111.21).

2.2. Amplification des génes nod

Aprés amplification PCR, le fragment génétique NodA-NodJ de la souche
Rhizobienne est de 400 pb, et le fragment NodL-NodD varie de 400 a 800 pb ; alors que
chez la souche de référence (Rlv 3841,) chacun des deux fragments font de 4000 a 4500
pb (Figure 111.22).
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Figure 1ll.21 : A : Quantités d’ADN (ng) de FopR2F42 présente au niveau du collet des
traitements (EDS, FopR2F42, FopR2F42 X C7R12 et C7R12). B : Taux d’infection (%)
des traitements bactérisés et non bactérisés. C : Sévérité des symptdmes des traitements
bactérisés et non bactérisés.

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05
; 'analyse de variance étant significative, la comparaison des moyennes a révélé I'existence de
deux groupes homogénes (a et b).

1 2 3 4 5 6

200pb

400pb

600pb
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Figure 11l.22 : Amplification des fragments NodL-NodD et NodA-NodJ
1 et 6 : Marqueur de taille ; 2 : Controle ; 3 : NodA-NodJ ; 4 : Controle ; 5 : NodL-NodD.
2.3. Détection des métabolites secondaires
2.3.1. Détection histologique

D’aprés les résultats (Figures 111.23, 111.24 et 111.25), en comparant le génotype
sensible (JI11213) au génotype partiellement résistant (Messire), nous remarquons que les

racines du génotype sensible ont été largement colonisées par le champignon, au niveau
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de I'exoderme, des cellules épidermiques, arrivant méme au cortex et au niveau du
systéme vasculaire. Pour le génotype partiellement résistant, le champignon a été
observé dans lI'exoderme des cellules épidermiques, du cortex et du péricycle. En
revanche, I'agent pathogéne bien qu’il a pu atteindre les vaisseaux du xyléme, son
intensité de colonisation semble nettement inférieure a celle observée chez le génotype

sensible (Figure 111.23).

Dans le cas de la bactérisation du génotype sensible (JI1213), avec Pseudomonas
fluorescens B9 et B32 en interaction avec l'isolat fongique phytopathogéne Fop R2F42,
nous constatons une diminution considérable de la colonisation des tissus racinaires par
ce champignon (Figure IIl.24). Dans cette derniére situation, il y a la formation d’un
épaississement de la paroi cellulaire végétale, qui apparait de couleur bleu-vert aprés
coloration au Toluidine blue (TBO) (Figure 111.25). Donc, la présence des souches B9 et
B32 ont induit un effet antagoniste efficace vis-a-vis de I'agent pathogéne (Fop),
s’exprimant par une diminution considérable de son intensité au niveau des tissus, de
facon plus prononcée chez le génotype sensible. Globalement il n’y a pas de différence

notable entre les effets antagonistes des deux souches bactérienne B9 et B32.
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Figure 111.23: Coupes transversales des racines du génotype Messire et JI1213

infectés avec Fop R2F42, colorées avec TBO.
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J11213 - Fop J11213 - Fop X B9
G 10X 40 G10X 40
Figure 111.24: Coupes transversales des racines du génotype sensible JI1213

infectés avec Fop R2F42 en présence et en absence de la bactérie PfB9, colorées
avec TBO.

111213 - Fop X B9

Figure 111.25: Coupe transversale de la racine du génotype sensible

JI1213 infectés avec Fop R2F42 en présence de la bactérie PfB9, colorées
avec TBO.
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2.3.2. Recherche des métabolites secondaires

Les chromatogrammes HPLC des extraits organiques des différents traitements
étudiés (EDS, FopR2F42, FopR2F42 X C7R12 et C7R12) chez le génotype
« Alexandra », ont mis en évidence huit principaux pics correspondant a des molécules

flavonoldes et acides phénoliques (Figure 111.26).

D’aprés nos résultats, nous constatons que l'effet de phytostimulation et de
biocontrole de la souche bactérienne Pf C7R12, est accompagné par une modification

quantitative des polyphénols (Figures 111.27 et 111.28).

L’effet de phytostimulation est observé chez les traitements bactérisés par une
amélioration de la biomasse par rapport aux témoins sains (EDS) (Figure l1.27 B). A titre
d’exemple la biomasse fraiche de la partie souterraine du traitement bactérisé (C7R12) a
atteint 0,4679, alors que chez le témoin sain (EDS) est de 0,290 g, soit un gain de 61,03
%. Parallélement a cette stimulation de la croissance végétale, nous constatons une
diminution des composés flavonones et des acides phénoliques (acides
hydroxcinnamique et trimethylebenzolque), et 'augmentation des composés de type

flavone et isoflavone (Figure 111.27 A).

Nous remarquons également un effet de biocontrble exercé par la souche C7R12,
qui s’est traduit par une diminution considérable du taux d’infection et de la sévérité de la
maladie, tout en augmentant les biomasses des traitements bactérisés et inoculés par le
pathogéne (Figure [11.28 B, C et D). Le taux d’infection a marqué une stagnation aux seuil
de 69,84% tout en ayant des symptdmes préliminaires du niveau 1,77 au 31°™ jour chez
FopR2F42 X C7R12, alors que chez le témoin non bactérisés (FopR2F42), I'évolution de
l'infection était brusque, rapide et maximale (100%), accompagnée aussi du maximum de
séverité (niveau 5). Dans ces traitements, la biomasse végétale enregistrée était
beaucoup plus faible par rapport aux traitements bactérisés (Ex : un gain de 92,92% a été
enregistré en poids frais de la partie souterraine chez I'interaction FopR2F42 X C7R12).
L’effet de biocontréle, quant a lui, est accompagné par une diminution des composés
flavonones, isoflavone et de I'acide trimethylebenzolque, et 'augmentation des flavones

et de I'acide phénolique hydroxycinnamique (Figure 111.28 A).
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Figure 111.26 : Huit pics révélés par 'HPLC a partir des échantillons étudiés (FopR2F42,
FopR2F42 X C7R12, C7TR12 et EDS
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Figure lIl.27 : A : Quantification des polyphénols par HPLC chez les traitements bactérisés (C7R12) et non bactérisés (EDS).
B : Effet de phytostimulation de la souche C7R12.

Mol.1, Mol.2 et Mol.4 : Flavonones ; Mol.3 : Flavone; Mol.5 et Mol.6 : Isoflavones ; Mol.7 : Acide Hydroxycinnamique ; Mol.8 : Acide
Trimethylbenzolque.

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05 ; I'analyse de variance étant significative, la
comparaison des moyennes a révélé I'existence de trois groupes homogenes, dont 2 groupes individuels et 1 groupe intermédiaire (a, b et ab).
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Figure 111.28 : A : Quantification des polyphénols par HPLC chez les traitements FopR2F42 et FopR2F42 X C7R12. B: Effet de
phytostimulation de la souche C7R12. C : Taux d’infection (%) des traitements bactérisés et non bactérisés. D : Sévérité des symptdmes des
traitements bactérisés et non bactérisés.

Mol.1, Mol.2 et Mol.4 : Flavonones ; Mol.3 : Flavone ; Mol.5 et Mol.6 Isoflavones ; Mol.7 : Acide Hydroxycinnamique ; Mol.8 : Acide
Trimethylbenzolque.

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05 ; I'analyse de variance étant significative, la
comparaison des moyennes a révélé I'existence de trois groupes homogenes dont 2 groupes individuels et 1 groupe intermédiaire (a, b et ab).
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2.3.3. Effets des composés phénoliques sur Fop

Les tests in vitro, des acides phénoliques utilisés (caféique, vanillique, p-
coumarique et hydrocinnamique) vis-a-vis de Fop R2F42, ont révélé un effet inhibiteur sur
sa croissance mycélienne, avec des intensités variables selon les concentrations
appliquées (100, 50 uM) (Tableau I11.2).

D’aprés les résultats obtenus (Tableau 111.2), a 'exception de I'acide vanillique, les
autres acides phénoliques testés induisent I'inhibition de la croissance mycélienne de
facon plus importante a 50 uM qu’a 100 uM. Le taux d’inhibition le plus élevé a été
enregistré avec l'acide hydroxycinnamique (35,63%), alors que le plus faible est avec
I'acide vanillique a 50 uM (14,47%) et qui augmente par la suite a 100 yM (20,87 %).

Tableau 111.2 : Taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne de FopR2F42 avec les
acides phénoliques (50 uM et 100 uM) sur milieu MMP.

Taux d'inhibition (%) Taux d'inhibition (%)
Acides phénoliques
(50 uM) (100 pM)
A. Coumarique 25,48 + 0,09 19,66 + 0,06 *°
A. Hydroxycinnamique 35,63 +0,25° 14,56 + 0,072
A. Cafelque 27,00 + 0,23 21,36 + 0,07°
A. Vanillique 14,47 + 0,08 @ 20,87 + 0,05

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05
; 'analyse de variance étant significative, la comparaison des moyennes a révélé 'existence de
trois groupes homogénes dont 2 groupes individuels et 1 groupe intermédiaire (a, b et ab).

2.4. Discussion

Les résultats obtenus, a partir de la PCR quantitative, ont montré que la
bactérisation n’a eu aucun effet sur la quantité d’ADN de FopR2F42 détecté au niveau du
collet, malgré une diminution importante de la maladie en réduisant son taux d’infection et
sa séverité (Figure 111.22). Dans ce cas, le mécanisme qui peut expliquer cette situation
peut étre I'activation et l'induction de la résistance systémique des plants de pois, par la
souche rhizobactérienne Pf C7R12. Selon Jain et al. [457], les PGPR induisent une forme
de résistance indirecte, qui est la résistance systémique par des modifications physiques

et chimiques chez les plantes, et comprennent : (1) la promotion de la croissance, (2) la
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tolérance physiologique, (3) l'induction du renforcement de la paroi cellulaire et (4)
'augmentation de la production des phytoalexines, d’enzymes de défense, d’antioxydants
et de la modulation des phénols ayant des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes.
Plusieurs souches de Pseudomonas peuvent induire cette résistance systémique chez

plusieurs plantes contre les champignons, les bactéries et les virus [458, 459, 460].

L’'absence de formation de nodules sur les racines des plants bactérisés avec
Rhizobium leguminosarum bv. viceae, peut-étre di soit aux facteurs environnementaux
(cf. : 1.3.), soit aux facteurs génétiques. L’amplification des deux fragments NodL-NodD et
NodA-NodJ de la souche utilisée lors de nos expérimentations, dans le but de détecter les
génes de nodulation, nous a montré des bandes de tailles fortement inférieures a celle du
profil génétique de la souche référence Rlv 3841. Cela peut étre due a la perte du
plasmide pRL10 ou une grande partie de celui-ci, ce qui expliquerai éventuellement le

phénotype non nodulant de cette souche.

Lors d’une relation symbiotique entre des légumineuses et des bactéries fixatrices
d’azote, plusieurs incompatibilités surviennent dans les étapes de développement des
nodules, de sorte que la réussite et I'efficacité de la fixation de I'azote différe de maniére
significative entre les différentes combinaisons plante — bactérie [280, 289, 305, 306,
309]. La spécificité symbiotique résulte des différents signaux émis par la plante et le
Rhizobium ; en tant que tels, les mécanismes de reconnaissance génétiques et
moléculaires de la spécificité symbiotique, représentent I'outil le plus important de la

formation des nodules et donc de l'efficacité de la fixation d’azote [280].

La souche de référence R. leguminosarum bv. viceae (Rlv 3841) est multipartite,
son géenome, de 7750 kb, est réparti en un chromosome circulaire de 5057 kb et six
grands plasmides (pRL12, pRL11, pRL10, pRL9, pRL8 et pRL7). Parmi ces plasmides,
pRL10 est le responsable de I'effet symbiotique [461].

Concernant les symptémes internes de la fusariose vasculaire du pois, nous avons
observé que tous les tissus racinaires du génotype sensible ont été colonisés par I'agent
pathogéne Fop, en commengant par les cellules épidermiques, endodermiques, le cortex
et jusqu’a au systéme vasculaire. Cependant, certaines réactions de défense Iégéres ont
été observées chez le génotype sensible, dont I'épaississement de la paroi cellulaire au
niveau du cylindre central. Ce type de réactions de défense n’étant pas assez efficaces
pour bloquer la progression de I'agent pathogéne dans les tissus vasculaires. Cependant,
le génotype sensible (JI11213) en interaction avec les souches bactériennes (B9 et B32), a
montré un fort épaississement au niveau des parois cellulaires parenchymateuses

vasculaires, formant une barriére freinant la progression du pathogéne Fop dans le
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cylindre central (Figure 111.25). Quant au génotype partiellement résistant, des colonies de
Fop ont été détectées au niveau des tissus vasculaires, mais a une moindre intensité
comparée au geénotype sensible sans bactérisation. Seules quelques colonies ont été
détectées au niveau du xyléeme, toutefois un fort épaississement des cellules
endodermiques a été observé, tout comme chez les traitements bactérisés en formant

une barriére efficace réduisant la colonisation par F. oxysporum.

L’épaississement des parois des vaisseaux, chez de nombreuses espéces
végétales, est reconnue comme une réaction de défense typique contre F. oxysporum
[462, 463, 464, 465, 466]. Ce processus peut s’exprimer par trois mécanismes: la
lignification, la formation de papilles et/ou I'accumulation des composés (poly)

phénoliques et glucidiques [467].

Les résultats chromatographiques (HPLC), des traitements bactérisés et inoculés
avec le pathogéne (FopR2F42 X Pf C7R12), ont mis en évidence des composés
(poly)phénoliques dont trois flavonoides (Flavonone, Flavone et Isoflavone) et deux
acides phénoliques (A. Hydroxicinnamique et A. Trimethylbenzolque). Cependant, nous
constatons que I'effet de phytostimulation et de biocontréle de la souche bactérienne Pf
C7R12 est accompagné par une modification quantitative de ces composés. Cette
expérimentation contribue donc, a notre compréhension de l'un des mécanismes
responsables de I'épaississement des parois des vaisseaux des traitements bactérisés,
par l'intervention des composés (poly) phénoliques et précisément de type flavonoide et

acide phénoliques.

Chez les plantes, ces composés, cités précédemment sont considérés comme des
métabolites secondaires synthétisés par la voie phénylpropanoide et sont divisés en deux
groupes : les phénylpropanoides flavonoides (flavones, flavonols, flavanols et flavanones)
et les phénylpropanoides non flavonoides (stilbénes, lignans et acides phénoliques) [118].
Le premier groupe comprend prés de plus de 100 flavonoides présumés identifiés par des
approches métabolomiques, pour jouer un rdle dans les mécanismes de résistance contre
Fusarium. Bon nombre de ces métabolites sont des dérivés glucosidiques du kaempférol
et de la quercétine, appartenant a la classe des flavonols. De plus, plusieurs composés
des classes flavanol, flavanone (naringénine), flavone (apigénine et vitexine) et

anthocyanes sont également mis en évidence [115].

Le role des flavonoides et des acides phénoliques dans la défense des plantes a
fait 'objet de nombreuses études [114, 115, 117, 118, 468]. La plupart de ces composés
sont bioactifs et contribuent aux mécanismes de défense contre les stress abiotiques et

biotiques [119, 120] et jouent un rdle important dans la régulation et la signalisation
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physiologique [121]. Dans ce contexte, notre expérimentation sur I'évaluation in vitro de
l'influence des composés phénoliques sur la croissance de Fop ne fait que confirmer ce
genre d’action, en démontrant leur inhibition sur la croissance mycélienne de l'agent
pathogéne FopR2F42. Les études in vitro réalisées par Atanasova-Pénichon et al. [118],
montrent que I'effet inhibiteur des flavonoldes sur la croissance mycélienne de Fusarium

oxysporum est plus faible par rapport a celui des acides phénoliques.
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DISCUSSION GENERALE

Les ressources microbiennes telluriques sont reconnues par leurs roles
indispensables et moteurs dans la fertilité des sols, le maintien et I'amélioration de
'équilibre des caractéristiques pédologiques. Ainsi le sol est fortement fragilisé, ces
derniéres années, par une agriculture intensive a outrance de plus en plus exigeante en
intrants chimiques, que ce soit pour la fertilisation ou la protection phytosanitaire. Les
rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR), un groupe diversifié de
bactéries du sol, affecte considérablement la croissance et le développement des plantes.
La productivité agricole repose sur les fondements de la diversité microbienne du sol et,
ces derniéres années, les PGPR sont devenus un outil important et prometteur, pouvant
intégrer les pratiques de l'agriculture durable, orientation actuelle pour la sauvegarde et la
restauration des sols agricoles. Les PGPR interagissent de maniére phytobénéfique pour
la croissance des plantes, directement ou indirectement. En plus de constituer une voie
attrayante sur le plan économique et écologique pour augmenter l'apport en éléments
nutritifs et se protéger contre les agents pathogénes du sol, les PGPR sont parmi les
principaux acteurs des efforts visant a préserver la fertilité des sols [20]. Plusieurs études
sur l'isolement, l'identification et I'application des PGPR en tant que méthode alternative

d'utilisation de produits chimiques ont été rapportées [47, 275, 469].

Notre étude s’est intéressée a mettre en évidence les effets de biocontrole et de
phytostimulation de Pseudomonas fluorescens et de Rizobium leguminosarum bv. viceae
vis-a-vis de la fusariose vasculaire de pois. A travers nos expérimentations, in vitro et in
situ, il nous a été possible de constater I'impact des potentialités rhizobactériennes et
'expression des effets positifs recherchés. En effet, les souches rhizobactériennes
étudiées, inhibent considérablement la croissance de I'agent pathogéne, tout en réduisant
le taux d’infection et de la sévérité de la maladie. Cependant, les effets phytobénéfiques

sont d’autant plus important, lors de la coinoculation (Pseudomonas + Rhizobiums).

Les Pseudomonas fluorescents et les Rhizobiums spp., sont considérées comme
faisant partie des groupes les plus prometteurs dans la biostimulation et la bioprotection
des plantes [142, 47, 461]. La production de métabolites antifongiques, l'induction de la
résistance systémique des plantes, ainsi que leur capacité de concurrencer efficacement
les autres microorganismes du sol sont considérées comme des préalables pour une

performance optimale de ces agents de lutte biologique [108].

La souche de Rhizobium leguminosarum bv. viceae, utilisée dans notre
expérimentation, a montré un effet phytobénéfique positif, bien qu’elle n’ait pas produit de

nodules. Les membres du genre Rhizobium contiennent de maniére caractéristique un
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génome multipartite avec plusieurs grands plasmides, qui hébergent des génes de
résistance aux antibiotiques, de propriétés symbiotiques ou de capacités métaboliques
spécifiques, conférant d'autres propriétés adaptatives leur permettant de se développer
aisément dans diverses conditions écologiques [470]. L'organisation génomique
multipartite reflete probablement la nécessité d'un vaste inventaire de génes afin de
maximiser leur croissance et leur survie dans I'environnement complexe du sol, ainsi que
des exigences génétiques supplémentaires pour la physiologie des bactéroides imposées
par I'environnement héte de la plante [471]. Les Rhizobiaceae associées aux plantes ont
des génomes plus grands que ceux non associées aux plantes, avec, respectivement,
6,81 Mo contre 4,47 Mo, [472]. De telles études pourraient aider a définir ce que I'on a
appelé le « symbiome », c’est-a-dire les génes essentiels requis par tous les rhizobia pour
la nodulation et la fixation de I'azote [473]. Cependant, la conclusion qui se dégage de

ces rapports est que le concept de symbiome est encore difficile a définir [461].

Il semble qu'il n'y ait pas un seul symbiome central, ce qui pourrait refléter les
différentes stratégies développées par les rhizobia pour interagir avec succés avec les
hotes de légumineuses correspondants. Ainsi, la disponibilité de séquences génomiques
rhizobiennes complétes et entierement annotées est un outil précieux pour affiner cette

analyse et mieux comprendre ces stratégies [461].

Les résultats obtenus par qPCR, n'ont montré aucune différence quantitative de
FopR2F42 entre les traitements bactérisés et non bactérisés, malgré la nette réduction
des symptomes de la maladie chez les plantes bactérisés. Cet effet peut étre lié a la
résistance systémique induite, qui représente la forme d’antagonisme la plus indirecte [6].
Les PGPR peuvent améliorer la défense des plantes, grace a l'induction de la synthése
de molécules liées a leur défense. L'épaississement physique, des parois cellulaires des
plantes provoqué par les PGPR, contribue a la résistance induite via divers mécanismes
qui impliquent la lignification, le dépdt de callosités et I'accumulation de substances
antimicrobiennes de faible poids moléculaire (phytoalexines, composés phénoliques) et la
synthése de chitinases, glucanases, peroxydases et autres protéines lices a la
pathogenése (PR) [6]. Plusieurs rhizobactéries, inhibent les agents phytopathogénes
telluriques des légumineuses en produisant des sidérophores, des enzymes
hydrolytiques, des antibiotiques et du cyanure d'hydrogéne [271]. Pseudomonas spp.
fluorescents produisent de la phénazine [474], du phloroglucinol [475] et de la pyrrolnitrine
[476].

Notre étude histologique a révélé un épaississement des parois cellulaires du
geénotype de pois sensible bactérisé. L’extraction, l'identification et la quantification des

métabolites secondaires par HPLC, a mis en évidence des composés de type phénolique
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(flavonoldes et acides phénoliques). Le principal mécanisme d'action des flavonoldes, est
liée a leurs propriétés antioxydantes [477, 478], par la prévention ou la désactivation des
espéeces réactives de I'oxygene (ROS), générées a la fois par I'agent pathogéne et par la
plante au cours de l'infection. Les autres roles sont associés a la défense des plantes, par
le renforcement des parois cellulaires formant une barriére aux agents pathogénes [114,
468], ainsi que par l'inhibition de l'activité¢ enzymatique de dégradation de la paroi
cellulaire végétale exercée par les champignons [114, 468]. L’étude in vitro a mis en
évidence l'activité inhibitrice de certains acides phénoliques vis-a-vis de la croissance du
pathogéne Fop. Selon Atanasova-Pénichon et al. [118], les acides phénoliques ont une
meilleure activité inhibitrice sur la croissance mycélienne de Fusarium que les

flavonoides.

D’autres études ont également mis I'hypothése que les flavonoides interagissent
directement avec le métabolisme secondaire des champignons. Il a été démontré que les
flavonoides exercent un effet inhibiteur sur la production de mycotoxines : aflatoxine [479,
480] et patuline [481]. Selon Takahashi-Ando et al. [482], les flavonoldes de type flavones
empéchent la conversion du trichodiéne (premier intermédiaire chimique dans la
biosynthése du trichothécéne) aux trichothécénes oxygénés [115]. L’étude de Bollina et
Kushalappa [483], a montré que d'autres flavonoides (naringénine), supprimaient

complétement la production de trichothécene de F. graminearum sur un milieu artificiel.

Plusieurs PGPR synthétisent divers types de métabolites qui peuvent exercer des
activités suppressives vis-a-vis de plusieurs agents phytopathogénes. Ces métabolites
doivent étre explorés davantage car ces souches pourront présenter une gamme d'hétes
plus large, et seront beaucoup plus efficaces a grande échelle avec plusieurs agents
phytopathogénes. L'utilisation des métabolites issus de PGPR pour développer des
bioformulations est encore au stade de développement. Cela pourrait étre encore meilleur
avec une approche multidisciplinaire, rassemblant les outils métabolomiques,

moléculaires et bioinformatiques pour des bioproduits futurs a base de PGPR.
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CONCLUSION

De nombreuses études ont rapporté et proposent l'utilisation des PGPR dans les
pratiques agronomiques, pouvant assurer une efficacité durable, comme une solution
alternative ou complémentaire aux intrants chimiques [94, 253, 484, 485]. Les PGPR
peuvent contrbler les maladies des cultures par leurs actions directes et indirectes sur les
agents phytopathogénes, en stimulant les réactions de défense des végétaux et/ou en
produisant des métabolites secondaires, antimicrobiens et/ou d’enzymes hydrolytiques

et/ou par compétition trophique.

Les travaux de cette étude, réalisés avec des souches de Pseudomonas
fluorescens et de Rhizobium leguminosarum bv. viceae, ont mis en évidence leurs
potentialités dans le biocontrdle de la fusariose vasculaire du pois et sa phytostimulation.
En effet, la bactérisation a induit une réduction significative de l'infection et sa sévérité,

tout en augmentant la biomasse végétale.

A travers les essais in vitro, les effets d’antagonisme des rhizobactéries a
'encontre de I'agent pathogéne Fusarium oxysporum f.sp pisi (Fop) sont notables sur son
développement. Les taux d’inhibition sont significatifs, allant jusqu’a 65,37% sur la
croissance mycélienne, 93,98% sur la germination conidienne et 91,21% sur I'élongation
du tube germinatif. Ces essais ont montré que les mécanismes d’inhibition exercés par
les rhizobactéries ne se limitent pas aux sidérophores, mais il peut y avoir I'implication

d’autres métabolites inhibiteurs aux effets antifongiques.

L’application de la bactérisation in situ, en interaction avec trois génotypes de pois,
confirme davantage a la fois, les actions phytostimulantes et antagonistes des
rhizobactéries testées vis-a-vis de l'agent fusarien Fop. Les résultats montrent que la
gravité de la maladie atteint chez les témoins malades des indices allant jusqu’au
maximum de I'échelle, soit le niveau 5 ; alors que chez les traitements bactérisés est
souvent basse n'excédant pas dans les cas les plus maladifs le niveau 3. Les actions de
biocontrdle sont plus remarquables avec la combinaison Pseudomonas fluorescens +
Rhizobium leguminosarum bv. viceae ou les niveaux sont de 1,56 a 2,53. Une
augmentation considérable des biomasses végétales a été notée chez des traitements

bactérisés, pouvant atteindre, en biomasse séche racinaire, 30 fois le poids du témoin.

Les suivis évolutifs de la maladie, a travers les mensurations de 'AUDPC,
montrent que le génotype de pois P21 (1201,05 a 2282,36) est le plus sensible a la

fusariose vasculaire. Les valeurs basses en AUDPC notées chez le génotype Kelvedon
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Wonder Peas (504,705 a 977,525) permettent de le considérer comme le plus résistant a

cette trachémycose.

La souche Rhizobium Rlv a montré un effet de nodulation négatif ; 'amplification
par PCR des génes nodulant (NodL-NodD et NodA-NodJ) a révélé des tailles inférieures
a celles de la souche de référence (RIlv3841). Il est donc probable que cette souche ait
perdu une grande partie, ou la totalité, de son plasmide responsable de la nodulation, ce

qui expliquerai son phénotype non nodulant.

Nos résultats ont également réveélé que la réduction des symptomes de la maladie
sur les plants bactérisés, ne doit pas étre forcément liée a la diminution quantitative de
Fop au niveau du collet. Cela suggére que la réduction des symptdmes, chez les plants
bactérisés, peut étre associée a l'induction de la résistance systémique élicitée par Pf
C7R12.

L’extraction, [lidentification et la quantification des métabolites secondaires
confirment la présence de composés phénoliques (flavonoides et acides phénoliques),
accompagnée d’une variation quantitative avec une augmentation fréquente des flavones
lors de la bactérisation. Ces résultats suggérent que les flavonoides (type flavone) sont
probablement responsables de I'épaississement des parois cellulaires des vaisseaux

chez le génotype de pois sensible, suite a sa bactérisation.

Les composés phénoliques, sont des molécules affichant diverses activités
biologiques ayant un impact sur la physiologie et le développement des plantes. Les
flavonoides participent non seulement a la protection contre les différents stress, mais
permettent également des interactions avec d'autres plantes et microorganismes.
Auparavant, leur role était principalement expliqué par leurs propriétés antioxydantes ;
Cependant, d’autres travaux les considérent, également, comme molécules de régulation

et de signalisation [117].

Parmi la myriade en microorganismes telluriques, les rhizobactéries sont
reconnues comme phytobénéfiques et peuvent intégrer les pratiques agricoles durables.
Ce groupe de bactéries, peut améliorer le développement des plantes et réduire
'apparition de maladies. Les mécanismes par lesquels ces microorganismes exercent
des effets phytobénéfiques, réciproques avec leurs plantes hétes, ne sont pas
complétement élucidés. Comme préalable, ces rhizobactéries doivent étre douées d’'une
compétence rhizosphérique, pour exercer leurs compétences sur la plante et se
caractériser par des facultés adaptatives, notamment au type de sol, au génotype végétal
et aux conditions de conduite des cultures. Il est donc conseillé d’étudier les effets

phytobénéfiques de nos rhizobactéries sur nos génotypes dans différents substrats, pour
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mieux favoriser la nodulation des Iégumineuses. Les faits actuels suggérent I'existence de
mécanismes d’association trés spécifiqgues et complexes entre plantes / PGPR /
pathogéne. L’application de ces microorganismes est subordonnée a I'approfondissement
de nos connaissances sur les aspects moléculaires en relation avec leurs mécanismes,
garantissant leur efficacité et leur stabilité en association avec les plantes et a 'encontre
des agents phytopathogénes. La réussite d’'une bioformulation est mesurée en termes de
potentiel d’inoculum, de durée de conservation, de facilit¢ d’application et de durabilité

des effets escomptés.
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Annexe A

MILIEUX DE CULTUTRES

e Milieu B de King (KB)

Agar 15g
Peptone 20¢g
K,HPO,4 15¢g
MgSQO, 15¢g
Glycérol 15 ml

pH7,2+0,2a25°C

Utilisation : Isolement, culture et mise en évidence de la pigmentation (pigment fluorescent) des
especes de Pseudomonas fluorescentes.

e Yeast Mannitol Ager (YMA): modifié.

Agar 20¢g
Mannitol 10g
Na-glutamate 0,5g
K,HPO, 0,5g
Extrait de levure 1lg

MgSO, 02g
Nacl 01g
FeCls 4 mg

pH 6.8 £0.2a25°C

Utilisation : pour la cultivation des especes de Rhizobium et Azorhizobium.

e Potatos Dextros Agar (PDA)

Agar 20¢g
Galactose 20g
Pomme de terre 200g

pH5.6 £0.2a 25°C
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Utilisation : Cultures des levures et les champignons filamenteux (Fusarium oxysporum)

e  Milieu minimum Puhalla (MMP)

Agar 15g
NaNOs 2g
Sucrose 30g
K;HPO,4 1g
MgSO, 058
KCl 058

pH 7,0+ 0.2a25°C

Utilisation : Milieu comportant des éléments chimiques strictement nécessaires a la croissance
d’un organisme.

Préparation des milieux : ajouter les composants a I'eau distillée et ajuster le volume a 1 litre.
Chauffer le tout en mixant la solution. Verser le liquide dans des flacons. Autoclaver pour 20 min a
120 °C, puis verser dans des boites Petri (Ronald, 2010).

127



Annexe B
RESULTATS IN VITRO

Inhibition de la croissance mycélienne des quatre souches de Fop

Milieux
Traitements Temps PDA KB Mixte
24h 11,11+ 1,09° 8,75+ 2,5° 15,83 +1,75°
Fop R1 X PfBB10 48h 14,37 +2,41%° 15,90+ 2,11° 15,27 +1,31%
72h 22,25 +2,58" 32,77 +1,88° 17,07 +1,15%
24h 10,00 + 2,43° 12,50 + 0,91°° 17,50 + 1,56 *°
Fop R1 X PfF21 48h 00,00 + 00,00° 13,63 +1,74° 10,41+ 1,35°
72h 0,30 +1,92° 25,00 + 1,84 11,26 +1,15°
24h 15,57 + 00,00% 14,16 + 0,56 " 12,50 + 1,04°
Fop R2F42 X PfBB10 48h 28,00 + 0,76" 19,23 +0,61° 13,26 +0,76°
72h 23,21+1,21° 31,70 £ 0,56° 15,86 0,59 %
24h 8,19 + 00,00° 9,16 + 0,81 10,83 +0,68°
Fop R2F42 X PfF21 48h 23,50 0,27 16,15 + 1,07 21,76 £ 0,84°
72h 14,73 +0,80% 26,82 + 0,54 9,65+0,72°
24h 8,40+0,63° 5,00 + 0,90° 22,19+0,73°
Fop Argl X PfBB10 48h 1,44 +0,53° 4,87 +0,86° 16,04 + 0,49°°
72h 14,05 + 0,57 6,11 +1,04° 24,09 + 0,48"
24h 9,01+0,52° 15,83 +0,88"° 23,59 +0,92°
Fop Argl X PfF21 48h 00,00 + 00,00° 18,29 +0,84°%° 17,16 +0,75%°
72h 9,12+0,11° 7,22+0,71° 23,18 +0,51
24h 16,39 + 1,20°° 13,06+ 0,72 17,20+ 2,88
Fop Arg3 X PfBB10 4sh 25,60 +1,70° 13,06 + 0,99°° 24,99 +2,67°
72h 28,94 +1,16° 16,24+ 0,42 32,62 +2,87°
24h 7,17 £1,01° 11,36+ 0,76 23,80 £0,79°
Fop Arg3 X PfF21 48h 27,41 +0,89" 8,52+1,29° 24,99 +0,71°
72h 6,14 +0,18° 5,29+0,99° 28,60 + 0,65 ™
Milieux
Traitements Temps PDA YMA Mixte
24h 7,7643,79° 15,24+-3,22%° 15,60 + 6,53 *°
Fop R1 X Rlv 4sh 15,42+2,93%° 35,77+1,40 ™ 21,17 £3,20°
72h 32,4146,96° 37,11+2,80° 26,44 + 16,80
24h 00,00 + 00,00° 11,22 +0,58° 8,20+ 1,80°
Fop R1 X MRIv 48h 9,20+2,61° 29,26+1,41° 18,46 +1,41°
72h 26,48+8,81° 43,02 +1,08%° 36,41 + 5,06™
24h 0,17+0,13° 43,06+ 3,65 " 17,29 +3,23°
Fop R2F42 X Rlv 48h 9,15+ 1,24° 50,00+ 6,17 ° 20,73 £2,49°
72h 24,28+ 1,58° 51,76+ 3,23 17,36 + 6,54°
24h 11,29+ 3,07° 12,54+ 7,89° 6,48 +4,10°
Fop R2F42 X MRIv 48h 19,64+ 3,15° 42,51+ 4,76" 20,04 +2,65°
72h 38,45+ 6,74° 65,37+ 5,38° 42,93 +3,37°
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Inhibition de la germination conidienne des quatre souches de Fop

Traitements Temps PD KB Mixte
6h 00,00+00,00° 00,00+00,00° 00,00+00,00°

FopR1 X PfBB10 24h 00,00+00,00° 91,21+6,91° 46,9649,23 ™
48h 3,2348,63° 14,88+9,10° 46,56+6,60°°
6h 31,79+10,41" 00,00+00,00° 00,00+00,00°

FopR1XPfF21  24h 00,00+00,00° 82,65+13,09° 48,46+4,76 ™
4ash 15,37+13,12%° 63,44+11,68°° 69,60+9,76™
6h 39,95+8,27™ 10,71+28,41° 22,17+10,03%°

FopR2F42 X

PfBB10 24h 46,53+9,75% 43,696,43 % 58,72+9,23 %
4ash 41,32+9,77™ 71,89+12,96" 36,74+9,00%
6h 8,82+9,95 % 70,32+9,29° 0,939,15°

FopR2F42 X Pf

F21 24h 72,49+12,03 66,81+10,20°° 40,81+9,00™
4ash 64,73+11,33 73,81+12,02" 00,0000,00°
6h 75,21+7,59“ 29,28+9,86 %" 40,69+8,60 ™

FopArgl X Pf

BB10 24h 00,00+00,00° 00,00+00,00° 3,5048,22°
48h 00,00+00,00° 76,38+7,07™ 43,35+11,56
6h 84,61+7,77° 21,64+7,47°%° 35,70+7,85 %

FopArgl X PfF21 24h 33,32+10,63%° 47,89+10,88*° 82,45+7,45°
48h 51,26+8,72™ 80,08+8,58° 80,31+10,33¢
6h 74,65+4,58 86,15+7,21° 80,13+7,72°

FopArg3 X Pf

BB10 24h 59,42+5,77™ 60,96+7,07 % 50,89+2,33 %
4ash 12,90+10,71% 87,13+7,77°¢ 63,45+4,47™
6h 90,23+401° 75,89+6,53" 82,43+8,01°

FopArg3 X PfF21 24h 74,99+11,35° 83,88+10,19" 92,70+4,21°
48h 61,44+7,12° 93,98+7,50°¢ 87,97+10,21°
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Inhibition de I’élongation du tube germinatif des quatre souches de Fop

Milieux
Traitements Temps PD KB Mixte
6h 3,9240,28° 00,00+00,00° 30,49+0,09°°
FopR1XPfBB10 24h 00,00+00,00° 1,37+0,07° 00,00+00,00°
48h 00,00+00,00° 00,00+00,00° 00,00+00,00°
6h 47,72+0,10™ 00,0000,00° 42,90+0,01%°
FopR1XPfF21 24h 00,00+00,00° 43,79+0,09™ 00,00+00,00°
48h 00,00+00,00° 18,02+0,09 *° 00,00+00,00°
6h 00,00+00,00° 11,28+0,06 *° 12,74+0,04°
FopR2F42XPfBB10 24h 2,82+0,13° 18,60+0,05% 8,81+0,12°
48h 25,69+0,09" 3,60+0,04° 21,15+0,14%°
6h 00,00+00,00° 00,00+00,00° 16,59+0,06°
FopR2F42XPfF21  24h 6,94+0,10° 15,12+0,23% 8,81+0,09°
48h 6,08+0,10° 00,00+00,00° 31,11+0,18%
6h 60,770,15 66,76+0,01° 66,93+0,10°
FopArglXPfBB10  24h 21,1+0,20%° 00,00+00,00° 8,16+0,13°
48h 00,00+00,00° 36,05+0,07™ 00,00+00,00°
6h 82,56+0,13° 60,73+0,03" 67,81+0,09"
FopArg1XPfF21 24h 43,1+0,08" 00,00+00,00° 60,20+0,10%°
48h 00,00+00,00° 42,43+0,12™ 7,57+0,21°
6h 79,07+0,06™ 78,55+0,06° 76,32+0,09°
FopArg3XPfBB10  24h 6,52+0,07° 58,85+0,03™ 61,26+0,03%
4ash 15,02+0,06 *° 60,80+0,03" 55,60+0,07™
6h 87,07+0,03° 61,25+0,05" 74,19+0,04°
FopArg3XPfF21 24h 00,00+00,00° 44,12+0,04° 91,21+0,02°
4ash 38,55+0,07° 77,56+0,04° 87,57+0,07°

Fop : Fusarium oxysporum f.sp. pisi;
leguminosarum bv. viceae ; MRIv : Mutant Rhizobium leguminosarum bv. viceae

Pseudomonas fluorescens ;

RIv : Rhizobium

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p
<0,05; 'analyse de variance étant significative, la comparaison des moyennes a révélé I'existence
de six groupes homogénes dont 3 groupes individuels et 3 groupes intermédiaires (a, b, ab, c, bc,
bcd)
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Annexe C

RESULTATS IN SITU

Taux d’infection de la maladie chez les traitements bactérisés et non bactérisés avec FopR1

Jours

Tr G 7 10 13 16 19 22 25 28 31
< 1 27,78+3,61° 35,71£2,38% 40+3,33%° 41,6743,72° 45,2441,50* 47,9245,01° 56,55+5,10 57,41£3,41°% 66,11+6,89°
né 2 37,5#6,18° 43,24+3,16° 47,1444,32° 47,37+7,47° 67,45+1,55" 81,19+7,43" 100,00+0,00° 100,00+0,00° 100,00+0,00°
B 3 0,00%0,00° 5,5612,24° 11,11£9,62° 20,95+4,15° 24,64+3,83% 27,78+7,73% 27,78+7,73% 32,145 45% 70,83+29,16"
x 1 12,22+#391° 22,2245 55% 28,25+5,79°° 28,94+2,69°° 29,27+4,15°° 32,42+7,70°° 43,646,41° 48,52+11,49* 56,97+6,30 °
E%E 2 38,49+7,72° 45,71+4,28% 48,75+9,75% 66,69+8,75™° 73,84£10,27% 77,71+8,80% 95,0045,00° 95,45+4,54° 100+0,00°
* 3 21,11%7,18° 27,78+4,60° 30,95+1,06° 33,33+2,63° 35,443,117 36,02+2,04*° 38,73+1,78*° 51,67+4,83% 58,70+3,43°
X 1 28,61+4,39° 30,5545,12° 31,78+4,54° 34,5218,26™ 35,873,40% 37,10£3,94% 41,29+2,26 48,28+4,33% 53,48+2,99°
EQE 2 36,745,007 38,53+3,48" 46,21+9,38 ™ 51,25+5,48™° 70,97+12,47° 84,02+9,88% 84,02+9,88% 84,02+9,88% 84,02+9,88%
& 3 17,22+4,33° 21,59+3,11% 28,77+1,08° 38,79+6,67° 39,9445,20° 45,14+1,88% 46,75+4,75% 51,11%3,79° 54,22+3,41°
X 1 18,57£3,41° 25,00+2,76° 25,55+2,58° 25,55+2,58° 28,27+2,74° 35,76+2,93% 48,44+4,94° 51,95+6,42" 51,95+6,42"
Eg_nz: 2 12,13+3,53° 16,48+3,73° 27,08+4,81% 31,98+6,55 > 45,83+8,58 ° 57,72+4,63 70,51+3,04 * 85,12+6,74 ° 85,12+6,74°
3 17,66+1,00° 21,42+7,14° 27,08+10,41° 29,76+13,09%° 29,76+13,09%° 60,71+10,71° 60,71+10,71° 60,71£10,71° 60,71+10,71°
: S 1 16,30+2.44° 18,57+3,41° 22,50+3,29 23,21+3,09% 24,44+2,30% 27,63+2,59 % 30,72+3,65%° 37,67+4,93 37,67+4,93
%E 2 13,456,477 20,85+3,19° 35,5747,62% 35,9416,64 % 48,03+3,77"° 56,97+3,73" 66,42+2,85 " 84,30+4,61° 84,30+4,61°
3 6,19:3,80° 19,23+5,83 % 22,09+5,92 % 24,16+8,03 ™ 26,21+3,25% 38,04+15,62 % 71,43+19,69"° 71,43+19,69"° 71,43+19,69"°

Fop : Fusarium oxysporum f.sp. pisi ; Tr : traitements utilisés ; G : génotypes étudiés ;

1: JI1412 ; 2 :P21 ; 3 : Kelvedon Wonder Peas

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05 ; I'analyse de variance étant significative, la
comparaison des moyennes a révélé I'existence de neuf groupes homogénes dont 4 groupes individuels et 5 groupes intermédiaires (a, b, ab, ¢, abc, bc,
d, bcd et cd)
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Taux d’infection de la maladie chez les traitements bactérisés et non bactérisés avec FopR2F42

Jours
Tr G 7 10 13 16 19 22 25 28 31
E 1 22224562° 36,11£3,50%° 38,1+3,83™° 40,77+4,71°° 44,64+4 85" 46,99+5,97" 49,31+4,29° 58,66+4,91% 69,44+4,50%
% 2 556+11,96 63,41+14,20° 79,58+10,65°"° 83,53+9,20°* 95,77+2,70% 95,83+4,16% 100,00+00,00° 100,00+00,00° 100,00+00,00°
2 3 20,56%6,89° 26,94+6,70% 28,1742,49% 32,2242 67 32,78+3,48%° 38,39+3,50 **° 44 ,64+3,12° 56,33+6,74% 64,21+3,20°
E e 1 17,22+4,34° 21,58+3,11% 28,76+2,65°" 38,7916,67° 39,9415,20° 45,13+1,89% 46,74+4,75% 51,11+3,79° 54,22+3,41°
%_ a 2 59,80+4,39° 65,95+9,78% 72,14£10,12° 75,47+8,41°°° 87,77+7,77° 92,96+4,45" 96,66+3,33° 96,66+3,33° 100,00+0,00°
2 3 0,00£0,00° 0,000,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,0040,00° 8,93+4,30°° 16,43+8,36 *° 34,52+15,69% 45,23+20,67°
5 1 41,67+542° 46,67+2,10% 54,04+4,13%° 64,60+6,68" 64,60+6,68" 65,08+2,65" 65,08+2,65" 66,46+4,82° 66,46+4,82°
§ E 2 47,1447,67° 60,14+13,59%  60,62+8,99°® 63,39+10,03%  71,03+11,28%°  82,04+9,20*° 87,92+7,91° 100,00+00,00° 100,00+00,00°
§ 3 6,11+3,88° 20,0045,09%° 26,9+4,01% 30,95+1,06*° 33,795,50*° 34,23+3,03%° 35,09+3,20*° 40,74+3,88° 42,14+4,96°
; 1 27,73+3,97° 31,00+3,87° 33,27+3,04° 33,57+5,90° 36,12+4,07° 36,90+2,46° 46,33+5,01 % 59,10+3,35" 59,10+3,35"
§ z 2 33884359 33,88+3,59° 63,02+4,05" 63,02+4,05" 89,77+3,17° 89,77+3,17° 100,00+0,00° 100,00+0,00° 100,00+0,00°
.i% 3 21,74#3,54° 21,74+3,54° 34,28+7,19° 34,28+7,19° 49,04+4,97° 49,04+4,97° 57,14+11,98° 57,14+11,98° 57,14+11,98°
; S 1 13,57+6,02° 20,43+5,34% 24,5145,03°° 28,1745,27°° 31,93+3,417° 34,78+5,30™° 44,50+3,35" 49,62+8,23° 49,62+8,23°
§ E 2 28,8847,13° 28,88+7,13° 55,93+5,96™ 55,93+5,96™ 73,78+6,13" 73,78+6,13" 76,73+13,92" 100,00+0,00° 100,00+0,00°
E 3 0,00+0,00° 0,00+0,00° 10,00+3,87° 10,00+3,87° 16,67+2,57%" 16,67+2,57%° 16,67+2,57%° 16,67+2,57%° 16,67+2,57%°
1 27,73+3,97° 31,00+3,87° 33,273,04° 33,575,90° 36,12+4,06° 36,90+2,46° 46,33+5,01%° 59,10+3,35" 59,10+3,35"
§°F'°2'§2§‘Lz.v 2 0,00+0,00° 0,000,00° 9,04+5,85%° 13,21+8,21%° 16,43+5,45%° 27,57+10,57% 32,3345,09" 33,73+3,06" 37,14£10,69"
3 0,00+0,00° 0,00+0,00° 6,19+3,80%° 8,21+5,63%° 13,57+4,53° 20,91+5,09° 22,87+3,43° 25,67+3,39% 31,73+4,13°

Fop : Fusarium oxysporum f.sp. pisi ; Tr : traitements utilisés ; G : génotypes étudiés ;

1:J1M1412 ; 2 :P21 ; 3 : Kelvedon Wonder Peas

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05; I'analyse de variance étant significative, la
comparaison des moyennes a révélé I'existence de neuf groupes homogénes dont 4 groupes individuels et 5 groupes intermédiaires (a, b, ab, ¢, abc, bc,
d, bcd et cd)
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Taux d’infection chez les traitements bactérisés et non bactérisés avec FopArg1 et FopArg3

Tr Jours
G 7 10 13 16 19 22 25 28 31
1 1 20,28+7,38° 32,2242,67"  33,37+2,45% 34,33+2,98™°  38,89+4,60™° 42,16+7,53™°  46,43+2,43" 53,82+8,42°°  57,6443,75°
‘Z 2 28,29+6,28° 33,738,117  43,38+9,27% 44,3546,19°  4595+4,68™ 46,9+6,07™  48,33+9,01% 55,36+7,94  70,4+12,19"
2 3 00,00+00,00° 6,94+4,52%° 14,48+5,43%° 15,34+4,40°°  25,03+6,66°° 26,78+7,74°°  26,9445,24%° 35,15+9,34° 35,15+9,34°
e A1 6,11+3,88° 20,00+5,09%°  26,90+4,01 30,95+1,06°°  33,78+5,50°° 34,22+3,03°  35,09+3,20 40,74+3,88° 42,13+4,96°
‘,‘: 2 2 28,09+2,45° 33,337,75"  36,19+4,24™ 38,61+2,51™°  38,70+3,53"° 39,52+5,16  47,61+4,55% 54,49+6,60" 55,55+4,73"
2 3 00,00+00,00° 00,00£00,00°  12,1447,22% 13,33+4,51°°  14,8845,86™° 18,61+6,86™  20,83+7,21%° 26,05+6,37%°  34,92+3,36"
=z 1 21,675,27° 32,22:2,67%°  36,11+5,54°  36,1125,54™  42,5446,67°° 42,56£3,10"  46,896,79" 46,99+2,92° 54,632,65°
g N2 25,75+3,09° 37.10+4,68"  38,71+3,05°  4198+387"  4121+1,08™ 4285+4,39"  45,66+8,09" 49,70+8,67°  56,37+4,13"
§ 3 00,00£00,00° 00,00£00,00" 23612545 25,55¢5,55" 28,13+2,08°  31,704510°  31,70%5,10° 31,7045,10° 31,7045,10°
Jours

Tr G 7 10 13 16 19 22 25 28 31

) 1 14,16+4,54° 17,38+4,39°° 24,4443 37  2527+3,907™°  2555+4,66™°  27,38+4,21°° 29,36+4,85°°  39,48+4,13%  44,12+10,25°

i 2 41,33+3,74° 50,713,562  52,76+4,41°  54,92+4,39"°  57,88+4,62"°  57,88+4,62°°  58,79:+7,49"° 70,377,917  73,8418,94°

2 3 00,00+00,00° 18,75+6,25°°  24,25+540%  25,00£00,00®  25,59+6,70°  27,50+5,50"°  30,83%3,63" 33,33+00,00°  35,00+12,58°
B2 1 27.8540,71° 28,13+2,08°  30,66+2,66™  31,66+1,66%  32,53+2,02°°  32,53+2,02%°  34,4844,12®°  39,90+1,58" 39,90+1,58°
<R 2 1958+1,96° 19,58+1,96°  37,70+1,57° 37,70+1,57° 55,95+3,94° 55,95+3,94°  60,09+3,13°  60,09+3,13° 60,09+3,13°
i x 5 00,00£00,00"  0000£00,00° 9,09:00,00° " 4{g5i060"  11,80:069  16,66£00,00° 1833+166°  20.00£00,00°  2055:242°
:, 1 22,00£1,22° 22,00+1,22°  26,66+2,98"  26,66+2,98"°  36,00+1,63"  36,00+1,63™  38,66+1,33°  38,66+1,33° 40,47+4,26°
é: E 2 36,47+2,67° 36,90+3,57  38,88+5,55"  41,11+4,84™  41,9043,73™  43,33+3,33°  49,20+3,66™  55,18+2,89" 55,18+2,89"
e 3 00,00+00,00° 00,00£00,00°  14,81+1,85% 16,66+2,94°  21,72+3,01  23,33+1,66°  24,58+3,14°  2529+9,18" 32,77+4,33

Fop : Fusarium oxysporum f.sp. pisi ; Tr : traitements utilisés ; G : génotypes étudiés ;

1:J1M1412 ; 2 :P21 ; 3 : Kelvedon Wonder Peas

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05 ; I'analyse de variance étant significative, la
comparaison des moyennes a révélé I'existence de huit groupes homogénes dont 4 groupes individuels et 4 groupes intermédiaires (a, b, ab, c, abc, bc, d
et cd)
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Sévérité de la maladie chez les traitements bactérisés et non bactérisés avec les souches FopR1

Jours

Tr G 7 10 13 16 19 22 25 28 31
- 1 1,3440,03° 1,79+0,10® 1,86+0,06" 1,86+0,09™ 2,34+0,06" 2,56+0,15" 2,57+0,09% 2,77+0,44% 2,83+0,06°
:‘% 2 1,9440,30° 1,98+0,13° 2,35£0,32° 2,39+0,26° 3,1940,50® 3,50+0,45™°  4,08+0,41" 4,55+0,32" 4,83+0,16°
3 0,53+0,23° 0,86+0,27° 1,00+0,00% 1,00+£0,00%° 1,11£0,11%° 1,4420,15%° 1,46£0,13%° 2,16+0,39 % 2,16+0,39"
o 1 1,15+0,03° 1,42+0,14° 1,49+0,12%° 1,51+0,09 1,54+0,43 % 1,84+0,07 > 2,22+0,24°* 2,43+0,16% 2,77+0,25°
Eg.é 2 1,05+0,22° 1,34+0,28% 1,5240,32% 1,5840,15% 2,20£0,30%°  2,4040,23" 2,52+0,19" 2,52+0,19" 2,52+0,19"
* 3 1,06+0,04° 1,06+0,04° 1,4240,11%° 1,47+0,12%° 1,47+0,12%° 1,61+0,17*° 1,61+0,17*° 1,85+0,21"° 1,85+0,21"°
& 1 1,21+0,07° 1,410,08™ 1,7120,04" 1,7420,05" 1,87+0,06° 1,97+0,06° 2,04+0,07° 2,45+0,09° 2,51+0,06°
; 2 1,7740,17° 1,79+0,18° 1,89+0,18° 2,01+0,14%° 2,010,14° 2,0140,14" 2,62+0,41% 2,62+0,41° 2,62+0,41°
E 3 1,43£0,12° 1,46+0,12° 1,68+0,14%° 1,68+0,16 % 1,76+0,16 ™ 2,1240,09° 2,1240,09° 2,1240,09° 2,1240,09°
% 1 1,33£0,02° 1,40+0,06° 1,60+£0,02%° 1,65+0,12%° 1,65+0,12%° 1,69+0,18%° 1,69+0,18%° 1,810,06° 1,810,06°
b7 2 1,20+0,06° 1,24+0,11% 1,37+0,07 % 1,39+0,10 % 1,39+0,10 % 1,61+0,12% 1,61+0,12% 1,82+0,09" 2,3340,24°
u? 3 1,3340,03° 1,33+0,03° 1,40+0,06 *° 1,40+0,06 *° 1,60+0,02** 1,64+0,12°°° 1,69+0,08" 1,810,06 2,06+0,11°
E 1 1,24+0,08° 1,3140,12° 1,40£0,13% 1,47+0,09% 1,49+0,14 % 1,55+0,11% 1,75+0,10* 1,900,14° 1,900,14°
; 2 1,29+0,09° 1,31£0,05° 1,31£0,05° 1,46+0,11% 1,46+0,11%° 1,50+0,12%° 1,63+0,08 1,63+0,08 1,8240,14°
§ 3 1,10£0,06° 1,3240,14° 1,32+0,14° 1,63£0,16° 1,63£0,16° 1,66+0,13° 1,66+0,13° 1,66+0,13° 1,66+0,13°

Fop : Fusarium oxysporum f.sp. pisi ; Tr : traitements utilisés ; G : génotypes étudiés ;

1:J1M1412 ; 2 :P21 ; 3 : Kelvedon Wonder Peas

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05 ; I'analyse de variance étant significative, la
comparaison des moyennes a révélé I'existence de huit groupes homogénes dont 4 groupes individuels et 4 groupes intermédiaires (a, b, ab, c, abc, bc, d
et cd).
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Sévérité de la maladie chez les traitements bactérisés et non bactérisés avec les souches FopR2F42

Jours
Tr G 7 10 13 16 19 22 25 28 31
N
¥ 1 1,22+0,05° 1,6420,14% 1,67+0,04%° 1,86+0,16" 2,00£0,12" 2,53+0,17% 2,55+0,10% 2,89+0,14% 3,18+0,11°
%_ 2 2,37+0,33° 2,87+0,52°° 3,19+0,38™° 3,25+0,57°°  4,24+0,36™ 4,65+0,25 4,94+0,05° 5,00+00,00° 5,00+00,00°
i 2 1,91+0,19° 1,91+0,19° 2,01+0,09° 2,01+0,09° 2,46+0,17"° 2,46+0,17"° 2,46+0,17"° 2,92+0,28° 2,92+0,28°
N
ye 1 1,20+0,06° 1,42+0,05° 1,59+0,05% 1,68+0,18%° 2,05+0,09"° 2,34+0,09% 2,36+0,15% 2,57+0,11° 2,57+0,11°
[11]
%‘_m 2 159£0,19° 1,7740,17° 1,8840,11% 1,9340,14%  2,0440,05% 2,20£0,20"  2,33+0,15%  2,33+0,15% 2,63+0,33"
L x 3 1,58+0,20° 1,58+0,20° 1,6620,19° 1,900,26° 1,97+0,35° 1,97+0,35° 1,97+0,35° 1,97+0,35° 1,97+0,35°
E N 1 1,20+0,07° 1,43+0,13° 1,55+0,11% 1,7440,12* 1,8240,17°% 2,110,11° 2,15+0,07™ 2,78+0,24% 2,98+0,17°
X 2 1,33+0,06° 1,33+0,06° 1,55+0,12%° 1,55+0,12%° 1,65+0,31 % 1,65+0,31 % 1,91+0,06™ 1,91+0,06™ 2,39+0,16°
L~ 3 0,8340,16° 1,00+00,00%° 1,00+00,00 *° 1,03+0,03°% 1,23+0,11% 1,41+0,32%° 1,48+0,34 % 1,78+0,43 % 2,25+0,62°
S 1 1,46%0,09° 1,47+0,13° 1,830,09% 2,04+0,05" 2,06+0,08" 2,07+0,07" 2,30%0,09% 2,61%0,10° 2,61%0,10°
%_f 2 1,35+0,12° 1,35+0,12° 1,77+0,30%° 1,77+0,30%° 1,92+0,34%° 1,92+0,34%° 2,50+0,41%° 2,50+0,41%° 2,97+0,39°
L 3 1,22+0,03° 1,22+0,03° 1,22+0,03° 2,07+0,24%° 2,07+0,24%° 2,12+0,23%° 2,12+0,23%° 2,12+0,23%° 2,73+0,53°
& x> 1 1,27+0,12° 1,45+0,15° 1,74+0,19%° 1,77+0,25%° 1,83+0,11%° 1,92+0,20%° 2,10+0,24%° 2,51+0,32° 2,51+0,32°
&9 & 2 1,2040,03° 1,20+0,03 1,20+0,03 1,67+0,08 1,67+0,08 2,56+0,20° 2,56+0,20° 2,63+0,05° 2,63+0,05°
('8
3 1,13%0,07° 1,13+0,07° 1,13+0,07° 1,3540,19° 1,3540,19° 1,61+0,23° 1,61+0,23° 1,84+0,20° 1,84+0,20°
>
S x 1 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,19#0,11* 0,3340,25"°  0,6540,22" 0,8740,22"°  1,01#0,15" 1,10+0,15% 1,56+0,19°
%_g 2 0,00%0,00° 0,00£0,00° 1,25+0,51% 1,25+0,51% 1,71£0,91% 1,71£0,91% 2,53+0,31° 2,53+0,31° 2,53+0,31°
(T8
Q 3 0,00+0,00° 0,21+0,13% 0,21+0,13% 0,31+0,217° 0,66+0,32°°* 0,95+0,26°" 1,12+0,22"° 1,18+0,16 1,59+0,22°

Fop : Fusarium oxysporum f.sp. pisi ; Tr : traitements utilisés ; G : génotypes étudiés ;
1:J11412; 2 :P21 ; 3 : Kelvedon Wonder Peas

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05 ; I'analyse de variance étant significative, la
comparaison des moyennes a révélé I'existence de huit groupes homogénes dont 4 groupes individuels et 4 groupes intermédiaires (a, b, ab, ¢, abc, bc, d,
cd, bed, abed, e et de)
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Sévérité de la maladie chez les traitements bactérisés et non bactérisés avec FopArg1 et FopArg3

Jours
Tr G 7 10 13 16 19 22 25 28 31
b= 1 1,26+0,09° 1,64+0,08%° 1,66+0,13*° 1,77+0,14* 1,93+0,17%° 1,940,211 2,21+0,16" 2,360,17% 2,510,14°
‘E,_ 2 1,63%0,19° 1,67+0,11° 1,71£0,16° 1,76+0,15%° 2,000,14%° 2,01+0,23%° 2,23+0,22%° 2,25+0,21%° 2,62+0,27°
& 3 1,00£0,00° 1,03+0,03° 1,13+0,13%° 1,41+0,14%° 1,4240,15%° 1,48+0,21%° 1,66+0,16% 1,83+0,25%° 1,93+0,48"
z o 1 106%0,03° 1,33£0,13% 1,45+0,08™ 1,51£0,04 1,569+0,08™° 1,86+0,08" 1,910,09" 1,9540,17° 1,9540,17°
é:g 2 1,50+0,17° 1,53+0,20° 1,62+0,23%° 1,66+0,11%° 2,000,14%° 2,040,12%° 2,08+0,14%° 2,100,18%° 2,3040,13°
e 3 1,00+0,00° 1,00+0,00° 1,130,13° 1,1620,16° 1,33+0,22° 1,65+0,37° 1,80+0,27° 1,80£0,27° 1,79+0,26°
: 1 1,2240,05° 1,22+0,05° 1,610,13° 1,61+0,13° 1,710,18° 1,71+0,18° 1,74+0,12° 1,74+0,12° 1,77+0,17°
% E 2 1,56%0,06° 1,67+0,12%° 1,75+0,10° 1,88+0,18° 1,95+0,02*° 2,05+0,08°> 2,07+0,13° 2,17+0,06" 2,4140,13°
S 1,2740,16° 1,2740,16° 1,48+0,20%° 1,500,12%° 1,500,12%° 1,57+0,16% 1,57+0,16% 1,57+0,16% 1,57+0,16%
Jours
Tr G 7 10 13 16 19 22 25 28 31
3 1 1,17+0,06° 1,350,07% 1,4410,12% 1,520,10% 1,530,08% 1,8410,17°° 1,860,18™° 2,0120,18" 2,23+0,25°
‘E,_ 2 1,52+0,16° 1,53+0,13° 1,77£0,19° 2,06+0,31° 2,06+0,31° 2,07+0,11° 2,07+0,11° 2,11+0,06° 2,11+0,06°
2 3 1,5140,18° 1,71+0,15%° 1,73+0,15%° 1,74+0,16%° 2,060,19%° 2,17+0,20%° 2,22+0,17%° 2,22+0,14%° 2,34+0,019°
:, ° 1 1,29+0,06° 1,34+0,10° 1,34+0,10° 1,42+0,09%° 1,52+0,03%° 1,52+0,03%° 1,77+0,16%° 1,77+0,16%° 1,91+0,15"
é:g 2 1,13%0,09° 1,13+0,09° 1,22+0,06° 1,22+0,06° 1,38+0,14%° 1,38+0,14%° 1,52+0,07%° 1,52+0,07%° 1,81+0,20"
e 3 1,25+0,10° 1,25+0,10° 1,38+0,09% 1,38+0,09%° 1,62+0,18%° 1,62+0,18%° 1,71+0,12%° 1,71+0,12%° 1,89+0,17"
:, 1 1,1840,03° 1,18+0,03° 1,5120,11% 1,5120,11% 1,56+0,32% 1,58+0,06™ 1,69+0,14 1,95+0,15" 1,97+0,08"
é: § 1,25+0,07° 1,53+0,10% 1,530,10% 1,65£0,11% 1,67+0,07" 1,69+0,04° 1,69+0,04° 1,79+0,04° 1,8120,10°
Q 3 1,2740,03° 1,450,09% 1,51£0,10% 1,51£0,04™ 1,630,05% 1,63£0,07% 1,72+0,07° 1,7320,09" 1,83+0,19"

Fop : Fusarium oxysporum f.sp. pisi ; Tr : traitements utilisés ; G : génotypes étudiés ;
1: JI1412; 2 :P21 ; 3 : Kelvedon Wonder Peas

Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05 ; I'analyse de variance étant significative, la
comparaison des moyennes a révélé I'existence de huit groupes homogénes dont 4 groupes individuels et 4 groupes intermédiaires (a, b, ab, ¢, abc, bc, d,
cd, bed, abed, e et de)
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AUDPC des traitements bactérisés et non bactérisés chez les
trois génotypes JI1412, P21 et KWP infectés avec les trois
souches de Fop (R1, R2F42, Arg1 et Arg3)

Fop R1 1211,565
FopR1XBB10 846,215
J1412 | FopRIXF21 1001,44
FopR1XRIv 892,335
FopR1XMRIv 692,225
Fop R1 1796,67
FopR1XBB10 1851,9
P21 FopR1XF21 1686,79
FopR1XRIv 1192,49
FopR1XMRIv 1237,94
Fop R1 556,125
FopR1XBB10 955,36
KWP | FopR1XF21 983,7
FopR1XRIv 1049,815
FopR1XMRIv 955,865
FopArg1 1031,52
JI1412 [FopArg1XBB10 758,785
FopArg1XF21 1040,555
FopArg1 1201,05
P21 |FopArg1XBB10 1089,125
FopArg1XF21 1104,935
FopArg1 504,705
KWP | FopArg1XBB10 369,9
FopArg1XF21 564,72

FopR2 1159
FopR2XBB10 983,58
FopR2XF21 1587,63

11412
J FopR2XRIv 1056,17
FopR2XMRIv 844 .1
FopR2XF21XRIv 1056,17
FopR2 2282,36
FopR2XBB10 2211,83
FopR2XF21 1961,12
FopR2XRIv 1937,78
FopR2XMRIv 1689,49
P21 FopR2XF21XRIv 452,64
FopR2 977,525
FopR2XBB10 247,485
FopR2XF21 758,86
FopR2XRIv 1102,39
FopR2XMRIv 285,045
KWP FopR2XF21XRIv 339,855
FopArg3 703,56
JI1412 FopArg3XBB10 888,67
FopArg3XF21 844,625
FopArg3 1524,34
P21 FopArg3XBB10 1169,215
FopArg3XF21 1184,62
FopArg3 608,25
KWP FopArg3XBB10 293,865
FopArg3XF21 428,235
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Biomasse fraiche et séche de la partie aérienne et souterraine chez JI1412

Traitement J11412
Poids frais Poids sec

EDS Partie aérienne 0,885 + 0,094 0,276 + 0,040°°

Partie sous-terraine 0,580 + 0,023 0,131 + 0,007%°

R Partie aérienne 0,122 + 0,167 0,054 + 0,006°

Partie sous-terraine 0,155 + 0,122%° 0,005 + 0,001°

Partie aérienne 0,329 + 0,223°% 0,110 + 0,017

R2F42 : : . s
Partie sous-terraine 0,065 + 0,018 0,023 + 0,006

Arg1 Partie aérienne 0,650 0,118 0,248 t  0.032%°

Partie sous-terraine 0,622 1430 0,074 t 0,013%*

Ara3 Partie aérienne 0,800 t 0,162%" 0,183 t 0,057%°

({

g Partie sous-terraine 0,482 t0,214°00 0,078 t 0,008%°

F21 Partie aérienne 1,592 +  0,108% 0,332 + 0,020%°

Partie sous-terraine 0,660 £ 0,047°%" 0,102 + 0,008%°

Partie aérienne 0,572 + 0,012%° 0,323 + 0,049

R1 X F21 - : hod 2
Partie sous-terraine 0,265 + 0,049 0,081 + 0,009

Partie aérienne 1,570 + 0,083 0,095 + 0,012°

R2F42 X F21 —— —
Partie sous-terraine 0,297 + 0,058 0,035 + 0,002

Partie aérienne 1,902 t 0,139% 0,222 t 0,050%°

Arg1 X F21 - ) cdef ab
Partie sous-terraine 0,647 S 0,172°%°¢" 0,109 S 0,021

Partie aérienne 1,405 £ 0,309% 0,822 t 0,484°

Arg3 X F21 " - " =
Partie sous-terraine 0,187 =+ 0,023° 0,057 =+ 0,015

BB10 Partie aérienne 1,675 +  0,038% 0,286 + 0,029°°

Partie sous-terraine 0,775 +  0,0920%0" 0,153 + 0,017°

R1 XBB10 Partie aérienne 1,902 + 0,315% 0,297 + 0,015

Partie sous-terraine 0,705 +  0,099%0" 0,070 + 0,007%°

R2F42 X BB10 Partie aérienne 1,127 + 0,031 0,124 + 0,009°

Partie sous-terraine 0,117 + 0,059%° 0,031 + 0,007%°

Arg1 X BB10 Partie aérienne 1,130 0,180 0,315 t0,044%°

Partie sous-terraine 0,332 *  0,075%% 0,078 t 0,009%°

Arg3 X BB10 Partie aérienne 1,535 0,158 0,361 0,018

Partie sous-terraine 0,362 *  ,095°0fk 0,110 t 0,009%°

Rlv Partie aérienne 1,110 £ 0,147%% 0,176 + 0,039%°

Partie sous-terraine 0,402 +  0,084°0c0f 0,085 + 0,008%°

Partie aérienne 1,045 + 0,103 0,204 + 0,030%°

R1 X RIv — =
Partie sous-terraine 0,282 + 0,083 0,089 + 0,016

Partie aérienne 1,040 + 0,176 0,176 + 0,039%°

R2F42 X RIv —— =
Partie sous-terraine 0,402 + 0,084 g 0,077 + 0,009

VRI Partie aérienne 1,300 + 0,104 0,526 + 0,033

\"

Partie sous-terraine 0,855 + 0,084%" 0,133 + 0,083%

Partie aérienne 1,240 + 0,088 0,210 + 0,028%°

R1 X MRIv — -~
Partie sous-terraine 0,830 + 0,073 0,112 + 0,062

R2F42 X MRIv Partie aérienne 1,040 £+  0,176™ 0,186 + 0,017%°

Partie sous-terraine 0,730 +  0,102%0" 0,077 + 0,009%°

F21 X Rlv Partie aérienne 1,959 + 0,100 0,326 + 0,045

Partie sous-terraine 0,403 +  0,084°0c0f 0,086 + 0,036%

R2F42 X F21 X RIv | Partie aérienne 1,270 + 0,087 0,731 + 0,100

Partie sous-terraine 0,318 £ 0,074%cf 0,122 + 0,042%
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Biomasse fraiche et séche de la partie aérienne et souterraine chez le génotype

KWP
Kelvedon
Traitement
Poids frais Poids sec
EDS Partie aérienne 1,635 + 0,335 0,297 + 0,072%°
Partie sous-terraine 0,215 + 0,005% 0,088 + 0,008
R1 Partie aérienne 1,110 +  0,300% 0,235 + 0,020™°
Partie sous-terraine 0,215 + 0,085% 0,074 + 0,017
R2F42 Partie aérienne 0,095 + 0,199° 0,081 + 0,028
Partie sous-terraine 0,193 + 0,031%° 0,024 + 0,001?
Arg1 Partie aérienne 1,637 + 0,271% 0,264 + 0,045
Partie sous-terraine 0,197 + 0,021*° 0,087 + 0,018"%f
Ara3 Partie aérienne 1,053 +  0,012%% 0,234 + 0,065™°
({
g Partie sous-terraine 0,210 + 0,045% 0,052 + 0,009™°
F21 Partie aérienne 1,380 + 0,150°%" 0,349 + 0,183
Partie sous-terraine 0,225 + 0,005% 0,097 + 0,010%"
R1 X F214 Partie aérienne 1,500 + 0,152%" 0,235 + 0,037%°
Partie sous-terraine 0,375 + 0,076 0,065 + 0,007
R2F42 X F21 Partie aérienne 0,282 + 0,060°* 0,104 + 0,019%
Partie sous-terraine 0,195 + 0,015 0,032 + 0,004
Arat X F21 Partie aérienne 1,445 + 0,255%" 0,200 + 0,040™°
({
9 Partie sous-terraine 0,236 + 0,016® 0,056 + 0,007*°
Ara3 X F21 Partie aérienne 1,170 +  0,020™ 0,199 t 0,082%°
({
9 Partie sous-terraine 0,156 x 0,006° 0,033 + 0,005°
BB10 Partie aérienne 1,315 +  0,085™% 0,384 + 0,033°
Partie sous-terraine 0,255 + 0,015%° 0,116 + 0,015%"
R1 X BB10 Partie aérienne 1,465 + 0,145%" 0,194 + 0,036™°
Partie sous-terraine 0,236 + 0,021%° 0,033 + 0,008
Partie aérienne 0,296 + 0,005%° 0,079 + 0,010%
R2F42 X BB10 — -
Partie sous-terraine 0,195 + 0,015 0,024 + 0,001
Partie aérienne 1,310 + 0,087°%f 0,220 + 0,041%°
Arg1 X BB10 Partie sous-terraine 0,380 + 0,095 0,068 + 0,00°°*
Arg 3 X BB10 Partie aérienne 1,790 t 0,305 0,344 t 0,035
Partie sous-terraine 0,130 x 0,010° 0,127 + 0,005f
Rlv Partie aérienne 1,380 + 0,307°%" 0,276 + 0,040™°
Partie sous-terraine 0,433 + 0,194 0,216 + 0,015°
R1 X RIv Partie aérienne 0,452 + 0,187 0,057 + 0,007°
Partie sous-terraine 0,733 + 0,044° 0,074 + 0,008
R2F42 X RIv Partie aérienne 0,229 + 0,126% 0,183 + 0,057%°
Partie sous-terraine 0,130 + 0,010° 0,046 + 0,004%°
MRIv Partie aérienne 1,012 + 0,065 0,222 + 0,016™°
Partie sous-terraine 0,500 + 0,165 0,088 + 0,008
R1 X MRIv Partie aérienne 0,800 +  0,057%% 0,222 + 0,050™°
Partie sous-terraine 0,156 + 0,006 0,033 + 0,008
R2F42 X MRIv Partie aérienne 0,132 + 0,029° 0,111 + 0,017
Partie sous-terraine 0,130 + 0,010° 0,024 + 0,001?
F21 X RIv Partie aérienne 2,402 + 0,213 0,276 + 0,040
Partie sous-terraine 0,550 + 0,070 0,088 + 0,008
R2F42 X F21 X RIv Partie aérienne 1,002 £ 0,128%%° 0,286 + 0,029™°
Partie sous-terraine 0,650 + 0,035% 0,119 + 0,014°
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Biomasse fraiche et séche de la partie aérienne et souterraine chez P21

P21
Traitement
Poids frais Poids sec
EDS Partie aérienne 0,562 £ 0,176%c%f 0,176 + 0,039
Partie sous-terraine 0,812 + 0,134%f 0,065 + 0,005
R Partie aérienne 0,070 + 0,123 0,061 + 0,026
Partie sous-terraine 0,280 +  0,098% 0,065 + 0,008
RoF42 Partie aérienne 0,067 + 0,013 0,055 + 0,014
Partie sous-terraine 0,047 + 0,010? 0,006 + 0,0012°
Arg1 Partie aérienne 0,635 0,051 0,098 t 0,007°*°
Partie sous-terraine 0,640 £ 0,075 0,058 £ 0,007°00%f
Ara3 Partie aérienne 0,590 £ 0,110%0cdf 0,140 * 0,047%°
I
9 Partie sous-terraine 0,203 £ 0,104%° 0,067 £ 0,005
21 Partie aérienne 1,110 + 0,147° 0,233 + 0,037
Partie sous-terraine 0,922 + 0,197° 0,099 + 0,012'
Partie aérienne 0,490 +  0,009% 0,100 + 0,014%°
R1 X F21 - - s —
Partie sous-terraine 0,190 + 0,090? 0,052 + 0,024%°°¢
Partie aérienne 0,050 + 0,014 0,042 + 0,004
R2F42 X F21
Partie sous-terraine 0,015 + 0,005 0,005 + 0,001?
Partie aérienne 0,865 + 0,231°%" 0,144 + 0,046%°
Arg1 X F21 — —
Partie sous-terraine 0,537 t 0,075 0,057 t 0,007
Partie aérienne 0,737 t ,20430cdef 0,204 + 0,030
Arg3 X F21 — —
Partie sous-terraine 0,282 + 0,083 0,039 * 0,003%°°%¢
BB10 Partie aérienne 1,040 + 0,034° 0,144 t 0,034%
Partie sous-terraine 0,830 t 0,073% 0,075 t 0,008%"
. - + bed + b
R1 X BB10 Partie aérienne 0,255 = 0,168 0,094 = 0,024"
Partie sous-terraine 0,280 * 0,183 0,016 * 0,001
R2F42 X BB10 Partie aérienne 01333 t 0,083 0,051 * 0,010°
Partie sous-terraine 0,230 t 0,190°° 0,023 + 0,000
Arg1 X BB10 Partie aérienne 0,767 £ 0,161%0% 0,126 t 0,027
Partie sous-terraine 0,402 £ 0,084%0% 0,058 £ 0,003%000%f
Arg3 X BB10 Partie aérienne 0,942 * 0,225%" 0,102 * 0,038°*°
Partie sous-terraine 0,690 * 0,178%%" 0,059 £ 0,006
Rlv Partie aérienne 1,035 + 0,099° 0,176 + 0,039
Partie sous-terraine 0,812 + 0,134%f 0,157 + 0,0149
R1 X RIv Partie aérienne 0,842 + 0,108 0,150 + 0,017
Partie sous-terraine 0,402 +  0,084%0%% 0,092 + 0,006°
R2F42 X RIv Partie aérienne 0,175 + 0,072%° 0,098 + 0,007%°
Partie sous-terraine 0,537 +  0,075%%% 0,099 + 0,012'
MRIv Partie aérienne 1,260 + 0,029 0,176 + 0,018
Partie sous-terraine 1,122 + 0,1 12f 0,159 + 0,012¢
R1 X MRIv Partie aérienne 0,737 £ 0,22430c0f 0,172 + 0,021
Partie sous-terraine 0,452 +  0,056%0°% 0,102 + 0,011
R2F42 X MRIv Partie aérienne 0,082 + 0,008 0,078 + 0,006%°
Partie sous-terraine 0,100 + 0,016%° 0,005 + 0,001?
F21 X RIv Partie aérienne 2,210 + 0,106° 0,283 + 0,024%
Partie sous-terraine 0,402 +  0,084%0%% 0,068 + 0,003
R2F42 X F21 X RIv Partie aérienne 1,110 + 0,147 0,358 + 0,038°
Partie sous-terraine 0,830 + 0,073%f 0,229 + 0,042"

Les valeurs suivies de la

méme lettre appartiennent au méme groupe homogéne au risque p <0,05 ; I'analyse de variance étant significative, la
comparaison des moyennes a révélé I'existence de 27 groupes homogénes, dont 8 groupes individuels et 19 groupes intermédiaires (a, b, ab, c, abc,
bc, d, abcd, cd, e, abcde, cde, de, f, abcdef, bedef, cdef, def, ef, g, abcdefg, bcdefg, cdefg, defg, h, defgh et fgh)
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