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RESUME

L'objectif de notre travail est la mise en évidence des capacités antagonistes de
deux souches de Pseudomonas fluorescence S20 et CHAO et de l'isolat fongique FO47
non pathogeéne Fusarium oxysporum vis-a-vis des agents phytopathogeénes Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici et Fusarium oxysporum .f.sp. lini. Cette étude a été réalisée en
trois parties principales : la premiére porte sur les activités antagonistes in vitro et in situ,
la deuxieme porte sur 1’étude de I’ISR «induction la systémique de résistance chez la
tomatey et la troisieéme s'intéresse a I'étude de la réceptivité du sol a la fusariose vasculaire
de la tomate.

Les essais réalisés in vitro ont montré que nos antagonistes inhibent de fagon
significative la croissance mycélienne, la germination conidienne et 1'¢longation des tubes
germinatifs des champignons phytopathogénes. Il a été constaté 1'implication des effets
d'antibiose ainsi que ceux de la compétition trophique. L'inhibition de ces parametres
vitaux, pour le développement des pathogeénes, peuvent contribuer amplement dans la
répression de ses capacités reproductives et infectieuses. Les interactions réalisées au
niveau des plantes hotes (essais in situ), avec l'application des antagonistes, ont permis de
réduire de fagon significative le développement des deux fusarioses qualitativement et
quantitativement. Les taux d'infections ont régressé significativement par rapports aux
témoins et la sévérité était faible. Dans quelques interactions il a été noté une inhibition
totale de l'expression des maladies.

Les essais d'induction de la résistance systémique, chez la tomate vis-a-vis de
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, ont permis de constater que 1'application des
antagonistes stimule les mécanismes naturels de défense de la plante, tout en excluant tout
contact direct entre I'antagoniste et le pathogéne en question.

L'équilibre microbiologique dans le sol, entre la population antagoniste et celle du
pathogene, peut faire 1'objet d'une modulation a travers des variations microbiologiques ou
des additifs influencant directement ou indirectement le comportement métabolique
microbien (métabolismes primaire et secondaire). Dans nos essais il a été noté I'effet
positif ou négatif sur la population pathogeéne, exprimé a travers ses capacités infectieuses,
en favorisant son développement ou celui des bactéries antagonistes en stimulant son
activité métabolique secondaire (synthése de sidérophores).

Globalement, il a été constaté une diversité dans les mécanismes d'action (selon la
nature fongique ou bactérienne de l'antagoniste), des intensités antagonistes fluctuantes
selon les conditions expérimentales (sol désinfecté ou naturel) et selon les réactions de la
plante hote (tomate ou lin). A travers les résultats obtenus, les antagonistes peuvent agir de
différentes maniéres : antibiose, compétition trophique et spatiale, induction de la
résistance de la plante et inhibition du pathogéne dans le sol.



SUMMARY

The objective of our present work is the description of the antagonistic capacities of
two strains of Pseudomonas fluorescence (S20 and CHAO) and the nonpathogenic fungic
isolate FO47 Fusarium oxysporum against phytopathogenics agents: Fusarium oxysporum
f.sp lycopersici and Fusarium oxysporum f.sp lini. This work has been achieved in three
main parts: the first is intersted on the in vitro and in situ antagonistics activities, the
second was studied the ISR effect "induction systemic resistance" in tomato plants, and the
third part is interested to studie the soil receptiveness of fusarium wilt tomato.

Assays in vitro showed that our antagonists inhibit witht an high level the mycelia
growth, conidia germination and elongation of structural's pathogens. It has been noted the
implication of antibiosis effects as those of the trophic competition. The inhibition of these
vital parameters, for the development of pathogenic, can contribute amply in the repression
of its reproduction and infection processes. The interactions experimented in hosts plants
tomato or flax (in situ assays), with the application of the antagonists, permitted to reduce
meaningful way the development of both wilt fusarium diseases qualitatively and
quantitatively. The rates of infected plants regressed significantly and severity was low.

Induced systemic resistance (IRS) tomato plants infected within Fusarium
oxysporum f.sp lycopersici, split system experiments while excluding any direct contact
between the antagonist and the pathogenic, allowed to note that the application of the
antagonists stimulates the natural mechanisms of the plant defence.

Soil microbial balance, between the antagonistic population and that of pathogenic,
can be modulated through microbiological variations or abiotics additives influencing
directly or indirectly the metabolic behavior microbial. In this experiment, addition of
glucose or EDTA, could increase or decrease the resistance of soil by activation of
pathogenic or antagonists, as a result of modification and modulation in their metabolic
activities. In our tests it was noted the positive or negative effect on the pathogenic
population, expressed through its infectious capacities, by supporting its development or
that of the antagonistic bacteria by stimulating its secondary metabolic activity (synthesis
of siderophores).

Globally, it was noted a diversity in the mechanisms of action (according to the
fungi or bacterial nature of the antagonist), of the fluctuating antagonistic intensities
according to experimental condition’s (disinfected soil or natural soil) and according to
reactions' of the plant host (tomato or flax). Through the results obtained, the antagonists
can manage in various manners: antibiosis, trophic and space competition, induction of the
plant resistance and inhibition of pathogenic in the soil. Associations of the microbial
antagonists (combination use), in our study, made it possible to note that there can be
complementary, cumulative and even synergic effects
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ETUDE DE L’EFFET DES Pseudomonas spp. FLUORESCENTS ET DE
L'ISOLAT FO47 DE Fusarium oxysporum NON PATHOGENE DANS LA
LUTTE BIOLOGIQUE VIS A VIS DES FUSARIOSES VASCULAIRES.

L'objectif de notre travail est la mise en évidence des capacités antagonistes de deux
souches de Pseudomonas fluorescence S20 et CHAO et de I'isolat fongique FO47 non
pathogene Fusarium oxysporum vis-a-vis des agents phytopathogenes Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici et Fusarium oxysporum f.sp. lini. Cette étude a été realisée
en trois parties principales : la premiére porte sur les activités antagonistes in vitro et in
situ, la deuxiéme porte sur I’étude de I’ISR «induction la systémique de résistance chez
la tomate» et la troisieme s'intéresse a I'étude de la réceptivité du sol a la fusariose
vasculaire de la tomate.

Les essais réalisés in vitro ont montré que nos antagonistes inhibent de facon
significative la croissance mycélienne, la germination conidienne et I'élongation des
tubes germinatifs des champignons phytopathogenes. Il a été constaté I'implication des
effets d'antibiose ainsi que ceux de la compétition trophique. L'inhibition de ces
parameétres vitaux, pour le développement des pathogenes, peuvent contribuer
amplement dans la répression des ses capacités reproductives et infectieuses. Les
interactions réalisées au niveau des plantes hotes (essais in situ), avec I'application des
antagonistes, ont permis de réduire de facon significative le développement des deux
fusarioses qualitativement et quantitativement. Les taux d'infections ont régressé
significativement par rapports aux témoins et la sévérité était faible. Dans quelques
interactions il a été noté une inhibition totale de I'expression des maladies.

Les essais d'induction de la résistance systémique, chez la tomate vis-a-vis de Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici, ont permis de constater que l'application des antagonistes
stimule les mécanismes naturels de défense de la plante, tout en excluant tout contact
direct entre I'antagoniste et le pathogene en question.

L'équilibre microbiologique dans le sol, entre la population antagoniste et celle du
pathogene, peut faire I'objet d'une modulation a travers des variations microbiologiques
ou des additifs influencant directement ou indirectement le comportement métabolique
microbien (métabolismes primaire et secondaire). Dans nos essais il a été noté I'effet
positif ou négatif sur la population pathogene, exprimé a travers ses capacités
infectieuses, en favorisant son développement ou celui des bactéries antagonistes en
stimulant son activité métabolique secondaire (synthése de sidérophores).

Globalement, il a été constaté une diversité dans les mécanismes d'action (selon la
nature fongique ou bactérienne de I'antagoniste), des intensités antagonistes fluctuantes
selon les conditions expérimentales (sol désinfecté ou naturel) et selon les réactions de
la plante héte (tomate ou lin). A travers les résultats obtenus, les antagonistes peuvent
agir de différentes manieres : antibiose, compétition trophique et spatiale, induction de
la résistance de la plante et inhibition du pathogene dans le sol. Les associations des
antagonistes microbiens, dans notre étude, ont permis de constater qu'il peut y avoir des
effets complémentaires, cumulatifs et méme synergiques. Le recours a la lutte
microbiologique est un moyen qui peut apporter un plus et un complément dans les
stratégies de lutte contre les maladies d'origine tellurique. Ce procédé biologique peut
également diminuer l'utilisation systématique et abusive des formulations chimiques et
participer dans la préservation et la restauration du sol.
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10

INTRODUCTION

Les dégats causés par les pathogenes du sol, depuis toujours, constituent une réelle
menace sur diverses spéculations végétales entrainant une réduction importante des
rendements. Les maladies racinaires des plantes cultivées sont généralement attribuées a
des agents bactériens et/ou fongiques adaptés a la vie tellurique. Les affections
cryptogamiques sont souvent redoutables et affectent une gamme tres large de plantes
cultivées. Divers genres de myceétes tels que Fusarium, Rhizoctonia, Pythium, Verticillium,
sont des causes directes en agissant individuellement, en complexe et méme en chaine,

provoquant divers types de maladies et des dégats appreciables sur les plantes.

Le genre Fusarium renferme de nombreux agents pathogenes, connus par leur
virulence et leur agressivité sur diverses especes vegétales. L’espéce Fusarium oxysporum,
responsable de pourritures radiculaires et de trachéomycoses, cause des flétrissements
aussi bien sur des plantes herbacées que ligneuses [1]. Cette espece est représentée par une
multitude de formes spéciales reconnues par leur pathogénecité spécifique en interaction
avec des hétes determinés, c’est le cas de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici dont I’hote
privilégié est la tomate, Fusarium oxysporum f. sp. lini parasite du lin et Fusarium

oxysporum f. sp albedinis responsable de la fusariose du palmier dattier.

Les travaux de sélection et d’amélioration de génotypes végétaux résistants n’ont
pas pu permis de contourner ces tracheomycoses. Globalement, vis-a-vis de ce type de
maladies, les méthodes de lutte se basent essentiellement sur des procédures chimiques,
sous forme de fumigants systémiques qui n’assurent pas une protection durable et efficace.
En raison de ses capacités saprophytiques et de sa conservation dans le sol, ce pathogéne
devient difficile a maitriser par ces méthodes chimiques. L’emploi abusif des formulations
chimiques abouti a la pollution de [I’environnement d’une maniere générale et
particulierement du sol, sans omettre les risques de phytotoxicité. Les techniques de lutte
biologique, reposant sur I’exploitation des potentialités antagonistes des microorganismes,

deviennent une alternative réelle pour le biocontréle des trachéomycoses fusariennes [2].
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La bactérisation des semences, des plantules ou des substrats de cultures de
rhizobacteries bénéfiques induit des effets positifs sur la croissance des plantes et souvent
confere aux systémes racinaires une protection vis-a-vis des agents phytopathogenes du sol
[3,4,5,6,7,8,09,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17]. Parmi les microorganismes expérimentés
et utilisés, méme si ce n’est pas a grande échelle, les souche de Pseudomonas spp.
fluorescents et de Fusarium non pathogéne méritent une attention particuliere, en raison de
leur adaptation a la vie telluriqgue et plus particulierement pour leur compétence
rhizosphérique. Ces groupes microbiens bénéfiques ont été expérimentés avec succes dans
de nombreux essais conduits en conditions contrélées ou en conditions naturelles. Il a été
souligné, dans la quasitotalité de ces travaux, que I’efficacité de ces microorganismes
réside dans leurs modes d’action qui se basent essentiellement sur la compétition
trophique, la production de métabolites secondaires a effet antibiose vis-a-vis de plusieurs
agents phytopathogeénes, la stimulation de la croissance végétale des plantes et I’induction
de leur résistance systémique, phénomene connu sous le terme " Induced Systemic
Resistance" (ISR) [3, 6, 7, 8, 18, 19].

La lutte contre les fusarioses vasculaires peut étre menée aussi en utilisant des
souches de F. oxysporum non pathogénes sélectionnées pour leurs activités antagonistes
contre les formes spéciales pathogenes [20], dont I’effet bénéfique s’exprime par plusieurs
mécanismes comprenant particulierement la compétition pour les nutriments, notamment
pour le carbone [21, 22], la compétition pour les sites d’infection [23], la colonisation des
racines [23, 24] et aussi I’induction de la résistance systémique chez les plantes [24]. Dans
ce contexte de la lutte microbiologique vis-a-vis des agents des flétrissements fusariens,
notre travail consiste en I’expérimentation des potentialités antagonistes de deux souches
de Pseudomonas fluorescens (S20 et CHAO) et de I’isolat de Fusarium non
pathogéne FO047 vis-a-vis des deux formes spéciales. lini et lycopersici de F. oxysporum .
Les effets d’antagonisme et de phytoprotection ont été étudiés a travers trois parties

expérimentales :

e La premiere partie de notre étude cherche a mettre en évidence le pouvoir de
biocontr6le in vitro et in situ des agents microbiens antagonistes, lorsqu’ils sont introduits
individuellement ou en co-inoculation, vis-a-vis de F. oxysporum f. sp. lycopersici en
interaction avec la tomate et de F. oxysporum f. sp. lini en interaction avec le lin, dans des

conditions gnotobiotiques et naturelles.
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e La deuxiéme partie de notre travail a été conduite pour la mise en évidence
d’un autre mécanisme, reconnu chez ce groupe de microorganismes rhizosphériques,
s’illustrant par I’induction systémique de la resistance chez des plants de tomate vis-a-vis

de F. oxysporum f. sp. lycopersici.

e La troisieme partie porte sur I’étude de I’effet de I’introduction de ces
agents microbiens antagonistes sur la réceptivité du sol a la fusariose vasculaire de la

tomate.
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RESUME

L'objectif de notre travail est la mise en évidence des capacités antagonistes de
deux souches de Pseudomonas fluorescence S20 et CHAO et de l'isolat fongique FO47
non pathogéne Fusarium oxysporum vis-a-vis des agents phytopathogénes Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici et Fusarium oxysporum f.sp. lini. Cette étude a été réalisée en
trois parties principales : la premiere porte sur les activités antagonistes in vitro et in situ,
la deuxiéme porte sur I’étude de I’ISR «induction la systémique de résistance chez la
tomate» et la troisiéme s'intéresse a 1'étude de la réceptivité du sol a la fusariose vasculaire
de la tomate.

Les essais' réalisés in vitro ont montré que nos antagonistes inhibent de fagon
significative la croissance mycélienne, la germination conidienne et 1'élongation des tubes
germinatifs des champignons phytopathogenes. Il a été constaté I'implication des effets
d'antibiose ainsi que ceux de la compétition trophique. L'inhibition de ces paramétres
vitaux, pour le développement des pathogenes, peuvent contribuer amplement dans la
répression de ses capacités reproductives et infecticuses. Les interactions réalisées au
niveau des plantes hétes (essais in situ), avec l'application des antagonistes, ont permis de
réduire de fagon significative le développement des deux fusarioses qualitativement et
quantitativement. Les taux d'infections ont régressé significativement par rapports aux
témoins et la sévérité était faible. Dans quelques interactions il a été noté une inhibition
totale de la maladie.

Les essais d'induction de la résistance systémique, chez la tomate vis-a-vis de
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, ont permis de constater que 1'application des
antagonistes stimule les mécanismes naturels de défense de la plante, tout en excluant tout
contact direct entre I'antagoniste et le pathogeéne en question.

L'équilibre microbiologique dans le sol, entre la population antagoniste et celle du
pathogéne, peut faire I'objet d'une modulation a travers des variations microbiologiques ou
des additifs influengant directement ou indirectement le comportement métabolique
microbien (métabolismes primaire et secondaire). Dans nos essais il a été¢ noté I'effet
positif ou négatif sur la population pathogéne, exprimé a travers ses capacités infectieuses,
en favorisant son développement ou celui des bactéries antagonistes en stimulant son
activité métabolique secondaire (synthése de sidérophores).

Mots clés: Pseudomonas spp. .fluorescents, Fusarium oxysporum non pathogéne,
fusarioses vasculaire, antagonisme microbien, lutte biologique, induction de la résistance
systémique, réceptivité des sols.



SUMMARY

The objective of our present work is the description of the antagonistic capacities of
two strains of Pseudomonas fluorescence (S20 and CHAO) and the nonpathogenic fungic
isolate FO47 Fusarium oxysporum against phytopathogenics agents: Fusarium oxysporum f.sp
Iycopersici and Fusarium oxysporum f.sp lini. This work has been achieved in three main
parts: the first is intersted on the in vitro and in situ antagonistics activities, the second was
studied the ISR effect "induction systemic resistance" in tomato plants, and the third part is
interested to studie the soil receptiveness of fusarium wilt tomato. '

Assays in vitro showed that our antagonists inhibit with a high level the mycelia
growth, conidia germination and elongation of structure’s pathogens. It has been noted the
implication of antibiosis effects as those of the trophic competition. The inhibition of these
vital parameters, for the development of pathogenic, can contribute amply in the repression of
its reproduction and infection processes. The interactions experimented in hosts plants tomato
or flax (in situ assays), with the application of the antagonists, permitted to reduce meaningful
way the development of both wilt fusarium diseases qualitatively and quantitatively. The rates
of infected plants regressed significantly and severity was low.

Induced systemic resistance (IRS) tomato plants infected within Fusarium oxysporum
f.sp Iycopersici, split system experiments while excluding any direct contact between the
antagonist and the pathogenic, allowed to note that the application of the antagonists
stimulates the natural mechanisms of the plant defense.

Soil microbial balance, between the antagonistic population and that of pathogenic, can
be modulated through microbiological variations or abiotics additives influencing directly or
indirectly the metabolic behavior microbial. In this experiment, addition of glucose or EDTA,
could increase or decrease the resistance of soil by activation of pathogenic or antagonists, as a
result of modification and modulation in their metabolic activities. In our tests it was noted the
positive or negative effect on the pathogenic population, expressed through its infectious
capacities, by supporting its development or that of the antagonistic bacteria by stimulating its
secondary metabolic activity (synthesis of siderophores).

Key words : Pseudomonas spp. .fluorescents, nonpathogeénic Fusarium oxysporum, Fusarium
wilt, antagonism, biological - control, induced systémic résistance, soil réceptivity
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INTRODUCTION

Les dégits causés par les pathogénes dﬁ sol, depuis toujours, constituent une réelle
menace sur diverses spéculations végétales entrainant une réduction importante des
rendements. Les maladies racinaires des plantes cultivées sont généralement attribuées a des
agents bactériens et/ou fongiques adaptés a la vie tellurique. Les affections cryptogamiques
sont souvent redoutables et affectent une gamme trés large de plantes cultivées. Divers genres
de mycétes tels que Fusarium, Rhizoctonia, Pythium, Verticillium, sont des causes directes en
agissant individuellement, en complexe et méme en chaine, provoquant divers types de

maladies et des dégats appréciables sur les plantes.

Le genre Fusarium tenferme de nombreux agents pathogénes, connus par leur
virulence et leur agressivité sur diverses espéces végétales. L espéce Fusarium oxysporum,
responsable de pourritures radiculaires et de trachéomycoses, cause des flétrissements aussi
bien sur des plantes herbacées que ligneuses [1]. Cette espéce est représentée par une
multitude de formes spéciales reconnues par leur pathogénecité spécifique en interaction avec
des hotes déterminés, c’est le cas de Fusarium oxysporum fsp. lycopersici dont hote
privilégié est la tomate, Fusarium oxysporum f. sp. lini parasite du lin et Fusarium oxysporum

f. sp albedinis responsable de la fusariose du palmier dattier.

Les travaux de sélection et d’amélioration de génotypes végétaux résistants n’ont pas
pu permis de contourner ces trachéomycoses. Globalement, vis-a-vis de ce type de maladies,
les méthodes de lutte se basent essentiellement sur des procédures chimiques, sous forme de
fumigants systémiques qui n’assurent pas une protection durable et efficace. En raison de ses
capacités saprophytiques et de sa conservation dans le sol, ce pathogéne devient difficile a
maitriser par ces méthodes chimiques. L’emploi abusif des formulations chimiques abouti a la
pollution de I’environnement d’une maniére générale et particuliérement du sol, sans omettre

les risques de phytotoxicité. Les techniques de lutte biologique, reposant sur I’exploitation des
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potentialités antagonistes des microorganismes, deviennent une alternative réelle pour le

biocontrdle des trachéomycoses fusariennes [2].

La bactérisation des semences, des plantules ou des substrats de cultures de
rhizobacteries bénéfiques induit des effets positifs sur la croissance des plantes et souvent
confére aux systémes racinaires une protection vis-a-vis des agents phytopathogénes du sol [3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17]. Parmi les microorganismes expérimentés et
utilisés, méme si ce n’est pas a grande échelle, les souche de Pseudomonas spp. fluorescents
et de Fusarium non pathogéne méritent une attention particuliére, en raison de leur adaptation
a la vie tellurique et plus particuliérement pour leur compétence rhizosphérique. Ces groupes
microbiens bénéfiques ont été expérimentés avec succés dans de nombreux essais conduits en
conditions contr6lées ou en conditions naturelles. Il a été souligné, dans la quasitotalité de ces
travaux, que ’efficacité de ces microorganismes réside dans leurs modes d’action qui se
basent essentiellement sur la compétition trophique, la production de métabolites secondaires a
effet antibiose vis-a-vis de plusieurs agents phytopathogénes, la stimulation de la croissance
végétale des plantes et ’induction de leur résistance systémique, phénoméne connu sous le
terme " Induced Systemic Resistance" (ISR) 3, 6, 7, 8, 18, 19].

La lutte contre les fusarioses vasculaires peut étre menée aussi en utilisant des souches
de F. oxysporum non pathogénes sélectionnées pour leurs activités antagonistes contre les
formes spéciales pathogénes [20], dont I’effet bénéfique s’exprime par plusieurs mécanismes
comprenant particuliérement la compétition pour les nutriments, notamment pour le carbone
[21, 22], 1a compétition pour les sites d’infection [23], la colonisation des racines [23, 24] et
aussi ’induction de la résistance systémique chez les plantes [24]. Dans ce contexte de la lutte
microbiologique vis-a-vis des agents des flétrissements fusariens, notre travail consiste en
I’expérimentation des potentialités antagonistes de deux souches de Pseudomonas fluorescens
(S20 et CHAO) et de I’isolat de Fusarium non pathogéne F047 vis-a-vis des deux formes
spéciales. lini et lycopersici de F. oxysporum . Les effets d’antagonisme et de

phytoprotection ont été étudiés a travers trois parties expérimentales :

e La premiére partie de notre étude cherche a mettre en évidence le pouvoir de

biocontrdle in vitro et in situ des agents microbiens antagonistes, lorsqu’ils sont introduits
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individuellement ou en co-inoculation, vis-a-vis de F. oxysporum f. sp. lycopersici en
interaction avec la tomate et de F. oxysporum f. sp. lini en interaction avec le lin, dans des

conditions gnotobiotiques et naturelles.

e La deuxiéme partic de notre travail a été conduite pour la mise en évidence
d’un autre mécanisme, reconnu chez ce groupe de microorganismes rhizosphériques,
s’illustrant par I’induction systémique de la résistance chez des plants de tomate vis-a-vis de

F. oxysporum {. sp. lycopersici.

e La troisiéme partie porte sur I’étude de I’effet de I’introduction de ces agents

microbiens antagonistes sur la réceptivité du sol a la fusariose vasculaire de la tomate.
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CHAPITRE 1
GENERALITES SUR LES FUSARIOSES VASCULAIRES

1.1. Données générales sur Fusarium oxysporum :

Le genre Fusarium, décrit depuis 1809, regroupe des espéces telluriques
saprophytes et des pathogénes de plantes. Ces organismes sont également impliqués en
pathologie humaine, causant des mycotoxicoses et des infections qui peuvent étre locale ou
disséminées. Trés cosmopolites, on trouve les Fusarium dans les zones tropicales, les
régions tempérées, les zones désertiques, montagneuses et méme arctiques. Ce genre
fongique renferme divers agents pathogénes responsables de diverses maladies affectant

I’homme, les animaux et les plantes [25, 26, 27].

Comparativement aux autres types de maladies des plantes, diversifiées et
nombreuses, les agents parasitaires fongiques vasculaires sont représentés par un nombre
réduit d’espéces telles que Verticilliumvdahliae, Verticillium alboatrum et Phialophora
grependus; mais ils sont largement répandus et provoquent des dégéts économiquement
importants sur une large gamme de plantes annuelles et pérennes [28]. Le terme Fusarium
dérive du mot grec "fusiform". Signifiant enflé au centre et rétréci vers les extrémités,

correspondant a la forme typique de ces spores [27]..

Fusarium oxysporum est un agent fongique ubiquiste bien représenté au sein de la
communauté microbienne tellurique, notamment dans la microflore rhizosphérique. Il se
rencontre pratiquement dans la quasi-totalité des sols agricoles, surtout sous sa forme
asexude. Cette espece présente des formes phytopathogenes hautement spécifiques sur des
hétes déterminés, dénommées formes spéciales (f. sp) "forma spécialea" en fonction de la

plante hote parasitée; ainsi il a été¢ mis en évidence plus de 100 formes spéciales chez cette

espece [29].

En raison de la complexité¢ des caractéres phénotypiques et des similitudes

génotypique, il est généralement admis la difficulté de distinction taxonomique entre ces
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formes spéciales; pour cela la pathgénécité demeure le caractére distinctif majeur [30]. La
diversité génétique entre les isolats de F. oxysporum a été extrémement analysée et
regroupée en de nombreux groupes de compatibilités végétatifs (G.C.V.) "Végétative
Compatibility Groups". Désormais, les G.C.V peuvent constituer un outil de prédilection et

d’analyse des similarités génétiques pour ce taxon fongique [31, 32, 33, 34] (Tableau 1.1).

1.2. Symptomatologie :

Les fusarioses vasculaires sont parmi les maladies les plus graves et les plus
fréquentes, dont les symptomes sont divers et peuvent toucher I’ensemble de la plante a
n’importe quel stade de sa croissance. Les symptomes aériens consistent en un
| flétrissement et un jaunissement qui se manifestent d’abord sur les feuilles basales puis

agnent les feuilles supérieures. Le jaunissement apparait d’une maniére générale

unilatéralement avec apparition des nécroses qui se généralisent par la suite. Le
flétrissement est irréversible, lorsque les symptomes affectent 1’ensemble du feuillage la

plante meurt [35].

L’invasion systémique du pathogéne provoque des dommages sur le systeme
vasculaire des plantes, induisant des perturbations dans la circulation de la séve par la
détérioration des vaisseaux et/ou I’accumulation des substances toxiques, provoquant ainsi
I’obstruction totale ou partielle des tissus vasculaires [36, 37]. Ces symptomes internes, du
type décoloration brune sombre des tissus conducteurs et du systéme radiculaire, peuvent
étre confondus avec les symptomes des autres types de trachéomycoses (verticillioses) et
de tracheobactérioses (Ralstonia solanacerum et Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis [36]. Certaines souches de Fusarium oxysporum produisent diverses
substances toxiques dans le milieu de culture et au sein de la plante, notamment la
lycomarasmine et ’acide fusarique [38], 1’éthyléne et ses dérivés [39], ainsi que des
enzymes hydrolytiques (polygalactronase et pectinméthylestérase) [40]. Ces substances
jouent un role important dans I’action parasitaire et dans le développement des symptomes

induisant le flétrissement.

1.3. Processus d’infection :

Il est généralement admis que les premiers foyers d’infection, au niveau des
racines, sont initiés par les formes saprophytes et/ou de conservation du pathogéne dans le

sol notamment les chlamydospores; ces derniers aprés leur germination, les tubes
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Tableau 1.1 : Groupes de compatibilité végétative chez les différentes formes spéciales de
Fusarium oxysporum (VCG) [32, 33].

Nombres de VCG

Formes spéciales (fsp)  Hote Code f.sp
adzukicola Vigna angularis 038- 0380, 0381
albedinis Phoenix dactylifera 017- 0170
allii Allium sativum 039- 0390
apii Apium 001- 0010 - 0012
asparagi Asparagus 100- 1001 -1008, 10011 - 10019
basilici Ocimum 040- 0400
batatas Ipomoea - 036- -
betae Beta 027- -
canariensis Phoenix canariensis 024- 0240
cepae Allium cepae 042- 0420
chrysanthemi Chrysanthemum 005- 0050, 0051
ciceris Cicer 028- 0280
conglutinans Brassica 010- 0100, 101, 104
cubense Musa 012- 0120-0126,0128 - 1224
cucumerinum Cucumis sativus 018- 0180-0183 '
cyclaminis Cyclamen 015- 0151 -0153
dianthi Dianthus 002- 0020 - 0022, 0025, 0027, 0028
elaeidis Elaeis . 014- 0140, 0141
erythroxyli Erythroxylum 029- -
Jfragariae Fragaria 043- -
garlic Allium sativum 101- 1011-1013
gladioli Gladiolus 034- 0340 - 0345
lactucum Lactuca 030- 0300
lagenariae Lagenaria 041- -
lilii Lilium 019- 0190
lini Linum 044- 0440
lupini Lupinus 031- -
lycopersici Lycopersicon 003- 0030- 0033
matthioli " Matthiola 021- 0210
medicaginis Medicago 004- 0040, 0041
melongenae Solanum melongena 032- 0320
melonis Cucumis melo 013- 0130-0136,0138
nicotianae Nicotiana 037- -
niveum Citrullus 008- 0080 - 0082
opuntiarum Opuntia 045- 0450 - 0456
papaveris Papaver 025- -
phaseoli Phaseolus 016- 0161 - 0168
pisi Pisum 007- 0070 - 0073
radicis-cucumerinum Cucumis sativus 026- 0260, 0261
_ radicis-lycopersici Lycopersicon 009- 0090 - 0094, 0096 - 0099
nicotianae Nicotiana 037- -
niveum Citrullus 008- 0080 - 0082
raphani Raphanus 022- 0220
spinaciae Spinacia 033- 0330 - 0332
tracheiphilum Vigna unguiculata 006- 0060
tuberosi Solanum tuberosum 035- -
tulipae Tulipa 023- 0230
vanillae Vanilla 020- 0201, 0202
vasinfectum Gossypium 011- 0110-0119,01111,01112
zingiberi Zingiber 046- -
raphani Raphanus 022- 0220
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germinatifs se développent pour atteindre des sites privilégiés sur les racines et initier le
processus d’infection. La germination des chlamydospores ainsi que 1’évolution
saprophytique du mycélium sont largement stimulées et favorisés dans la rhizosphére que

dans les autres compartiments du sol [41].

Le sol rhizosphérique, par le biais des exsudats racinaires des plantes, constitue une
étape cruciale dans I'initiation de ’infection systémique ou les chlamydospores n’ont
bésoin que de quelques heures pour germer et pénétrer a travers les tissus non différenciés
[42]. Généralement le processus d’infection, par voie systémique, peut se réaliser par une
pénétration active dans les cellules immatures qui entourent le méristéme subapical de la
racine. Lorsque ces cellules se divisent et se différencient, le pathogene est éliminé des
futures cellules phloémiques et du cortex, mais se maintient dans les vaisseaux et le
parenchyme médullaire [34]. Dans les vaisseaux le mycélium produit des microconidies
qui sont transportées vers le haut par la seve; quand ce mouvement est empéché par une
paroi transversale, les microconidies germent, et le tube germinatif pénétre dans la paroi
pour que la formation des microconidies reprend de 1’autre cofé de cette paroi. La mort du
plant intervient quand le champignon atteint avec ses toxines le bourgeon terminal. Aprés
la mort du plant, le mycélium continue & se développer dans les tissus morts et forme de

nombreuses chlamydospores dans les cellules du parenchyme [43].

1.4. Fusarium oxysporum f. sp lycopersici W.C Snyder et HN Hansen ;

L’agent du flétrissent fusarien de la tomate, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,
a été signalé pour la premicre fois dans les iles de la Manche par Mass GE en 1895 [35],
puis il s’est répandu dans de nombreuses régions de production de tomate, touchant déja en
1991 plus de 32 pays[36, 44, 45]. En Algérie, cette maladie a été signalée initialement en
1966 par Pecault et al.,[46]. Chez cette espece, il a été relevé une grande variabilité dans sa
virulence, il a été identifié trois races physiologiques distinctes [47, 48, 49] et 4 groupes de
compatibilité végétative [50, 51]. Les deux premiéres races sont actuellement regroupées
dans trois groupes de compatibilité végétative, le VCG; 0030 a 0032 [51], la troisiéme race

appartient aux VCG; 0030 et 0033 [51, 52].

Le champignon peut provoquer des symptdmes, caractérisant cette affection
vasculaire, sur la plante a n’importe quel stade végétatif. Les premiers symptdmes externes
se caractérisent par un jaunissément basal du rachis, d’une foliole et éventuellement de

la feuille entiere [53], la décoloration de la tige commengant par un léger jaunissement
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longitudinal sur une portion de celle-ci et évolue en une bande jaune plus marquée puis en
une nécrose beige a marron claire. Les symptomes sur fruits débuteront par une coloration
trés claire, brunissant avec- le temps et évoluant par la suite sur la totalité du

fruit [54].

Au cours de son cycle de vie, le champignon présente une phase saprophyte et une
phase parasitaire [27, 54]. Le cycle peut-étre constitué d’une période unique correspondant
a une reproduction asexuée continue qui se renouvelle et se perpétue sous forme
conidienne [44]. En présence de la plante, les chlamydospores germent et les filaments
produits pénétrent et se développent a ’intérieur des vaisseaux correspondants a la racine

attaquée [55].

Durant la phase saprophyte, le champignon se conserve pendant plusieurs années
sous forme de chlamydospore sur le;s débris végétaux et dans le sol, a des profondeurs
allant de 80 cm a 1 métre [37, 54, 56, 57]. Généralement, le développement de la maladie
se réalise dans des sols sableux et acides [58], sur des cultures carencées en azote, en
phosphore et/ou en calcium [59], & la température de ’ordre de 28° & 30°C et avec une

humidité relative élevée [60].

1.5. Fusarium oxysporum f. sp lini (Bolley) W.C. Snyder et H.N. Hansen :

La fusariose vasculaire du lin est causée par la forme spéciale lini de Fusarium
oxysporum, qui est constituée par un seul groupe de compatibilité végétatif désigné par
0440 [33]. Comme celui des autres formes spéciales, le cycle de vie de Fusarium
oxysporum f. sp. lini se comporte deux phases saprophyte et parasitaire [54, 61], ol les
chlamydospores subissent une formation, une dormance et une germination [62]. Le sol, la

semence et les débris végétaux sont les principaux moyens de propagation du champignon.

Cet agent cryptogamique, qui vit extrémement longtemps dans le sol, peut initier
I’infection a n’importe quel stade de croissance de la plante, de la levée a la fin de la
floraison. Les racines infectées se décolorent en gris cendre et au niveau de I’extrémité
apicale on distingue la déformation en aré «Shepherd’s crook», symptdme typique de la
fusariose du lin et parfois le flétrissement ne touche la tige que partiellement [63]. Les
plants du lin atteints, par cette maladie, donnent des fibres courtes qui ne sont pas

utilisables dans la production industrielle.
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1.6. Fusarium oxysporum f. sp. albedinis W.L Gordon :

| La fusariose vasculaire du palmier dattier (Phoenix dactylifera L), dénommée
bayoud est causée par Fusarium oxysporum f. sp. albedinis. Les isolats de cette forme
spéciale sont regroupés dans un seul groupe de compatibilité végétatif (0170) [64]. Le
bayoud est au début apparu au Maroc dans la vallée de Draa vers 1870, pour s’introduire
en Algérie par les oasis frontalieres de Beni Ounif en 1898 et de Bechar en 1900. Depuis
son apparition, cette maladie a causé la destruction de plus de 3 millions de palmiers dans
les régions du Sud-Ouest et plus de 10 millions de palmiers au Maroc [65]. Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis, comme tous les agents de trachéomycoses d’origine tellurique,
pénétre directement par les racines du palmier et se localise dans les faisceaux ligneux. La
progression du champignon est ascendante et se réalise a la fois par le mycélium et par les
microconidies, qui sont entrainées par le courant de la séve jusqu’au sommet de I’arbre. Au
cours de son ascension, 1’agent pathogéne colonise le parenchyme de I’arbre par un

mycélium inter et intracellulaire qui prend alors la couleur brun rougeétre, caractéristique

du Bayoud [66].

Le bayoud attaque aussi bien les palmiers jeunes qu’adultes, de méme que les rejets
de la base. Les premiers symptdmes de la maladie font leur apparition sur une ou plusieurs
feuilles de la couronne moyenne, qui prennent une teinte gris cendrée et ensuite se fanent
d’une facon particuliére : les pennes situées d’un coté de la feuille commencent a blanchir
et la maladie progresse de la base vers I’apex, et le flétrissement gagne ’autre c6té, en sens
inverse jusqu’a la mort de la feuille qui devient arquée. Les mémes symptomes peuvent
ensuite apparaitre sur des feuilles adjacentes ou opposées. Ce processus peut durer de
quelques jours a quelques semaines. Dans tous les cas, la maladie avance toujours vers le
ceeur de I’arbre qui meurt quand le mycélium atteint le bourgeon terminal. Le palmier peut
mourir aprés 6 mois a 2 ans de 1:apparition des premiers symptdmes en fonction du
cultivar et des conditions de plantation [67, 68]. Les contaminations peuvent se faire par le
sol, les outils, les poussiéres, les eaux d’irrigations et les boutures. Le champignon est trés
inégalement réparti dans le sol; on le trouve entre 0 et 30 cm de la surface du sol, mais
parfois, jusqu’a 1 m [64]. L’inoculum se conserve dans le sol sous forme de débris

végétaux ou des chlamydospores pendant plusieurs années [69].
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1.7. Lutte :

Les méthodes de lutte appliquées pour le controle des fusarioses sont généralement
limitées, comme c’est le cas de I’ensemble des maladies parasitaires vasculaires. Il n’existe
actuellement aucun moyen réellement efficace pour contrdler totalement ces maladies [70].
Les mesures de contrdle demeurent dans leur globalité d’ordre préventif : élimination des
plants malades et des résidus de culture, désinfection des terreaux et utilisation des
semences saines, pratique de la jachére et la réalisation des rotations [59]. Barna et al.,
[71], soulignent I’importance du maintien d’une fertilisation azotée afin de favoriser la
production de pousses jeunes pour améliorer la résistance de la plante. Le recours au

chaulage peut diminuer les attaques fusariennes [72].

La protection des cultures contre le flétrissement furasien se fait principalement,
depuis plusieurs décennies, par |’utilisation de pesticides tels que bromure de fnéthyle [73],
benomyl, captafol [74] et thiophanate [75] qui deviennent aujourd’hui inquiétants a cause
de leur impact chimique, de la demande sociale pour un environnement sain et de leur
nuisibilité sur I’environnement (production de résidus, pollution diffuse, destruction de
I’équilibre microbien...). Les traitements chimiques a base de fongicides systémiques,
appliqués en cours de culture, sont souvent inefficaces dans la pratique et favorisent le
développement de phénomeéne de résistance chez le pathogéne [76], en raison de la
difficulté d’atteindre les couches profondes du sol dans lesquelles le parasite se conserve

sous forme de chlamydospores [75], en plus des cofits élevé des opérations de désinfection

du sol [23].

A titre préventif, la lutte physique proposée par Anchisi ef al., [77] consiste a traiter
la racine avec de I’eau chaude de 48° a 49° C pendant 30 secondes avant la transplantation
pour stimuler la croissance des racines. La stérilisation et/ou la solarisation ne sont pas des

solutions pratiques a grande échelle et a long terme.

La lutte génétique consiste a sélectionné des cultivars résistants et a réalisé des
multiplications combinées pour 1’obtention de génotypes résistants [36, 78];
malheureusement jusqu’a présent ces génotypes sont de qualité fruitiére médiocre dans le
cas du palmier dattier. L’apparition de souches résistantes du pathogene réduit 1’efficacité

de ces procédures de lutte et nécessite la recherche de nouveaux genes de résistance [35].
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Pour remédier a4 ce probléme de contrle des fusarioses vasculaires, par les
techniques précédemment citées qui ne sont pas généralement effectives, la lutte
biologique peut contribuer ou devenir une alternative pour renforcer les procédures de
lutte. Elle consiste a utiliser des antagonistes naturels des pathogénes, limitant ainsi leur
prolifération et/ou a renforcer les défenses des plantes et a augmenter la résistance du sol a
la réceptivité des maladies [79, 80]. Parmi les agents antagonistes, les plus prometteurs se
trouvent des souches de Pseudomonas spp. fluorescents et de Fusarium oxysporum non

pathogénes [16, 20].
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CHAPITRE 2
MICROORGANISMES ANTAGONISTES DE

Fusarium oxysporum

2.1. Importance des microorganismes antagonistes :

Depuis que la protection des plantes est devenue une préoccupation dans la conduite et
P’amélioration des cultures, les techniques de lutte biologique ont toujours suscité un intérét
notamment dans le cas ou les techniques classiques ne sont pas efficaces. L’utilisation des
microorganismes, en qualité d’agent de lutte biologique, a été souvent associée avec des
maladies d’origine telluriques [81, 83, 84, 85]. La nature épidémique des fusarioses
vasculaires ajoutée au mode d’action du pathogéne ont toujours constitué des limites devant la
réussite des méthodes de lutte conventionnelle. Pour remédier & ces problémes, de nombreux
travaux ont souligné I'importance de I’expérimentation et de I’utilisation d’antagonistes
microbiens naturels. Parmi les microorganismes les plus étudiés, quant a leur exploitation dans
la lutte contre les fusarioses vasculaires nous citons particuliérement les agents fongiques :
Fusarium oxysporum non pathogéne, Glomus, Pythium, Trichoderma, et les agents
bactériens : Bacillus, Burkholdera, Paenibacillus, Pseudomonas, Streptomyces (Tableau 2.1 et

22).

Les agents de biocontrdle ne sont pas limités & un groupe microbien spécifique;
cependant vu la diversité de la microflore au niveau du sol et de la rhizosphére, il est probable
que le spectre de souches potentiellement efficaces n’a été examiné que partiellement sous
des conditions expérimentales, méme si sur le marché il est déja, quelque formulations a base

de microorganismes [86].



Tableau 2.1 : Biocontréle des maladies fongiques par bactérisation des semences et des

racines.
Bactéries Champignons pathogénes Plantes Références
Bacillus subtilis GB03 Fusarium oxysporum f. sp. ciceris Pois chiche [87]
Burkholderia cepacia A3R Fusarium graminearum Bl¢ [88]
B. cepacia PHQM 100 Fusarium spp. Mais [89]
Paenibacillus sp. 300 F. oxysporum £. sp. cucumerinum Concombre [90]
Pseudomonas spp. F. o f. sp. Radicis-lycopersici Tomate [91]
P. chlororaphis PCL 1391 F. o f sp. Radicis-lycopersici Tomate [92]
P.chlororaphisRD31-34 Fusarium spp. Douglasse 93]
Pseudomonas fluorescens Fusarium oxysporum {. sp. raphani  Radis [94]
P. fluorescens WCS417 F. oxysporum f. sp. raphani Radis [95]
P. fluorescens WCS358 F. oxysporum £, sp. lini Lin [95]
Pseudomonas putida Fusarium oxysporum f. sp. raphani  Radis [94]
Streptomyces sp. 385 F. oxysporum £. sp. cucumerinum Concombre [90]

Tableau 2.2 : Biocontréle des fusarioses vasculaires par

des antagonistes fongique

telluriques.
Plantes

Antagonistes Pathogénes hétes References
Fusarium spp. (Cs-1, Cs-20, Fusarium oxysporum f. sp. Tomate [96]
FO47) (non pathogéne) Iycopersici

F. oxysporum {. sp. niveum Pastéque [96]
Fusarium oxysporum Fo47 (non F. oxysporum f. sp. lycopersici  Tomate [97]
pathogene)
Fusarium oxysporum (non- F. oxysporum f. sp. lycopersici Tomate [98]
pathogene)
Fusarium solani (non-pathogene)  F. oxysporum f£. sp. lycopersici Tomate [98]
Glomus intraradices F. oxysporum £. sp. dianthi Ouillet [99]
Penicillium oxalicum F. oxysporum f. sp. lycopersici Tomate [100]
Pythium acanthophoron Fusarium culmorum Orge [101]
Pythium mycoparasiticum Fusarium culmorum Orge [101]
Pythium oligandrum Fusarium culmorum Orge [101]
Pythium pericladium Fusarium culmorum Orge [101]
Trichoderma virens GL-3 Fusarium graminearum | Mais [102]

Pythium arrhenomanes ; P.
ultimum
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2.2. Effets bénéfiques des Pseudomonas _spp ﬂuorescents ¢

Les Pseudomonas spp. fluorescents ont été expérimentés avec succés dans de
nombreux essais conduits en conditions contrdlées, en plein champs, et en conditions
naturelles [3, 6, 103, 104, 105, 106]. Ces espéces sont classées parmi les rhizobactéries les

plus adaptées a la vie tellurique et surtout rhizosphérique [107, 108, 109, 110].

De nombreux travaux ont montré ’importance de ces rhizobacteries dans le
biocontrle de plusieurs agents phytopathogénes, dans la stimulation de la croissance des
plantes [13, 111] et leur réle bénéfique « écologique » dans la dégradation de certaines
substances xénobiotiques dans le sol [3, 7, 112, 113]. Ces bactéries sont souvent dominantes
au sein de la communauté microbienne rhizophérique, elles se rencontrent dans tous les
horizons, particuliérement sur les systémes racinaires des plantes ou au voisinage immédiat

des racines.

Les Pseudomonas spp fluorescent forment un large groupe bactérien rencontré dans le
sol, les plantes et les environnements aquatiques. Les principale espéces étudiées dans la lutte
microbiologique sont surtout: Pseudomonas fluorescens, P. putidaP. Cholororaphis et

d’autres espéces récemment décrites comme P. jessennii [114] et P. lini [115].

Sommairement, les effets bénéfiques des rhizobacteries se présentent directement sur
la plante, en stimulant sa physiologie et en améliorant sa croissance et/ou indirect par

I’inhibition et I’éliminSQDation des effets néfastes de la flore racinaire pathogene.

2.2.1. Stimulations de la croissance végétale :
La réalisation des effets bénéfiques, cités précédemment, est liée a la position

stratégique de ces bactéries dans I’interface sol-racine. En effet ce dernier joue un réle majeur
dans les relations de la plante avec les rhizobacteries et inversement elles sont affectées par les
excrétions et les exsudats racinaires, ce qui explique leurs aptitudes a coloniser la rhizosphére
[116]. La stimulation de la croissance par ces rhizobacteries a été rapportée sur plusieurs
espéces végétales. Les effets bénéfiques des Pseudomonas spp. fluorescents ont ét€ mis en
évidence dans différentes conditions expérimentales et dans les différents stades

phynologiques des plantes : sur le développement des vitroplants, pendant la rhizogenése, sur
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la faculté germinative [117, 118, 119, 120, 121], sur la levée et 1’élongation des tiges, sur

Iaccroissement de la phytomasse des plantes herbacées et ligneuses [122].

Pour ce qui est de Pamélioration de 1’alimentation minérale de la plante, nous citons
surtout le fer, le phosphore et le manganése [7]. Les gains en croissance induits par ces
microorganismes sont la conséquence de synthése de métabolites secondaires analogues aux
phytohormones et & 1’amélioration de I’alimentation hydrominérale de la plante. En ce qui
concerne la phytostimulation, de nombreux travaux ont mis en évidence la capacité de
certaines souches bactériennes & synthétiser des auxines, des cytotoxines, des gibbérellines
[123], de Pacide indole-3- acétique [124], de I’acide succinique [125] et certaines vitamines
[126].

Si P’excrétion de siderophores par les rhizobactéries est abondante, la plante trouvera a
sa disposition du Fe™ chélaté qu’elle pourra assimiler facilement [127]. Demange et al.
[128] ont montré grice a I'utilisation du Fe* que la plante peut assimiler le complexe fer -
sidérophones. Briat [129] a observé que la tomate absorbe le fer de fagon plus efficace en

présence de ce type de bactéries.

Certains Pseudomonas seraient capables de solubiliser le phosphore organique du sol,
abondant mais inutilisable par les végétaux, soit par minéralisation des phosphores organiques
grace a des phosphatases, soit par solubilisation des phosphates organiques sous I’effet des
acides libérés [130]. La réduction du manganése du sol par les Pseudomonas spp. fluorescents

pourrait augmenter sa disponibilité et favoriser son assimilation par la plante [131].

2.2. 2. Induction systémique de la résistance des plantes :
Bien que les effets microbiens bénéfiques décrits soient responsables au moins

particllement, de I’amélioration de 1I’état sanitaire des plantes, les PGPR peuvent aussi induire
des effets directs en stimulant les capacités défensives des plantes [132, 133, 134, 135, 136].
Ce mécanisme, est connu par I’induction systémique de la résistance des plantes (ISR)
(Induced Systemic Resistance ISR) [10]. La résistance induite aux plantes, par les PGPR, a été

mise en évidence chez plusieurs espéces végétales (Tableau 2. 3).
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Le phénomeéne d’induction de la résistance se traduit par une augmentation de sa
capacité de se défendre contre un large spectre d’agents pathogénes (fongiques, bactériens et
viraux) [19, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148] et méme contre des
insectes [139] et des nématodes [149]. Dans le cas des fusarioses, de nombreux travaux ont
souligné I’efficacité des Pseudomonas spp. fluorescents dans I’induction systémique de la
résistance des plantes vis-a-vis de Fusarium oxysporum [19, 95, 142, 150, 151,152, 153]. Ce
type de résistance est considéré comme non spécifique, a ’exemple, de la protection assurée
par la souche Pseudomonas WCS417R qui s’exerce principalement vis-a-vis de Fusarium
oxysporum f. sp. raphani, mais également vis-a-vis d’autres agents pathogénes : P. syringae

pv. syringae, Alternaria brassicola et F. oxysporum [154].

Il a été démontré également que les Pseudomonas spp fluorescents peuvent jouer le
role d’éliciteurs sur I’activation des genes de défense des plantes [155]. La caractérisation des
produits des génes de défense chez les plantes a permis de montrer I’existence de deux
catégories majeures de modifications systématiquement retrouvées: il s’agit d’une
modification structurale de la paroi cellulaire et des changements physiologiques et
biochimiques [153, 156]. Lors d’une préinoculation par une rhizobactérie, la paroi cellulaire
des végétaux pouvait étre renforcée par des dépots de composés phénoliques [157, 158], de
polysaccharides et par I’accumulation rapide de la lignine [159]. Dans les plantes préinoculées
par des rhizobactéries, Il a été noté une trés intense stimulation des voies métaboliques
secondaires conduisant notamment & 1’accumulation des protéines PR "Pathogenesis related
proteins" (Chitinases, B-1,3 glucanases) [19, 138, 157, 159, 160], 1a synthése de phytoalexines
[142, 160, 161, 162], de Peroxydases [162], de phenylalanine ammonialyase (PAL) [106] et de
Chalcone synthase [160].

Les déterminants bactériens induisant les mécanismes de défense des plantes dans
différents systémes d’interaction, sont trés variables (Tableau 2.3). La souche P. aeroginosa
7NSK2 synthétise ’acide salicylique qui induit une augmentation de la défense des plantes
envers Botrytis cinerea [134, 161]. Chez la tomate et le radis les lipopolysaccharides de P.

fluorescens peuvent induire leur résistance aux fusarioses vasculaires [162, 150]. Les
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sidérophores, peuvent aussi jouer un role dans le phénoméne d’induction systémique de la
résistance du radis contre le flétrissement fusarien [138, 163, 164].

Tableau 2.3 : Types et déterminants bactériens de I’induction systémique

des plantes [10].
Souche bactérienne Plante : déterminant bactérien Type
Pseudomonas aeruginosa  Tabac : acide salicylique SAR
TNSK2 Haricot : acide salicylique SAR
Ic’.;izcgmonasﬂ UOTeSCens  Tabac : siderophore %SAII{{
WCS374 Radis : lipopolysaccharide ,
siderophore
facteur régulateur des fers
Wisald OQuillet : lipopolysaccharide igg
Radis : lipopolysaccharide,
facteur régulateur des fers
ioniques ISR
Arabidopsis : lipopolysaccharide
Pseudomonas putida . —_— . ISR
WCS358 Arabidopsis : lipopolysaccharide,

sidérophore
SAR: Systemic Acquired Resistance; ISR: Induced Systemic Resistance

2.2 3. Modification des équilibres microbiens :

L’utilisation de la lutte microbiologique contre les maladies fongiques d’origine
tellurique a fait ’objet de nombreuses études bibliographiques [7, 22, 165, 166, 167]. La
plupart de ces travaux insiste sur le double effet de ces germes, antibiose vis-a-vis de certains
pathogénes et action stimulante sur la croissance des plantes via I’activation de leurs activités
métaboliques. L’antibiose est le mécanisme le plus connu en phytopathologie;l’antagonisme
microbien est considéré comme une interaction directe entre deux ou plusieurs
microorganismes qui occupent la méme niche écologique, dont les actions de confrontation se
réalisent et/ou par des actions directes (antibiose) par des actions indirectes (compétition). Les
substances bactériennes ayant des effets inhibiteurs peuvent étre des antibiotiques, des
enzymes ou des substances volatiles [166, 168]. La compétition s’exerce pour des éléments
susceptibles d’étre en quantité insuffisante pour satisfaire les besoins des protagonistes (eau,

oxygéne, les éléments nutritifs...) ou pour les sites spécifiques [166].
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Dans la vive compétition qui existe entre les microorganismes telluriques, au sein de la
rhizosphére, les rhizobactéries possédent un atout majeur car elles sont aptes a coloniser
efficacement et rapidement le systéme racinaire. Méme si le role de la compétition poﬁr
I’espace ne peut pas étre complétement exclu, 1’essentiel des travaux relatifs a la compétition
exercée par les Pseudomonas spp fluorescents porte en particulier sur la compétition trophique
pour le fer ionique [169, 170, 171]. Ce demier devient assimilable non seulement par la
bactérie, qui en tire un avantage métabolique évident, mais aussi par la plante assurant a celle-
ci un métabolisme énergétique plus actif, ce qui se répercute indirectement sur sa croissance et
son développement [172]. Méme s’il est évident de la simplicité de la mise en évidence de ces
processus bactériens, en conditions expérimentales (facilit¢é de culture, multiplication
bactérienne rapide...), néanmoins leur exploitation pratique est étroitement liée aux conditions

environnementales [7, 106].

2.2.1. Synthese de sidérophores :
Le fer est un ¢lément essentiel a la vie de tout organisme vivant, il est impliqué dans

les réactions d’oxydoréduction qui se déroulent lors des réactions fondamentales comme la
photosynthése, la respiration, la fixation d’azote atmosphérique, la synthése des
désoxyribonucléotides, le transport d’oxygéne et le transport d’électrons [171]. Cet élément
est souvent un facteur limitant pour la croissance et ’activité microbienne dans le sol [171].
Dans des conditions d’aérobie et de pH physiologique alcalin, le fer se trouve sous formes
oxydées et polymérisées d’hydroxyde de fer Fe(OH); totalement insoluble, ce qui rend son
assimilation difficile [ 173].

Dans le sol rhizosphérique, la concentration de cet élément est généralement faible
compte tenu des caractéristiques physico-chimiques des sols, de la forte densité microbienne
dans la rhizosphére et des prélévements de fer ferrique par la plante. Dans un milieu carencé
en fer; pour contourner ce probléme de biodisponibilité les Pseudomonas spp fluorescents
comme la plupart des microorganismes, ont développé des stratégies spécifiques pour capter le
fer et le stocker a Iintérieur de leurs cellules, en synthétisant des petites molécules appelées
sidérophores pour le transporter a ’intérieur des cellules bactériennes [174]. Les siderophores

sont des métabolites secondaires synthétisés par plusieurs espéces de Pseudomonas spp.



reptitivora, P. gerniculata et P. calciprecipitans [175].

Les sidérophores (du Grec, porteurs de fer) sont des composés organiques de faible
poids moléculaire (500 a 1500 Da) et de forte affinité pour le fer trivalent, a une constante de
stabilité d’environ 10°* [175] se traduisent in vitro par 1’émission d’un chromophore jaune-vert
fluorescent sous rayonnement ultraviolet [114, 176] caractéristique de ce groupe bactérien
(177], qui sont des hydroxamates ou des catéchols. [178]. Selon les auteurs, le pigment
fluorescent est nommé « fluoresceine » ou « pyoverdine » [175] ou pseudobactine [179, 180];
il est constitué d’une chaine peptidique d’acide aminé lié & un chromophore fluorescent

responsable de la fluorescence jaune vert caractéristique de ce pigment [128].

La diversité structurale entre les différents siderophores produits par les Pseudomonas
spp. fluorescents est parfaitement considérable selon les espéces et les souches productrices
[181] et la nature chimique des groupes qui chélatent le fer ferrique. Les Pseudomonas
produisent plusieurs types de sidérophores tels queles pyoverdines [169, 175}, les

ferribactines, les pseudomonines et les pyochelines [7, 182].

La production des sidérophores, corrélativement au pouvoir antagoniste sont sensibles
aux variations de la température, du pH du sol, de la disponibilité de 1’azote, des teneurs en
oxygene, en cuivre, et en phosphore, et de la concentration en oligo-¢léments notamment en
fer [179, 183, 184, 185].

La présence de sidérophores dans le milieu semble étre indispensable a I’expression de
Pantagonisme. L’activité antagoniste exercée par les pyoverdines est effectivement liée a la
compétition pour le fer, puisqu’elle est annulée lors de I’apport de fer [3, 186]. Cet élément est

stimulé en diminuant la concentration de cet élément dans le milieu [119, 187].

Il a été rapporté que les activités antagonistes chez plusieurs souches de Pseudomonas
spp. fluorescents a 1’encontre de divers agents phytopathogénes de genre Fusarium,
Rhizoctonia, Pythium, Erwinia [170, 188], dont le potentiel chélateur est nettement meilleur

que celui des autres microorganismes [170]
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2232 Antibiose :

Le processus d’antibiose est sans doute, le mécanisme le plus étudié dans les activités

antagonistes microbiennes. Divers métabolites, souvent secondaires, ont des effets analogues
ou sont similaires aux antibiotiques. Chez les Pseudomonas spp. fluorescents se sont surtout
des antibiotiques ; tels que 2.4 diacetylphloroglucinol des phénazines, des pyoluteorines et des
pyrrolnitrines [92, 189, 190, 191, 192, 193], des Viscosinamides , des tiensines, amphisine et
de l'oomycine A et de la tropolone [193]. Certaines souches produisent des cyanides
d’hydrogéne [189, 194] et des enzymes lytiques telles que les chitinases et les B 1-3
glucanases, capables de dégrader la paroi fongique et les composés toxiques tel que 1’acide
fusarique [195].

Le rdle des antibiotiques dans I’inhibition du développement des microorganismes
phytopathogénes a été mis en évidence grice a I’utilisation de mutants déficients en synthése
d’antibiotiques par rapport aux souches sauvages [92, 189, 196]. Certaines souches ont été
également manipulées génétiquement afin de leur permettre de produire plusieurs
antibiotiques. L’utilisation de génes rapporteurs et de sondes, pour mesurer I’expression des
génes impliqués dans la production d’antibiotiques, a permis de détecter I’activité de ces génes
lors de la colonisation des racines et directement dans la rhizosphére [92]. Les antibiotiques
produits dans la rhizosphére et la spermosphére ont été reconnus comme un facteur majeur
dans la suppression de plusieurs maladies telluriques, telles que le piétin échaudage du blé [5],

la Pourriture blanche des racines du tabac (189] et la fusariose vasculaire de la tomate [197].

2.3. Effet de Fusarium oxysporum non pathogéne :

Actuellement, les souches non pathogénes de Fusarium oxysporum regoivent beaucoup
plus d’attention dans la lutte biologique, surtout en montrant une certaine régularité et
reproductibilité dans de nombreuses expérimentations [20, 21, 82, 93, 98, 131, 198]. Des
études expérimentales effectuées dans des sols naturellement suppressifs aux fusarioses ont
montré que deux types de microorganismes sont impliqués dans les mécanismes de
suppression : les souches non pathogénes de Fusarium oxysporum et des souches de

Pseudomonas spp. fluorescents [170, 199].
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Depuis la premiére mise en évidence de 1’effet bénéfique de ces souches dans les sols
suppressifs par Smith et Snyder [80], plusieurs travaux ont montré que les sols suppressifs aux
fusarioses vasculaires renferment une densité élevée de souches de Fusarium oxysporum non
pathogeénes [43, 80, 200, 201}; dans les travaux d’Alabouvette et al., [202], cette densité était
10 fois plus élevées dans les sols résistants que dans les sols sensibles.

Les souches non pathogénes de Fusarium oxysporum différent non seulement par leur
efficacité et leurs modes d’action, mais aussi par leurs caractéristiques génotypiques et
phénotypiques [201]. Plusieurs de ces souches ont montré leur capacité inhibitrice vis-a-vis des
fusarioses vasculaires, parmi elles la souche FO47 trés active, utilisée comme souche modéle
dans la bioprotection des plants vis-a-vis des formes pathogénes de Fusarium oxysporum, elle
peut contribuer en tant que moyen de lutte biologique contre les formes pathogénes de Fusarium
oxysporum. Du point de vue théorique, I’interaction entre les souches pathogénes et non
pathogénes de Fusarium oxysporum tient place au niveau du sol, au niveau de la rhizosphére
mais également a I’intérieur des racines. Les principaux modes d’action associés avec les
souches non pathogénes sont la compétition trophique, la compétition pour les sites d’infection
et I’induction systémique de la résistance chez les plantes [202]. I est également a noter que les
Fusariums non pathogénes jouent un rdle prépondérant dans les actions d’inhibition des

fusarioses dans les sols suppressifs [70].

2.3.1. Compétitions trophique et spatiale :

La fréquence élevée des Fusarium oxysporum dans la rhizosphere serait due au pouvoir
compétitif de ces souches saprophytes [201, 203]. Globalement, la compétition
s’effectue vis-a-vis des souches pathogénes pour le carbone, pour 1’azote et pour le fer [203,
204, 205, 206]. La compétition nutritive est I’'un des mécanismes de la suppression des
fusarioses vasculaires dans le sol, ou la microflore saprophyte est plus stimulée dans la
rhizosphére pour provoquer un stress nutritif spécifique vis-a-vis des formes pathogénes a
développement lent [20, 43, 80, 202]. La compétitivité s’exerce également par leur pouvoir
d’adaptation aux différents milieux telluriques, par leur croissance dans la rhizosphére et leur
aptitude a occuper I’espace rhizosphérique [207, 208, 208, 209, 210, 212].
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2.3.2 Induction systémique de la résistance :

Des études sur les interactions plante-microorganismes ont montré que les souches non
pathogenes de Fusarium oxysporum interviennent indirectement par induction systémique de

la résistance des plantes [24, 25].

Les travaux sur P’induction systémique de la résistance par I’intermédiaire des
champignons non pathogénes sont relativement récents, car les premiers travaux dans ce sens
datent de 1997 [157]. La résistance conférée aux plantes, par les souches non pathogéne de
Fusarium oxysporum, a ét¢ démontrée chez plusieurs espéces végétales, comme la tomate
[204], le petit pois et la pastéque [78, 96]. Les changements physiologiques chez la plante sont
reconnus par la production de phytoalexines [25,157, 204], de chitinases, de B 1,3 glucanase,

de B 1,4 glucosidase et de protéines PR-1 et des peroxydases [25, 157, 204].

2.4. Combinaison de plusieurs microorganismes :
Vue I’action non spécifique des souches antagonistes, la variabilité des réponses en

fonction de I’environnement et la diversité des mécanismes impliqués font que I’efficacité doit
étre recherchée a travers 1’association de souches a propriétés différentes [7, 106, 211, 212].
Ainsi, afin d’améliorer le niveau de protection vis-a-vis des fusarioses vasculaires, I’ utilisation
d’inoculum mixte (Fusarium oxysporum non pathogéne et Pseudomonas spp. fluorescents

assure une meilleur protection que celle de chacun des composants [22, 213, 214].

De part la variabilit¢ des modes d’action obtenue par des utilisations individualisées,
Pefficacité peut étre améliorée par des effets additifs ou synergiques [7, 106, 215, 216]. De
plus, il est souhaitable d’utiliser des microorganismes ayant un spectre d’action positif
relativement large, comme les Pseudomonas spp. fluorescents avec d’autres microorganismes
plus dirigés vers des problémes spécifiques des cultures 3 traiter (Tableau 2.4). Les chances de
sélectionner des souches efficaces peuvent étre meilleures en isolant des antagonistes de méme
niche écologique. Ainsi P'activité antagoniste de la souche non pathogene de Fusarium
oxysporum FOA47 et de la souche de Pseudomonas fluorescens C7, utilisées en association

contre des formes pathogénes de F. oxysporum a été démontrée [217].
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Tableau 2.4 : Protection des plantes par des Pseudomonas spp. fluorescents et des Fusarium

oxysporum non pathogénes [69].

Suppression de la maladie

Pseudomonas F. oxysporum Sévérité
antagonistes pathogéne Plantes hotes (%) Production
(%)
33" 145
P. putida A12 19° 105
F. oxysporum Lycopersicum 57° 102
f. sp. esculentum
lycopersici 36" 154
38.5° 146
Souche N1R 62.5° 108
73*
F. oxysporum Cucumis sativus 64°
f. sp. 68°
cucumerinum
P. putida A12 47 5°
F. oxysporum Linum sativum 46.1°
f. sp. lini 65.6°
Pseudomonas spp.
F. oxysporum 39-74°
P. fluorescens P36 f sp. Lycopersicum 6-20°
lycopersici  esculentum 26-87°
20°
Souche Pf153 87°
F.  oxysporum
f sp. lini
Souche CHAO 13*
F.  oxysporum Linum sativum 10°
f sp. radicis 33.5°
lycopersici
Pseudomonas spp. C7 Lycopersicum 38-50° 156-286
esculentum 49.5-55° 117-198
46-72° 100-138
. Dianthus 36.3°
P. putida F. oxysporum caryophillus cv 37.4°
WCS358 f.sp. dianthi _ lena 52.6°

“% de contrdle de la maladie; "% de la protection assurée par les Pseudomonas; “% de la protection assurée par F.

oxysporum non pathogénes



33

2.5. Biocontrble du flétrissement fusarien :

La réussite de la lutte biologique ne nécessite pas seulement de définir les conditions
de succes mais également d’identifier les causes d’échec, que ce soit par une meilleure
connaissance des propriétés que doit avoir un agent de lutte biologique ou par une meilleure
compréhension des conditions environnementales nécessaire a son maintien, son
développement et son efficacité. Si la compréhension du mode d’action de Fusarium
oxysporum non pathogéne et des Pseudomonas spp. fluorescent reste une étape nécessaire,
I’étude devra étre mise sur une meilleure connaissance et compréhension de leur adaptation
a l’environnement dans lequel ils sont introduits ou sont des organismes résidents
naturellement. L’installation d’un organisme non résident au sein d’un écosystéme complexe
reste difficile, ainsi la réussite de I’opération est conditionnée par I’inter complexe pathogéne

plante et sol [205].

2.5.1. Effetdusol :

La cause des échecs lors de I’introduction de microorganismes dans le sol est souvent

attribuée aux caractéristiques de celui-ci. En plus du réle du sol comme support dans les
interactions entre les microorganismes et le déplacement des équilibres microbiens, vers 'un
ou lautre des microorganismes, plusieurs facteurs édaphiques incluant la température,
P’humidité, le pH et les propriétés physico-chimiques influencent sur leurs installation, leurs
activités, leur conservation, I’ installation des antagonistes et leur interaction avec la microflore
indigéne [110, 206, 207].

Le pH du sol semble avoir un effet direct tant sur la production des métabolites
secondaires que sur la répression des maladies. En effet, la production de sidérophores
pourrait étre réduite ou inhibée en retour dans la rhizosphére de certaines plantes lorsque la
teneur en Fe’* disponible est élevée; ceci étant particuliérement vérifié dans les sols acides.
Comme, il a été démontré que la concentration de 1’acide phénazine-1-carboxylique (PCA) en
fermentation liquide est optimale & pH 6,0 et diminue rapidement aux valeurs de pH

supérieurs et inférieurs a celle-ci [208].
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Dupler et Baker, [206] et Howie et al., [110] ont également montré que I’humidité du
sol est un facteur important dans la colonisation. Selon la texture du sol, la meilleure
colonisation racinaire a lieu a des valeurs en potentiel hydrique comprises entre 0,01 et 1,4 bar
[110]. |

La température affecte également la croissance bactérienne, la colonisation racinaire et
la production des métabolites secondaires tels que les siderophores [192]. Elle joue également
un role important sur les équilibres microbiens du sol; les différents microorganismes n’ayant
pas les mémes optimums thermiques de croissance. La sensibilité des Pseudomonas a la

température du milieu environnant peut dépendre de leur origine géographique [209].

Bahme et Scroth, [210] ont également montré que la colonisation bactérienne est
influencée par la texture du sol; les argiles griace a leur effet structural, leur effet tampon et
leur effet réservoir joue un role important aussi bien sur la quantité des microorganismes que
sur leurs activités biologiques. Ainsi Smith et Snyder [80] ont observé que ’indice de la

fusariose du pois a été réduit dans des sols argileux par rapport aux sols sableux.

Les caractéristiques microbiologiques du sol influencent directement la survie de la
souche de Pseudomonas inoculée ; survie est d’autant meilleure que la biomasse microbienne

est limitée [24] et que la quantité de nutriments est importante [147].

2.5.2. Effet de la plante :

Le role de la plante dans 1’orientation de la microflore rhizosphérique est en fonction

de ses caractéristiques taxonomiques et métaboliques. En effet, il pourrait exister des
mécanismes de spécificité (ou sélectivité de I’effet rhizosphére) aboutissant 4 la stimulation ou
I’inhibition préférentielle de populations microbiennes en interaction avec certains génotypes
de plantes. Les interactions entre les microorganismes, les plantes et le milieu sont complexes
et réciproques. Les plantes ont une action directe sur les microorganismes du sol, de part les
substances diverses qu’elles apportent dans le sol surtout au niveau de la rhizosphére; ces
substances peuvent atteindre 40% de la quantité nette du carbone fixé par les parties aériennes
lors de la photosynthése [218]. Un trés grand nombre de molécules solubles, insolubles et

gazeuses sont ainsi disponibles a la proximité immédiate des racines sous forme de sucres (des
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glucides simples ou polymérisés), d’acides aminés organiques, des dérivés nucléiques et des

protéines provenant de la lyse des cellules [116].

La disponibilité en éléments nutritifs, ainsi que 1’espace occupé par les rhizobactéries
constituent des facteurs sur I’équilibre microbien entre antagoniste et pathogéne au niveau de
la rhizosphére. Si I’excrétion hors des cellules des composés solubles de faibles poids
moléculaire par exemple des sucres ou des acides aminés, est considérée comme un processus
passif, la sécrétion et I’excrétion sont de processus actifs qui consomme de I’énergie, qui

concernent généralement les enzymes, les mucilages et les acides organiques [219].

La nature et la quantité de ces substances racinaires sont influencées par plusieurs
facteurs, notamment les conditions environnementales (lumiére, température, humidité,
pH...), la plante (génotype, cultivar, stade phynologique.), les caractéristiques pedologique et
microbiologique du sol, type de sol et les microorganismes telluriques; par conséquent, la
modification de I’un de ces facteurs entraine un changement au niveau de la composition et
Iactivité de la microflore rhizosphérique [220]. Les effets bénéfiques de la bactérisation
résultent a la fois des activités spécifiques des bactéries et de leur densité dans la rhizosphére
de la plante-héte; ainsi ’efficacité des souches de Pseudomonas spp fluorescents utilisées
dépend de leur aptitude a produire certains métabolites et de leur pouvoir colonisateur [7,

221].

L’aptitude de ces Pseudomonas a coloniser la rhizosphére s’explique non seulement
par leur grande affinité pour les exsudats racinaires, mais aussi par leur temps de génération
relativement court, a I’exemple au niveau de la rhizosphére de Pinus radiata il n’est que de 5
heures alors qu’il est environ de 77 h dans le sol non rhizosphérique [276]. Méme
comparativement a d’autres agents antagonistes microbiens (Bacillus), les niveaux de la

colonisation sont nettement élevés avec les Pseudomonas [108].

La compétence rhizosphérique d’une rhizobactérie "PGPR" résulte de divers
mécanismes, dont les plus étudiés sont le chimiotactisme pour les composés libérés par le
systéme racinaire, la fixation des bactéries sur les racines et aussi leur capacité a mobiliser les

composés libérés par les racines des plantes. En effet Howie et a/, [110] ont montré que la
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colonisation des racines passe par deux phases : la premiére phase correspond a I’attachement
des bactéries a la cellule végétale, elles sont donc distribuées de fagon passive et la deuxiéme
phase, correspondant a la distribution locale des bactéries et a leur survie et leur prolifération
active jusqu’a la limite avec les microorganismes indigénes. L’adhésion des bactéries aux
racines serait d’autant plus efficace que la surface de la cellule bactérienne est hydophobe.
L’adhésion racinaire des Pseudomonas dépend de leur aptitude a s’agglutiner avec les

glycoprotéines, dites agglutinines, produites par la plante [222, 223, 224].

D’autres travaux suggérent, également, que les chaines polysaccharidiquess latérales,
constitutives de I’antigéne O des LPS bactériens (lypopolysaccharide) [142], les pili et les
fimbriae seraient également impliqués dans la colonisation racinaire chez les Pseudomonas en
intervenant dans leurs fixation sur les racines. L’intensit¢ de la colonisation chez le
Pseudomonas est également influencée par leur localisation au niveau de la racine, ainsi les
bactéries endophytes ou endorhizosphériques seraient moins sujettes a la compétition que
celles situées a Iextérieur de la racine [187]. Du point de vue fondamental, de nombreuses
études se sont intéressées aux réponses des plantes face aux agents pathogénes; leur résistance
est basée sur des défenses constitutives (formation de papilles, lignification de la paroi
cellulaire, synthése de phénols, de flavonoides, et de tanins... et sur I’induction de différentes
réponses cellulaires plus ou moins rapides (génération de formes activées de I’oxygene,
modification des flux d’ions, variation du Ca** cytosolique et production de signaux
cellulaires [135]. Certains éliciteurs, d’origine microbienne, sont reconnus par la plante et
induisent la formation de molécules de signalisation interne tels que, 1’acide salicylique [225],
I’acide jasmonique et I’éthyléne [151]. Ces signaux internes entrainent une résistance
systémique ou localisée selon les trois voies principales: les composes structuraux
(accumulation de lignine, formation des papilles, dépdt de la callose...) [26], la synthese des
protéines PR [152] et la stimulation des voies métaboliques secondaires conduisant
notamment & la production des phytoalexines. Ces moyens de résistance peuvent aussi étre
induits par des agents antagonistes ou de leurs métabolites secondaires, ce qui représente un
perfectionnement de la capacité défensive des plantes contre un large éventail de pathogénes

[142].
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CHAPITRE 3
SOLS RESISTANTS

Bien que la notion de sols résistants a des maladies d’origine tellurique est
ancienne, sa compréhension et son exploitation restent relativement insuffisants et
nécessitent plus d'investigations avec les avancées scientifiques actuelles. De nombreuses
études consacrees aux sols résistants, ces dernieres années, ont montré que le phénomene
est assez répandu et se manifeste a I’ encontre de plusieurs maladies. Ces sols ont été
désignes par plusieurs qualificatifs : immunes, conductifs, suppressif, résistant, "sensitifs

soils ","pathogens suppressifs soils”, "diseases suppressives soils”, "long life soils ",

"antagonistic soils ", "biologically buffered", "competitive soils ", "décline soils ",
fongistatique, "low pathogen”, "intolerant”, [19, 225]. Le qualificatif de résistant
s’applique a des sols qui limitent fortement ou suppriment la manifestation d'une maladie
sur une culture sensible, en présence de conditions environnementales favorables a

I’expression de I’agent pathogéne présent ou introduit dans le sol [58, 83, 202].

3.1. Type de résistance :

La résistance d'un sol peut étre spécifique ou générale en fonction des cibles
biotiques inhibées, constitutive ou acquise selon les caractéres biotiques et abiotiques du
sol et & long ou a court terme selon sa durabilité et sa longévité [28].

Dans un sol ayant une résistance spécifique, la transmission de ce caractere, lié a a
nature microbiologique, pour d’autres sols est une propriété fondamental pour ce type de
résistance [83, 131, 226]. Dans ce cas, c’est une suppression ou I’ensemble de la
microflore n’est pas indispensable a la manifestation de la résistance, seulement une
fraction fongique et/ou bactérienne, et spécifiquement de Fusarium oxysporum non

pathogene et de Pseudomonas spp. fluorescent devrant jouer un réle prépondérant [83,
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131, 172]. Cette résistance a un spectre d’action spécifique, elle s’exerce vis-a-vis de
I’ensemble des espéces de Fusarium oxysporum mais pas a I’encontre d’autres agents
telluriques y compris les espéces fusariennes non vasculaires [119, 215, 227, 228]. Il a été
rapporté d'autres cas de sols dont leur résistance est spécifique vis-a-vis de:
Geamonomyces graminis var. tritici, ou de Aphanomyce enteichtii, ou de Thielaviopsis
basicola ou de Phytophtora cinnamomi ou de Phytophtora infestans ou de Pythium
splendens ou de Pythium ultimum ou de Rhizoctonia solani ou de Streptomyces scabies ou
de Plasmodiophora brassicae ou de Ralstonia solanacearum ou de Pseudomonas
solanacearum [96, 120, 207, 229].

La résistance d'un sol suppressif, considérée comme non transmissible est liée a la
biomasse microbienne totale autochtone tellurique, qui entre en compétitions avec les
pathogénes nuisibles outre la composante microbienne antagonistes. L'activité de la
biomasse tellurique est souvent stimulée par le type de cultures, la conduite culturale

incluant la quantité et la qualité de fertilisants appliquée ainsi que les travaux du sol [196].

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

" monoculture”[28].

La résistance a long terme, aprés plusieurs décennies de suite dans un sol contaminé
ou I’agent pathogene peut s’établir mais ne provoque pas la maladie; il s'agit d'une
résistance liée fortement a la stabilité des propriétés physico-chimiques et biologiques de
ce sol [230]. Contrairement, la résistance a court terme s'observe uniquement pendant
quelques cycles végétatifs seulement. Ce phénomeéne est le résultat d’un changement
exogéne rapide dans I’environnement physique, chimique et/ou biologique du sol
(introduction des antagonistes, matiere organique, engrais...). Les techniques culturales
jouent également un role important dans I’installation d’une fraction particuliere de la flore
antagoniste; ainsi le déclin du piétin échaudage n’a pas lieu dans les champs non labourés

et semés directement sur chaumes [226]. Les rotations de cultures sont les plus anciennes
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mesures de lutte préventive contre les agents pathogenes, ayant pour effet la suppression
des débris contaminés et des substrats favorables aux pathogénes, pour éviter

I'accumulation de leur inoculums [230].

3.2. Origines de la résistance :

Une maladie d’origine tellurique est conditionnée par trois facteurs principaux :
la plante hote, le parasite et le sol. Le pouvoir pathogéne du parasite peut étre modifié par
un ensemble de facteurs liés a I’environnement physico-chimique du sol qui agit sur le
parasite lui-méme ou sur la plante; a cet égard les sols suppressifs aux flétrissements
fusariens causé par Fusarium oxysporum, ont été lié a I’influence des propriétés physiques

et chimiques du sol (abiotique) [58, 198), et/ou de la microflore du sol (biotique) [231].

3.2.1. Origine abiotique :

Certes, la suppression du sol est due a la balance microbienne totale et ses activites
antagonistes [232], cependant I’explication des mecanismes mis en ouvre dans cette
résistance est liée aux propriétés abiotiques du sol [37]. Dans de nombreuses études sur la
réceptivité des solos aux maladies fongiques, il a été clairement mis en évidence le role de
la structure et de la texture du sol, de I’humidité, du pH, de la matiére organique et des
oligo-éléments. Les agents fongiques concernés sont, entre autre, de ces maladies sont:
Aphanomuces sp, Fusarium, Geaumanomyces, Phytophtora, Plasmodiophara,
Rhizoctonia, sclerotium sp, Streptomyces scabies, Thieloviopsis basicola et Verticillium sp
Ces facteurs ne sont pas la cause directe de la résistance mais ont tendance a créer un
milieu défavorable pour la croissance, I’activité, la densité des agents pathogenes et pour la

physiologie de la plante en lui conférant une résistance plus ou moins importante [198].

L’effet de la proportion et le type d’argile dans le sol sur la sévérité de la fusariose
sont le plus souvent cités [196]. Walker [44], a montré que les fusariose du pois et du
bananier sont plus séveres dans les sols sableux. La propriété suppressif des sols, serait
d’apres Semal [57], Cook et Baker [120] liée a la présence d’une teneur élevée en
montmorillonite. Amir et Alabouvette [198] ont noté qu’aprés 225 jours de I’apport de

Fusarium oxysporum f. sp. lini dans un sol sableux, on ne retrouve que 0,4 % de la
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population initiale, alors qu’il en subsiste 46 % dans le méme sol enrichi en

montmorillonite.

L’effet bénéfique de I’argile peut s’expliquer par sa capacité de stimuler I’activité
bactérienne qui freine ou élimine le développement des Fusarium pathogeénes,
I’accumulation des eléments nutritifs a I’interface des feuillets fournit des sites d’échanges
pour I’azote ionique et reléve le pH a un niveau favorable a la multiplication bactérienne
[233]. L’argile peut aussi améliorer la résistance a la dessiccation en assurant une
déshydratation plus réguliere du contenu cellulaire et de diminuer la diffusion et les effets

inhibiteurs des toxines et des antibiotiques en les absorbant [85].

Plusieurs cas d’induction de résistance ont eté relatés, les uns font intervenir
quelque oligo-éléments (Fe, Zn, Mg,), I’autres sont fondés sur I’influence favorable du Ca
et du Br [231]. La variation du pH influence significativement le niveau de résistance des
sols, le déclin du flétrissement fusarien a été associé a un pH alcalin [43, 227, 228], qui a
affecté la disponibilité en fer, en calcium, et en aluminium [214]. La faible disponibilité du
fe, du Mn, et du Zn dans le sol alcalin a permis d’expliquer la faible incidence de la
fusariose vasculaire du lin et de la tomate dans les sols chaulés ou naturellement alcalins
[238]. Ces oligoéléments stimulent la synthése de 2-4 diacétylphloroglucinol et
pyoverdine chez les Pseudomonas spp. fluorescent et inhibe la synthése de I’acide

fusarique chez Fusarium oxyporum pathogéne [134].

3.2.2 Origine biotigue :

Bien que la nature biologique des sols suppressifs aux fusarioses présente
naturellement, mais ce type de résistance ne se trouve que dans quelques zones
géographiques limitée, comme la région du Chateaurenard ( France) et dans la vallée du
Rhone et les Tles Canaries [54, 69, 197]. Dans ces sols les mécanismes de résistance aux
fusarioses vasculaires ont été souvent attribués a leur nature biologique (antagonistes
microbiens). Depuis les premiers travaux de recherches, durant les années 1970, plusieurs
autres travaux ont signalé I’existence des sols similaires dans d’autres régions du monde
[43, 80, 119]. Selon Weller [235], Weller et al., [131] la détection de sols suppressifs ou

résistants, nécessite de vérifier les étapes de stratégie suivante :
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e Si les traitements biocides (chaleur humide, radiations, antibiotique)
appliqués détruisent cette resistance corrélativement a une forte diminution des populations
microbiennes impliquées, la résistance peut étre directement liee a I’activité microbienne
du sol [43].

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

o | ’effet suppressif d’un sol traité par la chaleur peut étre restauré par
I’addition d’une petite quantité de sol suppressif (0,7 a 10 %) [43]. Weller [235] a montré
que le développement de Fusarium oxysporum f.sp. cyclaminis pourrait étre freiné lorsque
I’on incorporait a la tourbe, utilisée comme substrat de culture de I’ceillet, 10 % d’une terre
résistant a la fusariose du melon.

e Comme le phénomeéne de la résistance des sols aux maladies est le

plus souvent la conséquence d’une activité microbienne intense et particuliere, des
caractérisations phénotypiques et génotypiques sont nécessaires pour identifier les

groupements bactériens fonctionnels.

Beaucoup d’expérimentations ont montré que I’introduction simultanée de souches
non pathogéne sélectionnés de Fusarium oxysporum et de Pseudomonas spp. fluorescents
dans des sols conducteurs ou sur des substrats de culture augmente leur niveau de
résistance [180, 213]. Globalement cette co-inoculation, utilisant différents types
d’antagonistes, permettra la mise en action de divers mécanismes englobant a la fois,

I’antagoniste par voie d’antibiose et la compétition pour I’espace et les nutriments.

Il a été démontré que des phénomenes de compétitions nutritives pour le fer
conditionnent le niveau de la résistance des sols aux fusarioses vasculaires [20, 95], dans
lequel les Pseudomonas spp. fluorescents produisent des sidérophores. L’introduction de
substances nutritives stimulent la croissance des microorganismes antagonistes qui entrent
en compétition pour ces substances avec I’agent pathogene, entrainant un renforcement de
la fongistase. L’addition de certains amendements aux sols suppressifs diminue I’intensité

de la compétition et accroit la réceptivité du sol aux maladies [7].
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CHAPITRE 4
MATERIELS ET METHODES

4.1. Matériel biologigue :

4.1.1. Souches bactériennes :

Trois souches de Pseudomonas fluorescens ont été utilisees dans nos travaux
expérimentaux (Tableau 4.1). Il s’agit de la souche S20, isolée localement qui a montré des
aptitudes antagonistes dans des travaux précédents [106, 236] et deux souches de référence
considérees comme modeéles, dans les essais relatifs aux Pseudomonas spp. fluorescents: la
souche de référence CHAO connue par ses performances en lutte microbiologique vis-a-vis de
plusieurs agents phytopathogénes, par sa compétence rhizosphérique et sa production de
divers métabolites secondaires [197] et la souche C7R12, mutant de la souche C7 résistante a
la rifampicine, connue par sa forte colonisation de la rhizosphére et sa capacité de biocontréle
de diverses maladies d’origine tellurique [217, 237, 238]. A partir de cultures conservées sur
le milieu B de King KB [239] (APPENDICE A), des repiquages ont été réalisés sur le méme
milieu dans des boites de Pétri pour vérifier la pureté des souches; les cultures pures ont été

conservées a 4 °C.

4.1.2. Isolats cryptogamiques :

Le matériel fongique utilisé dan nos essais expérimentaux est composé de cinq isolats
de Fusarium oxysporum; ils s’agit de quatre isolats phytopathogénes et de I’isolat FO47 non
pathogene de Fusarium oxysporum (Tableau 4.2). Les isolats cryptogamiques sont :

e FOL (F) : Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici (isolé en France).
e FOL (B) : Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici (isolé en Algérie).
e Foln : Fusarium oxysporum f.sp.lini (isolé en France).

o Foal : Fusarium oxysporum f.sp.albédinis (isolé en Algérie).
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e FO47 : Fusarium oxysporum non pathogene (isolé en France).
Tableau 4.1: Souches bactériennes.
Souches de Origine Origine Année Observations
Pseudomons végétale géographique  d’isolement
fluorescens
S20 Rhizosphere Ghardaia 2001 Collection microbienne du
du palmier (Algérie) laboratoire de phytopathologie
dattier de I’université de Blida
CHAO Rhizosphere Suisse 1986 Envoi du Pr.K. Keel
du tabac (laboratoire de phytomédecine,
Zurich, Suisse).
C7R12" Rhizosphére  Chéteaurenard, 1988 Envoi du Pr. Lemanceau
du lin France laboratoire de microbiologie et

géochimie du sol (INRA)
Dijon- France.

“il s’agit d’un mutant résistant & la rifampicine de la souche C7 (100ug /1).

Tableau 4.2 : isolats cryptogamiques.

Isolats Plante hote Origine
cryptogamiques géographique Observations
FOL(F) Tomate Dijon (France)  Envoi du Pr. Lemanceau laboratoire de
microbiologie et géochimie du sol
(INRA) Dijon- France.
FOL(B) Tomate Blida (Algérie)  Collection microbienne du laboratoire de
phytopathologie de I’'université de Blida
Foln Lin Dijon (France)  Envoi du Pr. Lemanceau laboratoire de
microbiologie et géochimie du sol
(INRA) Dijon- France.
Foal Palmier dattier Ghardaia Collection microbienne du laboratoire de
(Algerie) phytopathologie de I’université de Blida
FO47 Sol suppressif & Dijon (France)  Envoi du Pr. Lemanceau laboratoire de

la fusariose

microbiologie et géochimie du sol
(INRA) Dijon- France.

Les isolats phytopathogenes utilisés dans cette étude ont été obtenus a partir de plantes

malades, ils se caractérisent par un pouvoir pathogéne élevé en interaction avec plusieurs

cultivars du lin et de la tomate [106, 240, 241]. L’isolat FO47 non pathogene de Fusarium
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oxysporum a été isolé a partir d’un sol suppressif francais [232], son efficacité dans le
biocontréle de la fusariose vasculaire a été démontrée dans de nombreux travaux [70, 98,
217]. La pureté des isolats fongiques a été vérifiée par des cultures monosporiques obtenues
sur le milieu eau agar (Annexe 1) et repiqués individuellement sur le milieu PDA "potato
dextrose agar” [242]. A partir de cette culture, des inoculums fongiques ont été préparés avec

des cultures agées de 7 a 10 jours cultivés sur le milieu PDA a 25°C.

4.1.3. Matériel végétal :

Les essais d’application des interactions (antagonistes- pathogénes) ont été effectués
avec les deux especes végetales lin et tomate : le lin (Linum usitassimum var. opaline), est
choisie sur la base de sa sensibilité a Fusarium oxysporum f.sp. lini et sa durée de végétation
[82, 202]; les deux variétés de la tomate (Lycopersicume sculentum "riograndé" et
"marmande" ont été choisies pour leur sensibilité a Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. Les
graines de ces trois variétés ont eté desinfectées par trempage dans une solution d’hypochlorite
de sodium a 6° pendant 20 mn, puis rincées abondamment a I’eau distillées stérile et séchée

sur papiers filtre absorbant.

414 . lesol:

Le sol utilisé dans les essais d’antagonisme in situ ont été prélevés au niveau de la
station expérimentale de I’université de Blida (Département d’Agronomie). Apres séchage et
tamisage (4 mm de diamétre) afin d’éliminer les éléments grossiers, le sol a été utilisé
naturellement (avec sa flore indigene) ou apres sa desinfection par autoclavage (deux
autoclavages a 120°C pendant 30 mn chacun de 24 heures d’intervalle). Les caractéristiques
physicochimiques du sol ont été étudiées durant I’année 2005 au niveau du laboratoire de
pédologie du département d’Agronomie de I’Université de Blida (Tableau 4.3).
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Tableau 4.3 : caractéristiques physicochimiques du sol
Caractéristiques
PHeay 6.9
PHkcL 6.7
K* 0.63 %
Na* 2.63 %
Ca™ + Mg* 6.36 %
s* 9.65 %
C.E 0.44
C.E.C (meq /100g de sol 125
V (taux de saturation) 77.2
P? O° assimilable (ppm) 189.33
Ca CO4 0
Matiere organique 1.89
H.. (humidité pondérale a la capacité au champ) 10.45
Argile 16.36 %
L 24.12 %
LG 16.26 %
SF 14.28 %
SG 28.98 %

Dans la troisieme partie de notre expérimentation, relative aux essais de la réceptivité
du sol a la fusariose vasculaire du lin et de la tomate, en plus du sol provenant de la station
expérimentale de notre université, nous avons utilisé deux autres sols provenant de deux
régions a vocation maraichére situées dans les régions de Bouharoun et de Cherchell (Tipaza),
cultivées depuis plus de 10 ans consécutives en tomate. Dans le site de Bouharoun, la tomate
est conduite sous abris plastiques, alors que celui de Cherchell la culture est en plein champs.
Selon les propriétaires de ces terres, des symptomes typiques de fusariose vasculaire sont
signalés chaque année. Afin de confirmer la présence de cette maladie des isolements
microbiologiques ont été effectués ont montre la présence de I’agent pathogene dans ces deux

sols.

4.1.5. Conditions de plantation et de culture :

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

latérales et chauffée par des radiateurs a chauffage central.
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Les conteneurs utilisés sont de trois types :
e Des pots de couleur blanche en plastique de 10 cm de hauteur et de 6.5 cm de diametre
d'une contenance de 200 g.
e Des bacs en plastiques rectangulaires et transparents d'une profondeur de 10 cm, de
dimensions de (136 cm x 14 cm) et d’une contenance de 5 Kg.
e Des cagettes rectangulaires en plastique, d'une profondeur de 18 cm cm, de dimensions

de (50 cm x 30 cm) et d’une contenance de 6 Kg.

4.2. Antagonisme in vitro :

Ce test consiste en la vérification des activités antagonistes in vitro des

microorganismes antagonistes sélectionnés vis-a-vis des agents phytopathogénes étudiés.

4.2.1. Inhibition de la croissance mycélienne :

Le pouvoir antagoniste des souches S20, CHAO et FO47 sur I’inhibition de la
croissance mycélienne des pathogénes a été testé sur trois milieux gélosés : le milieu PDA
favorable au développement des champignons, le milieu KB favorable au développement des
bactéries et le milieu mixte composé de parts égales des deux premiers milieux (KB + PDA).
Au début, des tests préliminaires ont été réalisés sur la croissance mycélienne, sur la
germination des conidies et sur I’élongation des tubes germinatifs pour détecter d’éventuelles
activités antagonistes. Il s’agit de placer dans la méme boite de Pétri 5 pastilles gélosées (5
mm de diametre), I’une portant le pathogene au centre de la boite et les autres portant
I’antagoniste (FO47, S20 ou CHAO) a la périphérie. Les pastilles gelosées des bactéries sont
préparées a partir de cultures de 24 heures, alors que celle des champignons ont été préparées
a partir de cultures agés de 7 a 10 jours. Pour chaque interaction, trois répétitions sont prévues.
Au terme de la période d’incubation, 8 a 10 jours a 25 °C, les diameétres des colonies
fongiques sont mesurées en prenant en compte le diametre des zones d’inhibition formées a la

limite du développement entre le pathogene et I’antagoniste.

4.2.2. Inhibition du pathogéne dans le sol :

L’objectif de cet essai est de tester I’effet des agents antagonistes sur le développement

des agents pathogénes dans le sol. A cet effet, des confrontations ont été effectuées dans des
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boites de Pétri en verre (antagoniste - pathogene) contenant 100 g de sol stérilisé au préalable
par autoclavage. Les inoculums bactériens, d’une concentration de 10° cfu /ml, ont été
préparés dans de I’eau distillée stérile a partir de cultures bactériennes de 24 h cultivées sur le
milieu KB. Les inoculums fongiques, d’une concentration de 10° conidies /ml, ont été préparés

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

Dans chaque boite, les 100g de sol sont imprégnés avec la suspension antagoniste
CHAO, S20 ou FO47 est mélange, en masse, avec 15 ml du milieu gélosé PDA en surfusion
(45-50°C) en additionnant la suspension fongique pathogene FOL(F) ou FOL(B) ou (Falb) ou
(Foln) aprés une légére agitation en mouvements circulaires pour homogénéiser la répartition
dans le milieu, I’inoculation a été effectuée a 25 °C pendant 15 a 20 jours. Il est a noter que les
inoculations pathogénes et antagonistes ont été apportés a la méme concentration dans le sol,
soit 10° cfu ou conidies par gramme de sol.

Les témoins, traités selon la méme procédure, sont :

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

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

e Le troisieme témoin ou le sol a été inoculé uniquement avec I’antagoniste pour
observer le développement de ce dernier.

Chaque traitement a été répété trois fois et incubé de 15 a 20 jours a 25°C. La lecture
des résultats s'effectue selon le développement des témoins positifs, correspondant au

développement optimal du pathogéne en question.

Dans ces essais, nous avons étudié deux variantes :

e La premiére consiste a inoculer le sol avec I’antagoniste et le pathogéne; ceci dans
le but de permettre a I’antagoniste de s’adapter et d’initier sa croissance et ses
activités métaboliques.

e Dans la deuxiéme variante, nous avons effectué des traitements ou I’antagoniste est
représenté par une combinaison de deux ou de trois souches antagonistes; comme
suit : CHAO+ S20, CHAO+ FO47, S20 + FO47 ou CHAO+S20 + FO47.
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La lecture des résultats s’est basée sur de développement du pathogene a travers des
observations macroscopiques et micromorphologiques du pathogene; il s’agit de noter la

densité mycélienne et la formation des fructifications.

4.3. Antagonisme in situ :

Les essais d’antagonisme in situ ont été effectués avec les souches S20 et CHAO de
Psoudomonas fluorescens et I’isolats non pathogéne F047 de Fusarium oxysporum vis-a-vis
des pathogénes Fusarium oxysporum f.sp lycopersici FOL(F) agent du flétrissement fusarien
de la tomate et de Fusarium oxysporum f.sp lini Foln agent du flétrissement fusarien du lin.
Ces essais ont été réalisés en interaction avec les plantes hétes des pathogeénes, a savoir la
tomate (variété riograndé) et le lin (variété opaline).

4.3.1. Application des antagonistes et infestation du sol :

L’inoculation des graines de tomate ou de lin, préalablement désinfectés (cf.4.1.3), a été
effectuée par trempage dans une suspension de I’antagoniste préparée selon les mémes
techniques précédentes (cf.4.2.2) ), pendant 20 mn & la concentration de 10° conidies ou cfu
/g de sol. Apres application de/ou des antagonistes (s), Les graines ont été semés dans des pots
contenant160 g de sol, et infestés par le ou les pathogénes (108 conidie /g de sol 24 h aprés le

semis.

4.3.2 Dispositif expérimental :

Les essais ont été conduits selon un dispositif expérimental en blocs aléatoires
complets avec trois répétitions (Figures 4.1 et 4.2). Dans chaque bloc figure les dix traitements
étudiés avec cinq plants par bloc, soit 15 plants par traitement. Il est a noter que le dispositif a
été adopté pour chaque culture (tomate ou lin), que ce soit pour les essais réalisés en sol
naturel ou ceux réalisés en sol désinfecté. Au total nous avons réalisé quatre essais
indépendants :

e Essai d’antagonisme in situ avec la tomate en sol naturel.

e Essai d’antagonisme in situ avec la tomate en sol désinfecté.
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e Essai d’antagonisme in situ avec le lin en sol naturel.
e Essai d’antagonisme in situ avec le lin en sol désinfecté

Les traitements en question sont (Figure 4.2) :

e T() : Témoin négatif (sain) : plants inoculés avec I’eau distillée stérile.
e T () : Témoin positif (malade) : plants inoculés avec le pathogene FOL (F)
ou (Foln).

e TlouLl :Plantsbactérisés par les souches S20
e T2o0ulL2 :Plants bactérisés par les souches CHAO
e T3 ou L3 : Plants bactérisés par la souche S20 et infestés par le pathogéne
FOL(F) ou (Foln).
e T4 ou L4 : Plants bactérisés par la souche CHAO et infestés par le pathogéne
FOL(F) ou (Foln).
e T5 ou L5 : Plants bactérisés par la souche FOA47 et infestés par le pathogéne FOL
(F) ou (Foln).
e T6 ou L6 : Plants bactérisés par la combinaison (CHAO + FOA47) et infestés par
le Pathogene FOL(F) ou (Foln).
e T7 ou L7 : Plants bactérisés par la combinaison (S20+ FO47) et infestés par le
pathogéene FOL(F) ou (Foln).
e T8 ou L8 : Plants bactérisés par la combinaison (S20+CHAO + FO47) et
infestés par le pathogéne FOL(F) ou (Foln).

' ﬁz ST e ;o S

Figure 4.1 : Dispositifs expérimentaux des essais
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TL T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI10 TL T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI10 TL T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI10
BLOC1 (SN) BLOC2 (SN) BLOC 3 (SN)
TL T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI10 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI10 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI10
BLOC1 (SD) BLOC2 (SD) BLOC 3 (SD)
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 LI10 L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L
P1
P2
P3
P4
P5
BLOC1 (SN) BLOC2 (SN) BLOC 3 (SN)
L L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L 10 L L2 L L4 L5 L6 L7 L8 L9 L 10 L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10
1 1
P1
P2
P3
P4
P5
BLOC 1(SD) BLOC 2 (SD) BLOC 3(SD)
Tomate Lin
T1: T- = témoin sain L1: TO = témoin sain
T2:S20 L 2: S20
T3:CHAO L 3:CHAO (F)
T4:T+=FOL L4:T+=FOlIn
T5:S20+ FOL L 5:520+ FOIn
T6 : CHAO + FOL L 6: CHAO + FOIn
T7 : Fo47+ FOL L 7: Fo47+ FQOIn
T8 : CHAO + FO47 + FOL L 8: CHAO + FO47 + FOIn
T9:S20 + FO47 + FOL L 9: S20 + FO47 + FOIn
T10:S20 + CHAO + FO47 + FOL L 10: S20 + CHAO + FO47 + FOIn

Figure 4. 2: Dispositifs expérimentaux des essai d’antagonisme in situ (essais de lin, de tomate, en sol naturel et en sol désinfecté).
(SN = sol naturel; SD= sol désinfecté)
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4-3-3 Paramétres analysés :

Pendant une période de 70 jours avec des notations quotidiennes, les observations ont
porté sur le développement et I’extériorisation des symptdmes typiques des fusarioses
vasculaires étudies (Figures 4.3 et 4.4) selon des échelles adoptées [106].

Fusariose vasculaire de la tomate :

0. pas de symptémes.

1. Jaunissement de quelques ou plusieurs

feuilles.
2. Jaunissement généraliseé.

3. Flétrissement latéral.

4. Mortalité du plant.

Figure : 4.3 : Symptomes de la fusariose vasculaire de la tomate

Fusariose vasculaire du lin :

pas de symptomes.
Jaunissement de quelques feuilles.
Flétrissement du plant.

Desséchement de la partie apicale.

e

Mortalité du plant.

Figure 4.4 : Déformation du lin en arc "Shepherd’s crook" (Symptome
typique de la fusariose vasculaire du lin).
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Le suivi de I’évolution de la maladie est basé sur deux parametres :
Le taux d’infection (I %) qui correspond au pourcentage des plants malades.
I (%) = (total de plants malades / total de plants observés) x 100.

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

De plus la gravité de la maladie est prie comme critére pour évaluer la sévérité des
attaques des pathogénes. Selon la formule décrite par Fuch et al., [25], la gravité (S %) a été

calculée comme suit :
S (%) =X (E .a/ N) 100.

S (%) : Seévérité de la maladie exprimée en pourcentage.

N : nombre total de plants observés.

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

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

A nombre de plants malades a la classe considérée.

A la fin des notations, le poids frais et sec des parties aériennes ont été évalués apres
passage a I’étuve a 105 °C (48 & 36 h).

4.4. Induction systémique de la résistance des plantes :

4.4.1. Conduite des cultures :

Ces essais ont été réalisés selon le protocole expérimentale décrit par Liu et al., [137]
et Leeman et al., [150] et adopté dans plusieurs travaux similaires [25, 95, 106, 236]. Ce
dispositif consiste en la conduite des plants selon le systeme "split™ dont le principe se base sur
I'application séparée de lI'antagoniste et du pathogéne (pas de contact physique entre les deux
protagonistes) (Figure 4. 5). Au stade plantule (30 jours aprés le semis), les plants sont dépotés
soigneusement; tout en éliminant le sol y adhérant, et une incision est pratiquée au niveau de
la partie basale du collet a la jonction racinaire, pour obtenir deux blocs racinaires séparés;
chaque partie est ainsi replantée dans un pot individuel. L'endroit de I'incision a été recouvert
par un parafilm et les plants sont déposés sous serre en verre. Ce systeme split ne permet
aucun contact physique entre I'antagoniste et le pathogene, alors que leurs actions respectives

s'exercent sur le méme plant. Afin de comparer les activités de nos microorganismes, nous



53

avons réalisés des essais similaires selon le systeme classiqgue "non split" adopté

précedemment dans les essais d'antagonisme in situ (cf.4.3.1).

4.4.2. Inoculation des antagonistes et infestation du sol :

Les inoculums bactériens et fongiques ont été préparés selon les mémes techniques
utilisées (cf. 4.3). Dans le systeme split, I'inoculum du pathogene a été introduit 24 h apres
celui de l'antagoniste & la méme densité (10° cfu ou conidies /g de sol) dans les parties
racinaires concernées, c'est-a-dire le pot A ou B (Figure 4.5). Dans le systeme classique, les
inoculums ont été effectués simultanément sur le méme plant. Les témoins ont été traités selon

la méme procédure avec de I'eau distillée stérile.

Split Non split

Figure 4.5 : Conduite des plants de tomate en systeme Split ou non Split

4.4.3. Dispositif expérimental :

Le dispositif expérimental adopté est un dispositif en trois blocs aléatoires complets,
composé de huit traitements a raison de six plants par traitement et par bloc, soit 18 plants par

traitement (Figure 4.6). Les traitements en question sont :
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e T (-) :Témoin négatif (sain); plants inoculés avec I’eau distillée stérile.

e T (+) : Témoin positif (malade); plants inoculés avec le pathogéne FOL (F).

eT1 :plants bactérisés avec la souche S20 et infestés avec le pathogéne FOL (F).
eT2 :plants bactérisés avec la CHAO et infestés avec le pathogene FOL(F).

¢T3 :plantsinoculés avec la souche FO47 et infestés avec le pathogéne FOL(F).
eT4 : plants bactérisés avec la souche S20 et inoculés avec I’eau distillée stérile
¢T5 : plants bactérisés avec la souche CHAO et inoculés avec I’eau distillée stérile

eT6 : plants traités par la souche FO47 et inoculés avec I’eau distillée stérile

Figure 4.6 : Dispositif expérimental de I’essai I’ISR
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4.4.4. Paramétres analysés :

4.4.4.1. Evolution de la maladie :

Des observations quotidiennes des symptémes ont commencé apres 24 h de
I'application des inoculums pathogénes et antagonistes durant une période de deux mois. Les
observations portent sur la notation des indices symptdmatologiques définis au préalable

(cf. 4.3.3) pour évaluer les taux d'infection et de sévérité selon les formules déja utilisées.

4.4.4.2. Paramétres de croissance :

Au terme de I'experience, les plants sont dépotés, les racines sont lavées pour les
débarrasser du substrat y adhérant afin de mesurer leur longueur. Le poids frais et le poids sec

de la biomasse aérienne de chaque plant sont ensuite determinés (cf4.3.3).

4.4.4.3. Dosage des protéines totales :

Dans les travaux relatifs a I'ISR, il a été souvent rapporté que les parametres recherchés
de cette activation du systéeme de défense de la plante concernent les protéines totales et
d'autres enzymes spécifiques [150]. A cet effet, nous avons procédé a I'évaluation du taux des
protéines totales dans les extraits foliaires des plants traités. Le dosage des protéines totales a
été réalisé selon la technique de Warburg et Christian [243] avec des extraits foliaires obtenus
a partir de feuilles traitées 23 jours aprés leur inoculation. Des échantillons foliaires (1g) sont
broyés a froid, sur un lit de glagons, en présence d'une pincée de sable stérile additionné de 5
ml d'acétate d'éthyle. L'extrait foliaire a subit une centrifugation & (6000 tours / mn & 4 'C)
pendant 20 mn. La lecture de I'absorbance a été réalisée avec les surnageants obtenus aux

longueurs d'onde A280 et A260. La concentration des protéines est calculée comme suit :

Protéines (mg /ml)= 1.5 A 280- 0.76A 260.

4.4.4.4. Vérification de la présence des agents microbiens :

A la fin de nos expérimentations, des prélevements des parties racinaires ont été
utilises pour vérifier la présence des microorganismes appliqués (l'antagoniste et le

pathogene). A cet effet, des parties racinaires prélevées et debaracées du sol adhérant, ont été
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découpes a partir du collet et déposeé sur les milieux nutritifs gélosés (PDA ou KB) et laissees
en incubation a 25°C. Le développement des bactéries et des champignons a été observé apres

respectivement, 24 h et sept jours d'incubation.

4.5. Réceptivité du sol a Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici FOL (F) :

Les essais de la réceptivité du sol a Fusarium oxysporum f.sp lycopersici consistent en
la mise en évidence du développement de la tomate dans des conditions expérimentales
variées. Les variations portent sur le type du sol (sol naturel et désinfecté), l'introduction de
ou des antagoniste(s), et I'amendement du sol avec du glucose et ou de 'EDTA.

4.5.1. Sol désinfecté :

Le sol provient de la station expérimentale de l'université de Blida, prélevé au niveau

du verger agrumicole; sa désinfection a été réalisee par autoclavage (cf.4.1.4) pour éliminer

I'effet de la microflore indigéne.

4.5.1.1. Essai de vérification de la réceptivité du sol :

Cet essai consiste a infesté le sol désinfecté par des concentrations croissantes du
pathogeéne 10°10°, 10’conidies /g de sol, pour évaluer son niveau de réceptivité au pathogéne

via I'expression de la maladie.

4.5.1.2. Modulation de la réceptivité :

Pour évaluer le niveau de la réceptivité de ce sol a FOL(F) introduit initialement dans
le sol, 24 h avant les antagonistes, nous avons effectué des modifications microbiologiques en
inoculant le sol avec le ou les antagonistes (s) S20, CHAO et/ou l'isolat FO47 a la méme
concentration finale de 10’cfu ou conidies /g de sol.

4.5.1.3. Amendement du sol en glucose et en EDTA :

Ce test consiste a étudier I'effet d'additif du glucose ou de I'EDTA sur la réceptivité du
sol a FOL(F) en plus des apports microbiens (pathogene et/ou antagoniste), réalisés selon la
méme procédure précédente (c.f.4.4.2), des apports en glucose ou en EDTA ont été appliqués

a la concentration de 50 pg /g de sol 24 h aprés I'inoculation des microorganismes. Le glucose,
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source de carbone, stimule le pathogene alors que 'EDTA chélateur de fer, stimule I'activité

bactérienne par le biais de la synthese des siderophores.

4.5.1.4. Semis :

Selon les traitements adoptés, décrits ci-dessous, le sol a été conditionné dans des bacs

de 5 Kg dans lequel ont été semis 60 graines de tomate.

4.5.1.5. Dispositifs expérimentaux :

Dans chaque essai, un dispositif en randomisation total a été adopté avec trois
répétitions pour chaque traitement. Chaque traitement, représenté par 20 plants / répétition,

soit 60 plants pour chaque traitement.

- Pour le 1* essai: interaction de deux facteurs

e Facteur 1: concentration du pathogéne avec trois niveaux
- 10° conidies /g de sol
- 10° conidies /g de sol
- 10’conidies /g de sol

e Facteur 2: antagoniste avec sept niveaux
- Souche S20 de Pseudomonas fluorescens.
- Souche CHAO de Pseudomonas fluorescens.
- Souche FO47 de Fusarium oxysporum.
- La combinaison S20 + CHAO.
- La combinaison S20 + FO47
- La combinaison FO47 + CHAO.
- La combinaison S20 + CHAO + FOA47.

- Pour le 2°™ essai: amendement du sol en glucose ou en EDTA, composé de
trois facteurs :
e Facteur 1: concentration du pathogene selon trois niveaux
- 10° conidies /g de sol

- 10° conidies /g de sol
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- 10"conidies /g de sol
e Facteur 2: application des amendements
- Glucose
- EDTA
- Sol non amendé
e Facteur 3: antagonistes
- Souche S20 de Pseudomonas fluorescens.
- Souche CHAO de Pseudomonas fluorescens.

- Souche FO47 de Fusarium oxysporum.

Figure 4.7 : Dispositif expérimental de I’essai de réceptivité du sol a la fusariose

Les différents traitements étudiés ont été reportés selon un dispositif expérimental en
trois blocs aléatoires avec 10 répétitions pour chaque traitement (Figure 5.7). L’essai

représente la combinaison de quatre facteurs :
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e 1% facteur : Représenté par six niveaux correspondant a l'application des
antagonistes individuellement ou en association.

e 2™ facteur: les variations de ce facteur porte sur la concentration de
I’inoculum fongique qui sont de 0, 10°,10°, 10" conidies /g de sol.

e Dans le 3*™ et le 4™ facteurs nous avons effectué des modifications dans les
apports en fer et en glucose, selon deux niveaux pour chacun (absence ou

présence a la concentration de 50 pg /g de sol.

4.5.2. Sol naturel :

Ces essais ont été réalisés avec les sols provenant des régions de Cherchell (C) et de
Bouharoun (B) (cf.4.1.4).

4.5.2.1. Confirmations de la réceptivité du sol :

Cet essai consiste & infester le sol naturel désinfecté par la souche pathogene FOL(F)

(10”conidies /g de sol) pour évaluer le niveau de la réceptivité au pathogéne.

4.5.2.2. Modulation de la réceptivité :

Pour évaluer le niveau de la réceptivité de ce sol a FOL(F), nous avons effectué des
modifications microbiologiques en [l'inoculant avec I'antagonistes C7R12 Pseudomonas
fluorescens et/ou l'isolat FO47 & la méme concentration finale de 10’cfu ou conidies /g de sol

24 h apres son infestation par FOL(F).

4.5.2.3. Dispositifs expérimentaux :

Dans chaque essai, un dispositif en randomisation totale a été adopté avec quatre
répétitions pour chaque traitement. Chaque traitement est représenté par 15 plants / répétition,
soit 60 plants au total. Les deux facteurs étudiés sont:

e Facteur 1: antagoniste avec trois niveaux
- Souche C7R12 de Pseudomonas fluorescens.
- Souche FO47 de Fusarium oxysporum.
- Combinaison FO47 + C7TR12.
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e Facteur 2: type du sol avec deux niveaux
- sol de Cherchell Sol (C)

- sol de Bouharoun sol (B)

4.5.3. Paramétres étudiés :

4.5.3.1. Expression de la maladie :

Le développement de la maladie et I'observation des symptémes typiques ont été suivis
quotidiennement durant toute la période d'expérimentation. En utilisant la méme procédure
pour les essai d'antagonisme in situ, par I'estimation des taux d'infection et de sévérité de la
maladie (cf.4.3.3).

4.5.3.2. Dynamique de la souche C7R12 :

L’evolution de la souche C7R12 a été estimee, par dénombrement de la population

bactérienne sur le milieu KB suivant la technique des suspensions dilutions. La souche C7R12
a été marquée par sa résistance a la rifampicine et sa densité a été déterminé dans les temps
suivants :

PO : au moment de I’inoculation des sols (10’ cfu /g de sol).

P1: 37 jours apres I’inoculation des sols.

P2 : 48 jours apres I’inoculation des sols.

4.5.3.3. Taux d’humidité du sol :

Vu l'importance du taux d'humidité du sol sur l'activité microbienne, nous avons jugé

utile d'évaluer le taux d’humidité de notre sol. A cet effet des échantillons de sol ont été pesés
avant et apres leur passage a I'étuve a 105° C pendant 24 heurs.

4.5.3.4. Présence des agents microbiens :

Dans le but de confirmer la présence de I'agent fongique pathogene au niveau du sol,
nous avons effectué des isolements microbiens a partir des échantillons de sol. Les
observations microscopiques et macroscopiques des colonies microbiennes ont été effectuées

aprés une semaine d'incubation a 30°C sur le milieu PDA.
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4.5.3.5. Parametres de croissance et des protéines totales :

Les parametres de croissance des plants ainsi que le taux des protéines total au niveau
des feuilles ont été déterminés en utilisant les mémes procedures utilises précédemment
(cf.4.4.4.3).

4.5.3.6. Dosage de la chlorophylle :

La chlorophylle totale a été dosée selon la technique décrite par Tahri et al., [244]; a
partir de jeunes feuilles prélevés sur les tiers médians, un échantillon de 0.2 g broyé dans 15
ml d'acétone, le broyage est répété plusieurs fois afin d’extraire la totalité des pigments
chlorophylliens. L’extrait obtenu a été conservé a 4°c a I’abri de la lumiere pendant 24 heure,
avant sa centrifugation (2500 tours /mn) pendant 5 mn. La densité optique de la totalité des
surnagent obtenus est mesuré a 646.8 nm et 663.2 nm (spectrophotométre Perkin EImer 5UV).
Les concentrations en chlorophylle totale (C) (exprimée en mg /g MF) sont données par la
formule suivante :

C=7.15XDO 663.2 +18.71 x DO 646.8V/M

V : le volume de I’extrait total en litre

M : la masse de la matiere fraiche en grammes

4.5.3.7. Détermination des matiéres azotées totales (MAT) :

La teneur en azote a été dosée par la méthode de Kjeldahl [245], son principe consiste
a analyser et chauffer dans I’acide sulfurique concentré en présence de différents catalyseurs,
jusgu’a décoloration compléte de la liqueur, I’azote se transforme qualitativement en sulfate
d’ammonium NH4", puis on procéde a une distillation aprés passage en milieu alcalin de
I’ammoniaque NH3; le distillat est recueilli dans une solution acide dont I’exces est déterminé

par titrimétrie. L expression qui donne la teneur en azote est la suivante :

% azote (g /100 g) =(0.0014 x V x 100 x 200) / m X 50.

V  :Volume d’acide sulfurique 0.2 N utilisé pour doser (ml).

M : Masse de I’échantillon en gramme.

50 : Correspondant au volume de la prise d’essai du minéralisat.

200 : Correspondant a I’eau distillée ajoutée au minéralisat.
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CHAPITRE 5
RESULTATS ET DISCUSSION

5.1. Antagonisme in vitro :

Les résultats des tests préliminaires concernant les activités antagonistes des deux
souches bactériennes de Pseudomonas fluonescens (S20, CHAO) et de l'isolat FO47 non
pathogéne de Fusarium oxyporum, montrent des activités inhibitrices appréciables sur les
trois milieux de culture a I'égard des quatre souches fongiques phytopathogeénes: Fusarium
oxysporum f.sp lycopersici FOL(F), Fusarium oxysporum f.sp lycopersici FOL(B),
Fusarium oxysporum f.sp lini Foln et Fusarium oxysporum f.sp albedinis (Foal) (Tableau
5.1, FigureS5.1).

Lors de l'estimation des taux d'inhibitions de la croissance mycélienne des agents
phytopatologenes, il a été constaté des intensités inhibitrices variables selon les souches
antagonistes et selon les milieux de culture (Tableau 5.2). Comparativement aux
croissances mycéliennes des témoins, les diamétres des souches phytopathogeénes témoins
en l'absence des antagonistes, sur les trois milieux confondus, sont de 3,70 £+ 0,94 cm pour
(Foln), 3,93 + 0,13 cm pour (Foal), 4,17 =+ 0,19 cm pour FOL (F) et de 4,25 cm pour
FOL(B).

L'analyse statistique des taux d'inhibition de la croissance mycélienne, selon le test
de Student (a0 =5 % et 1 %), a révélé des différences significatives avec les milieux de
culture, avec les agents phytopatogénes et non pas avec les antagonistes. En présence des
souches antagonistes, nous avons constaté des régressions en croissance mycélienne
induisant des taux d'inhibition relativement élevés. A l'exception de l'interaction S20-
FOL(B) sur le milieu KB ou il n'y a pas d'effet inhibiteur, les autres interactions ont
montré des taux d'inhibition dans les trois milieux de culture, allant de 8,51 = 0,76 a 80,49

+ 0,92 % (Tableau 5.2). Concernant l'effet des milieux de culture, il a été noté une
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différence significative dont le milieu PDA semble le plus favorable a 1'isolat antagoniste
fongique Fo47, alors que le milieu KB est plus favorable aux antagonistes bactériens S20
et CHAO. Globalement, la souche bactérienne CHAO a provoqué des taux d'inhibition
remarquables surtout sur le milieu KB, a I'exemple de ses interactions avec FOL(F),
FOL(B) et Foal ou les taux d'inhibition ont dépassé le seuil de 60 %. Les interactions de la
souche S20 avec FOL(F), Foln, et (Foal) ont provoqué des taux d'inhibition allant de 22,45
% + 1,82 a 33,02 = 0,78 %, et aucune inhibition avec FOL(B) (Tableau 5.2). Sur les deux
autres milieux PDA et le milieu mixte (M), les effets provoqués étant moindres par rapport
au premier milieu (KB), mais les taux d'inhibition restent appréciables. Dans le cas de la
souche CHAO, sur le milieu PDA les taux d'inhibitions varient de 33,07 a 62,38 %. Sur ce
méme milieu, la souche S20 a provoqué des inhibitions allant de 8,95 + 0,39 a4 30,26 + 7,52
%. Sur le milieu mixte (M) ces deux souches bactériennes (S20 et CHAO) ont provoqué,
respectivement, des taux d'inhibition allant de 0 a 41,18 % et de 11,68 £ 1,38 a4 61,28 +
1,41 %. Quant a I’isolat non pathogéne Fo47 de Fusarium oxyporum, ses meilleures
performances ont été enregistrées surtout sur le milieu PDA ou les taux d'inhibition sont de
66,48 £ 2,25 a4 80,49 £ 0,92 % sur les milieux KB et mixtes. Méme si le niveau d'inhibition
a régressé, par rapport aux premiers résultats, l'activité antagoniste reste appréciable, a

I'exemple de l'interaction Fo47 avec FOL(B) et FOL(F) (Tableau 5.2).

a : Inhibition de FOL(B) par les souches de
Pseudomonas fluorescens

b : Inhibition par I’isolat FO47 non pathogéne

¢ : Développement des pathogénes (Témoins )

Figure 5.1 : Inhibition des agents pathogénes lors des tests préliminaires



Tableau 5.1 : Activités antagonistes dans les trois milicux.
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Interactions

Milieux

Répétitions

2

3

Témoin FOL(F)

S20-FOL(F)

CHAO-FOL(F)

FO47- FOL(F)

Témoin FOL(B)

$20- FOL(B)

CHAO- FOL(B)

FO47- FOL(B)

Témoin F.oln

S20-F.oln

CHAO- F.oln

FO47- F.oln

Témoin F.oal

S20- F.oal

CHAO- F.oal

FO47- F.oal

PDA

PDA

PDA

PDA
KB
M
PDA

4.25%
4.25
4.25

4+ + o+ A+

J’_

4.25
4.25
4.25

T e S S A

J’_

2.20
2.50
4.25

e i i i v s S S S

4.25

4.25

4.25
+

o+ o+t

+

4.25
4.25
4.25

G A T T S

1.7
4.25

w W A
R SR S ettt R T e s

4.25

3.75

4.25
+

4+ + o+t

J’_

4.25
4.25
4.25

o+ o+ o

J’_

2.00
2.50
4.25

W W N
R i e T

4.25
3.75
4.25

4+ + o+

J’_

4.25
4.25
4.25

o+ o+ o

J’_

2.20
2.50
4.25

i s T S

- : Absence d’inhibition.; +: Présence d’inhibition.;

* diametres des colonies (cm).
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Tableau 5.2 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne sur les trois milieux de culture.

Interactions Milieux Répétitions Moyenne £ ET*
Antagoniste - pathogéne de 1 2 3 4
culture

KB 32,01 18,15 40,79 41,14 33,02 +£10,78

S20- FOL (F) M 41,18 41,18 41,18 41,18 41,18 £ 0,00
PDA 2471 31,77 34,12 27,06 29,42 + 430
KB 60,02 60,35 63,12 61,62 61,28 + 1,41
CHAO-FOL(F) M 60,02 60,35 63,12 61,62 61,28 £ 1,41
PDA 62,36 62,36 62,39 62,39 62,38 £ 0,02

KB 60,00 65,42 64,71 69,42 64,89 + 3,86

FOA47- FOL(F) M 61,18 58,83 64,24 68,24 63,12 +£4,07
PDA 66,90 65,30 68,12 69,30 67,41 £1,71
KB 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £ 0,00
S20- FOL(B) M 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,00
PDA 8,50 9,20 9,33 8,75 8,95+ 0,39

KB 59,70 60,51 60,24 61,12 60,39 + 0,59

CHAO- FOL(B) M 60,45 65,33 58,62 59,20 60,90 + 3,05
PDA 50,60 41,30 51,20 50,60 48,43 £4,76

KB 67,06 64,71 67,77 65,42 66,24 + 1,42
FO47- FOL(B) M 76,30 78,23 76,30 78,23 77,27 £ 1,11
PDA 79,35 80,50 81,60 80,50 80,49 + 0,92
KB 23,25 21,60 24,53 20,40 22,45 £1,82
S20-(F.ol) M 25,03 25,03 25,03 25,03 25,03 +£0,00
PDA 18,60 18,60 19,20 17,40 18,45+ 0,75
KB 8,65 7,45 9,25 8,70 8,51 +0,76
CHAO- (F.ol) M 11,12 11,90 13,47 10,21 11,68 £1,38
PDA 41,68 29,42 24,71 36,48 33,07+7,50

KB 40,00 30,24 16,28 20,94 26,87 £10,51

FOA47- (F.ol) M 22,45 30,62 21,64 25,72 25,11 £4,08
PDA 64,71 74,71 69,42 64,06 68,23 +£4,94

KB 26,30 26,30 27,40 25,20 26,30 £ 0,90

S20-(F.ol) M 25,01 24,30 24,90 25,01 24,81 £0,34
PDA 39,48 21,06 30,28 30,20 30,26 7,52

KB 66,88 56,20 67,12 65,20 63,85+5,17

CHAO- (F.oal) M 47,10 46,85 39,12 44,95 44,51 £ 3,72
PDA 35,20 35,40 34,71 34,75 35,02 +0,34

KB 40,00 30,24 16,28 20,94 26,87 £10,51

FOA47- (F.oa) M 22,45 30,62 21,64 25,00 24,93 £ 4,06
PDA 64,71 64,71 69,42 67,06 66,48 +2,25

KB : milieu B de King ; PDA: milieu potato-dextrose-agar; M : milieu mixte; * : écart type.

La comparaison des quatre agents phytopathogénes a montré une différence
significative; il a été constaté moins de sensibilité avec l'isolat (Foln) par rapport aux trois
autres agents phytopathogeénes FOL(B), FOL(F) et (Foal). En comparant nos quatre agents
phytopathogénes, hormis son interaction avec Fo47 sur le milien PDA, Il'agent
phytopathogéne (Foln) semble le plus sensible aux effets des agents antagonistes, en

montrant des taux d'inhibition allant de 18,45 + 0,75 % a 25,03 % en présence de la
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souche S20; de 8,51 £0,76 a 33,07 £ 7,50 % en présence de la souche CHAO et de 25,11 +
4,08 % a 26,87 = 10,51 % en présence de 1'isolat Fo47.

L'interaction entre les différents niveaux des trois facteurs étudiés a révélé des
différences significatives, notamment pour les interactions de Fo47 sur le milieu PDA, de
CHAQO sur le milieu KB et de S20 sur le milieu KB ou il a été noté les taux d'inhibition les

plus élevés.

Dans les sols inoculés uniquement avec les pathogénes, un développement
mycélien abondant a été¢ constaté apres 10 jours de l'infestation des échantillons de sol.
Contrairement, dans les sols ou les antagonistes ont été inoculés, le développement
mycélien était faible ou nul (Tableau 5.3 et Figure 5.2). Globalement dans les essais ou un
seul antagoniste ou une combinaison de deux ou de trois antagonistes ont été apportés 24 h,
avant l'infestation du sol par le pathogéne, il a été¢ noté une meilleure activité inhibitrice
allant jusqu'a l'inhibition totale du pathogeéne, par rapport aux essais ou le ou les
antagoniste (s) ont été apporté au méme temps que les pathogenes (Tableau 5.3 et Tableau
5.4). A travers les résultats obtenus, il en ressort de meilleurs activités inhibitrices dans les
situations ou il y a combinaison de deux ou trois antagonistes, tels le cas de d'application

simultanée de CHAO + FO47, S20 + FO47 et CHAO + S20 + FO47 (Tableau 5.4).

Les observations microscopiques ont révélé la présence de microconidies, surtout
de macroconidies et parfois de chlamydospores, mais sans qu'il y est développement
mycélien, comparativement aux témoins. Ces observations ont permis de constater que la
densit¢é des fructifications des isolats de Fusarium oxysporum est trés faible

comparativement aux témoins ou la densité était tres élevée (Figure 5.3).

1 : Témoin sans antagonistes

2 : Présence de I’antagoniste S20

3 : Présence de I’antagoniste CHAO

4 : Présence de I’antagoniste FO47

Figure 5. 2 : Inhibition du pathogéne dans le sol



Tableau 5.3 : Effet des traitements sur le développement du pathogeéne dans le sol.
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Traitements Couleur Texture de la colonie Dvp
FO47 témoin Violet * Mycélium ras, semiaérien a la périphérie -
520, CHAO Beige Répartition d’une créme bactérienne -
Foln témoin positif Beige Petites colonies de 3 mm de diamétre, a mycélium 4+
ras au centre et subaérien.
Foln +FO47 Violet Ressemble au témoin FO47 -
Foln + S20 Absence *Ressemble au témoin S20 -
Foln + CHAO Absence Ressemble au témoin CHAO -
FOL(F) témoin Blanche Mycélium ras au centre et aérien a la périphérie +++
FOL(F) +FO47 Violet Ressemble au témoin FO47 -
FOL(F) + S20 Absence *Méme texture de la colonie bactérienne S20 -
FOL(F) + CHAO  Absence Méme texture de la colonie bactérienne CHAO -
FOL(B) témoin Blanche Mycélium ras au centre et moins abondant a la 4+
périphérie

FOL(B) +FO47 Blanche *Présence de tres petites colonies fongiques +
FOL(B) + S20 Blanche *Présence de trés petites colonies fongiques +
FOL(B)+ CHAO Blanche Présence de trés petites colonies fongiques +
Foal témoin beige rosatre  Mycélium ras subaérien a la périphérie de la boite +++
Foal + FO47 Violet Ressemble au témoin FO47 -
Foal + S20 Absence Ressemble au témoin S20 -
Foal + CHAO Absence Ressemble au témoin CHAO -

Couleur : Couleur de la colonie; * :

du pathogeéne ;

milieu riche en macro et en microconidies; - :
+ : léger développement; +++: développement important.

pas de développement

Tableau 5.4 : Effet des antagonistes sur le développement des champignons
phytopathogénes dans le sol (24 heures d’intervalle).

Interactions Dvp Interactions Dvp
Foln +FO47 - FOL(B) + FO47 -
Foln + S20 - FOL(B) +S20 -
Foln + CHAO - FOL(B) + CHAO +
Foln +FO47+ S20 - FOL(B) +F047+ S20 -
Foln + CHAO+ S20 - FOL(B) + CHAO+ S20 -
Foln +FO47+ CHAO - FOL(B) + FO47+ CHAO -
Foln +FO47+ CHAO+ S20 - FOL(B) + FO47 + CHAO+ S20 -
FOL[F] + FO47 - Foal + FO47 -
FOL[F] + S20 - Foal +S20 -
FOL[F] + CHAO - Foal + CHAO -
FOL[F] +FO47+ S20 - Foal + FO47+ S20 -
FOL[F] + CHAO+ S20 - Foal + CHAO+ S20 -
FOL[F] + FO47+ CHAO - Foal + FO47+ CHAO -
FOL[F] + FO47 + CHAO+ S20 Foal + FO47 + CHAO+ S20 -

Dvp : Développement du pathogene ;

*|

: léger développement mycélien.
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1 : Faible développement du pathogene
en présence des antagonistes

2 : Développement important du pathogene
et forte fructification (microconidies) en
I’absence des antagonistes

3 : Formation de chlamydospores en
présence des antagonistes

Figure 5.3 : Développement et fructifications du pathogéne dans le sol
en présence des antagonistes (1 et 3) et seul (témoin) (2).
(G:10x 1,25 8)

5.2. Interprétation des résultats :

Méme si les résultats d'antagonisme in vitro ne sont pas forcement transposables
aux potentialités réelles des agents antagonistes dans leur expression in situ et dans les
conditions pratiques, néanmoins ces tests peuvent tre utilisés comme indicateurs dans la
sélection des souches bénéfiques. Les tests d'activités antagonistes in vitro ont permis de
confirmer le potentiel inhibiteur des souches S20 et CHAO de Pseudomonas fluorescens et

de l'isolat Fo47 non pathogene de Fusarium oxypsorum.

Les essais d'antagonisme menés dans le sol ont révélé que les antagonistes inhibent
fortement la croissance mycélienne de FOL(F), FOL(B) et de (Foal), et a un degré

moindre l'isolat (Foln).

Méme a des degrés variables, dans les trois milieux de cultures les antagonistes ont

provoqué une nette réduction de la croissance des quatre souches phytopatogenes, et ce



69

malgré leurs compositions chimiques variées. Le milieu KB utilisé dans nos essais est un
milieu carencé en fer, il est favorable a la synthése de siderophores, contrairement au
milieu PDA. Le fer est un facteur limitant pour le développement des microorganismes et
leurs activités biologiques [171], il a un role important dans la régulation de plusieurs
métabolites extracellulaires produits par les Pseudomonas spp. fluonescents, notamment
les siderophones et les antibiotiques [118], autres métabolites fongistatiques [7] et des
composés volatils (HCN) [246]. Plusieurs études ont montré qu'il y a une corrélation entre
l'intensité de la synthése de siderophones par les Pseudomonas spp. fluonescent in vitro et
leur aptitude a réduire la germination des chlamydospores de Fusarium dans le sol [181,
247, 248, 249, 250]. Cette aptitude s'explique par la forte affinité¢ des pyoverdines pour le
fer ferrique (10** a 10**moles /1) par rapport aux fusarinines, siderophones synthétisé par
Fusarium [119, 175, 251], qui sont inaptes a se procurer dans un milieu carencé en fer cet
¢lément nécessaire a la germination des chlamydospores et a I'élongation des tubes
germinatifs [247, 250]. Des essais réalisés in vitro ont mis en évidence l'importance des
pyoverdins sur la réduction de la croissance de nombreux champignons telluriques, surtout

les espéces du genre Fusarium et Pythium [186].

Nos résultats ont révélé des activités fortement inhibitrices, chez les antagonistes
appliqués, dans les milieux PDA et mixtes qui ne sont pas favorables a la synthése
bactérienne de siderophores. Ceci indique l'implication d'autres mécanismes d'action,

autres que les siderophores dans les inhibitions enregistrées.

Méme lorsque la synthése de siderophones est réprimée a la suite de
l'enrichissement en fer du milieu de culture, certaines souches de Pseudomonas spp.
fluorescents continuent a exercer leurs activités antagonistes a l'encontre de divers
microorganismes [5]. Ceci s'expliquerait par l'aptitude des Pseudomonas a produire
d'autres substances inhibitrices qui sont capables de limiter et méme de stopper le
développement de l'agent pathogene. es substances peuvent étre des antibiotiques [197,
224], des enzymes et des substances volatiles [23]. Dans ce méme sens, plusieurs auteurs

ont montré que la production de ces métabolites varie selon le milieu de culture [228].

Des mutants, de la souche CHAO, déficients en synthése de siderophores ou
d'antibiotiques phenaziniques, ont perdu leurs facultés inhibitrices dans des essais in vitro

et in situ. Cette faculté d'antagonisme a pu étre restaurée aprés insertion plasmidique des
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séquences géniques codant pour ces métabolites [229]. Ce type d'inhibition a été réalisé
¢galement pour d'autres composés comme le 2.4-déacetylphloroglucinol, la pyrrolnitrine,
la pyoluteorine et le HCN [246]. L'utilisation de mutants permet d'assurer de fagon directe
l'implication de tels ou de tel métabolites dans le processus de biocontrdle. Globalement le
phénomene d'antibiose peut se manifester soit par une inhibition de la germination des
spores des champignons (mycostase), soit par une lyse mycélienne (mycolyse) [116].
L'antibiose exercée par certains Pseudomonas spp. fluonescents a d'abord été mise en
évidence In vitro et plusieurs études ont montré que le 2.4-déacetylphloroglucinol a des
propriétés antifongiques [189]. De méme Howell et Stipanovic [191], ont mis en évidence
l'effet antagoniste de la pyrrolnitrine a l'encontre de Rhizoctonia solani. In vitro la
production de PCN (phénazine-1-caraboxamide) a un rdle dans la distorsion de la
croissance polarisée des hyphes mycéliens en inhibant leur ¢longation et leur ramification
[252]. La production d'acide cyanhydrique est également impliquée dans l'inhibition de la

croissance de plusieurs champignons phytopatologénes via son activité volatile.

La souche CHAO utilisée dans nos essais, est considérée comme étant souche
modele, connue par sa production de multiples métabolites secondaires impliqués
directement dans les activit¢ de biocontrole; en plus des siderophones (pyoverdines,
pyochelins et acide salicylique), elle produit aussi le 2.4-déacetylphloroglucinol, Ila
pyoluteorine, et l'acide cyanhydriques [189, 197]. La souche S20 se caractérise par la
production de métabolites antimicrobiens identifiés comme étant des dérives

phénaziniques [106].

L'action de l'isolat fongique non pathogene FO47 se résume essentiellement dans sa
compétitivité pour I'espace et les éléments nutritifs. Dans les conditions expérimentales in
vitro, il est difficile de vérifier ce genre de compétition et d'action. Méme si les activités
inhibitrices, induites par FO47 sont relativement faibles par rapport a celles induites par les
antagonistes bactériens, néanmoins des réductions significatives ont ¢été notées
comparativement aux témoins dans les trois milieux testés. Dans les traitements ou il y a
combinaison de cet antagoniste fongique avec les antagonistes bactériens, les activités

d'inhibition étaient nettement meilleures.
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5.3. Antagonisme in Situ :

5.3.1. Fusariose vasculaire de la tomate :

Au cours de la période d’expérimentation correspondant a 73 jours de suivi, le
matériel végétal inoculé avec Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici FOL (F) a montré des
réactions variables se caractérisant avec des degrés d’attaque allant de 0 a 100 %. II a été
constaté nettement une régression de la maladie au niveau des plantes bactérisées et/ou
inoculées par F047 par rapport au témoin malade (Figure 5.4 et Tableaux 5.5). Le descriptif
symptomatologique a montré une variation selon les traitements; dans certains cas nous avons
remarqué que les plants traités ayant un développement végétatif plus important ou montrant
de légers jaunissements des feuilles basales et des premiéres feuilles et un systéme racinaire
bien développé presque similaire a celui des plants témoins. Nous signalons aussi que la
variété "riograndé" inoculée par FOL(F) a montré un niveau de maladie beaucoup plus élevé
accompagné de flétrissements vasculaires caractéristique de la fusariose vasculaire de la

tomate (Figure 5.4).

Plants malades plants sains

Figure 5.4 : Evolution de la maladie sur les plants de tomate.

5.3.1.1. Evolution de I’infection en sol naturel :

Les notations individuelles réalisées sur chaque plantule ont permis d’exprimer en
pourcentage I’évolution de la maladie durant les 73 jours d’observation. L’inoculation des
plants de tomate, conduite en sol naturel par la souche pathogene et I’antagoniste (s) n’a pas
engendré de fortes attaques, en effet, le taux d’infection de ces plants n’a pas dépassé 40 % et

b

aucun plant n’a  atteint l'indice 3 de  D’échelle  symptomatologique
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appliquée. Pour les plants inoculés uniquement par le pathogéne (témoin malade), I’indice de
I’ordre 3 a été observé sur la totalité des plants, parfois méme 1’indice 4 correspondant a la

mortalité du plant.

Ces résultats suggerent que I’apport des souches antagonistes retarde I’apparition de
la maladie et réduit intensément la cinétique d’évolution des taux d’infection par rapport au
témoin malade, dont I’évolution était treés rapide avec un taux de 40 % au 57 jour et 93,33 %

aprés 61°™ jours et de 100 % au 70 ™ jour (Figure 5.5).

Bien que la maladie a commencé son apparition dés le 61 ™ jour chez les plants
bacterisé avec la souche CHAO au taux de 13,13 % suivi par ceux traités par la souche S20
au taux de 6,6 %, alors que ceux traités par F047 ont atteint le taux de 13,13 % en fin
d’expérimentation. L’ensemble de ces traitements, précédemment cités, ont atteint le seuil
final de 40 %. L’association de I’isolat F047 avec la souche S20 ou la souche CHAO a permis
d’obtenir un taux relativement faible de 13,33 % apres 65 jours de I’inoculation et de 26,66 %
en fin d’expérimentation. Il en ressort aussi que I’association des trois antagonistes (S20 +
CHAO + FO47) a permis d’obtenir une forte inhibition de I’expression de la maladie qui

n’atteint que 6,6 % comme valeur finale aprés 73 jours d’observation.

La gravité de l’infection a été jugée a travers la sévérité calculée sur la base de
I’échelle symptomatdlogique; I’examen de la courbe traduisant I’évolution de cette sévérité en
fonction du temps (Figure 5.6), indique que I’inoculation des plants avec les Pseudomonas
et/ou l’isolat FO47 a permis de réduire significativement la gravit¢ de la maladie,
comparativement avec le témoin malade. En effet, la maladie a commencé son apparition
aprés 33 jours chez le témoin positif, pour atteindre rapidement au bout de 59 jours apres
I’inoculation 71,66 %, contrairement aux autres plants traités avec l'un ou plusieurs
antagonistes (s) dont les taux de  sévérit¢é sont moins  accentués

48,33 et 58 %) (Figure 5.6).
(48, ) (Fig )

5.3.1.2 évolutions de I’infection en sol désinfecté :

Comparativement a 1’essai précédent, réalisé en sol naturel, les résultats de I’évolution
de la maladie en sol désinfecté est plus importante (Figure 5.5). Dans ces derniers, la fusariose
de la tomate s’est déclarée dés le 44™™ jour aprés I’inoculation des plants pour le témoin
malade, en évoluant rapidement pour atteindre 100 % d’infection juste apres 15 jours. Chez

les plants traités avec 'un des antagonistes étudiés (CHAO, S20 ou FO47), les taux
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d’infection n’ont commencé a étre notables qu’apres 63 jours de leur inoculation, montrant les
niveaux les plus élevés de 66,66 %. L’association des antagonistes, en deux ou en trois, a
permis une meilleure réduction de [I’infection, d’ailleurs les taux obtenus en fin

d’expérimentation varient de 41,18 a 51,27 % (Figure5.5).

L’estimation de la sévérité des infections déclarées, sur la base de 1’échelle
symptomatologique adoptée a montré une diminution significative de la gravit¢ de la
fusariose ou les antagonistes ont été appliqués individuellement ou en combinaison (Figure
5.6). La sévérité chez le témoin malade, dés le début de I’infection, était de 25 % et atteint
rapidement le seuil de 60 % apreés 51 jours de I’inoculation et 95 % a la fin des notations.
Chez les plants traités par Pseudomonas ou I’isolat F047 la maladie a commencé son
apparition apres 44 jours, pour atteindre des taux allant de 50 % au maximum qui est de 63 %

en fin d’expérimentation (Figure 5.6).

En fin de notation, aprés 74 jours de végétation, il a été noté un meilleur
développement végétatif dans la quasi-totalité des plants associés a un ou plusieurs
antagoniste (s), en comparaison aux plants du témoin malade. En effet, chez ce dernier, les
plants présentaient une moindre croissance, un rabougrissement et une végétation chétive,
notamment dans les essais réalisés en sol désinfecté. Méme en comparant les plants traités
avec les antagonistes, leur végétation est parfois meilleure que celle du témoin sain; ceci
indique une stimulation de la croissance végétale. En effet, les mensurations relatives aux

poids frais et secs des plants montrent des gains allant jusqu'a 26,97 % (Figure 5.7).

Gains (%)

Traitements SD SN

FOL +FO47 3950 7,40

FOL + 820 16,02 11,38
FOL + CHAO 26,97 18,40
FOL+820+ 1519 1,13
FO47

FOL+ CHAO 26,79 18,02
+ FO47

FOL+ S20 + 17,67 13,47
CHAO +

FO47

Figure 5.7 : Gains en croissance des plants
(parties aériennes et racinaires)



Taus d'infection (%)

Temoin sain FOIn
—— S 20 —3— CHAO
....... FOL + FO47 —A—FOL +S20
—8—FOL+CHAO e FOL + S20 + FO47
—x—FOL+ CHAO + FO47 — 44— FOL+ S20 + CHAO+ FO47
100’ Solnaturel "IIII-III-IIII.IIII%
90 - Sol déinfécté  ---------
80 4
70 -
60 - »* -
'
’
50 4 '
’
40 - 4
/
I d
30 4 ¢
14
/
20 - ’
’
. »
10 | .
w?
0+ : : : : e | : : :
33 35 37 38 40 42 44 46 49 51

jouirs aprés plantation

Figure 5.5 : Evolution de I’infection (%) de la fusariose vasculaire de la tomate

74



Taux de la sévérité

100 -

90 +

80 -

70 4

60 -

50 4

40 1

30 |

20 +

10 4

75

Temoin sain FOL
e S () Y CHA O
---em--- FOL + FO47 —A—FOL + S20
—8B8—FOL + CHAO —O6—FOL + S20 + FO47
—X—FOL+ CHAO + FO47 —+—FOL+ S20 + CHAO+ FO47
o " -’ g
_—
- 4 -
Sol désinfécté PR e °
___________ Sol naturel

jours aprés plantation

Figure 5.6 : Evolution de la sévérité (%) de la fusariose vasculaire de la tomate



76

5.3.2. Fusariose vasculaire du lin :

Les activités antagonistes in Situ des souches S20, CHAO, F047 de Pseudomonas spp.
fluorescents ont ét¢ testés vis-a-vis de (Foln) en interaction avec le lin. D’apres les résultats
obtenus (Figure 5.8), nous constatons que cette activité est variable selon le traitement (un

seul ou plusieurs antagonistes) et le type de sol (naturel ou désinfecté).

aet f: plants flétris

b . plant sain

c et d : début de la maladie
e - flétrissement de la

partie apicale
"Shepherd’s crook".

Figure 5.8 : Développement de la fusariose sur les plants de lin.

5.3.2.1. Evolution de I’infection en sol naturel :

En comparant les plants du témoin malade par rapport a ceux traités par le ou les
antagoniste (s), nous constatons une cinétique plus rapide et un taux d'infection plus élevé, un
décalage dans la déclaration des premiers symptdmes; chez le témoin malade apres 44 jours
de [I’inoculation alors que chez les autres traitements dix jours apres.
Chez le témoin malade, en ’espace de 14 jours, entre le 59°™ et le 73°™ jour, le taux
d'infection est passé de 20 % a plus de 86 %, alors que chez les plants traités par les souches
antagonistes, une nette régression et le maximum n'a pas dépassé 33,33 % (Figure 5.9). Les
plants traités avec les trois antagonistes a la fois (CHAO + S20 + FO47) n'ont montré aucune

infection durant toute la période expérimentale, soit 73 jours apres le traitement des plants.

Concernant la sévérité notée, a travers la gravité des symptdmes apparus selon
I’échelle symptomatdlogique adoptée, il a été noté une similitude de cinétique et d’évolution
par rapport a celle du taux d’infection, néanmoins les taux de sévérité sont inférieurs
particuliérement chez les plants traités avec les antagonistes. En effet chez le témoin malade

la gravit¢ était a son maximum et de nombreux plants ont atteint [’indice
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symptomatologique ultime, c’est a dire le flétrissement fusarien typique (Figure 5.10).
Contrairement, chez les autres interactions associées aux antagonistes, méme si les infections
ont ¢ét¢ déclarées mais les symptomes n’ont guere dépassé le deuxieme indice
symptomatologique et avec des taux finaux variant de 35 a 65,67 %. Le taux le plus élevé
(98,33) a été constaté avec la souche S20, alors que le plus faible (66,67 %) a été enregistré

avec ’interaction (S20 + CHAO + FO47) (Figure 5.10).

5.3.2.2 Evolution de I’infection en sol désinfecté :

Dans les essais réalisés en sol désinfecté, il a été constaté par rapport aux essais
précédents (sol naturel), que les taux d'infection et de sévérité sont plus €levés, leur cinétique
d'évolution est plus rapide et les écarts entre les témoins malades et ceux associés aux
antagonistes sont moindres (Figure 5.9). Méme s'il a ét¢ obtenu une protection relative des
plants, suite a I'application des antagonistes, néanmoins le niveau de protection reste assez

moyen et voir faible pour certains interactions.

En observant le taux d'infection, chez le témoin malade et les plants traités avec la
souche S20, il est de 100% apres 51 jours de l'inoculation. Avec les autres interactions ou il y
a application d'antagonistes, les taux varient de 60 % a 83,33 %; de méme pour la sévérité ou
des taux de l'ordre de 66,66 % a 98,33 % ont été notés. Ceci indique, d'une manicre générale,
une régression dans les activités de biocontrdle. En fin de la période de notation, soit 73 jours
apres 1’inoculation, 1’évolution de la sévérité de la fusariose du lin se présente d’une maniére
similaire chez le témoin malade et les traitements bactérisés et/ou inoculé par 1’isolat FO47
(Figure5.10). Le taux le plus élevé (98,33) a été noté avec la souche S20, alors que le taux le

plus faible (66,67%) a été noté avec (S20+CHAO+FO47).
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Figure 5.9 : Evolution de I’infection des plants de lin en sol naturel et en sol désinfecté
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5.3.3. Inhibition des fusarioses vasculaires :

L’inoculation des plants avec les souches S20, CHAO et/ou F047 a un effet
bénéfique significatif sur I’inhibition de 1’expression des fusarioses vasculaires du lin et de
la tomate (Tableau 5.5, 5.6 et Figure 5.11, 5.12). L’analyse comparative des mémes
traitements, en sol naturel ou en sol désinfecté, montre a 1’évidence que la bioprotection est
plus accentuée dans le premier sol que ce soit pour la fusariose de la tomate ou celle du lin
(Figure 5.11). Chez la tomate la maladie a été réduite avec des taux allant de 60 % a 93,33
% en sol naturel ; alors qu’en sol désinfecté, a ’exception du traitement (S20 + FO47), les
niveaux d’inhibition sont de 33,33 % a 53,33%. Concernant la fusariose du lin, les taux
d’inhibition en sol naturel étaient plus important ayant une valeur minimale de 53,33%
pour freiner totalement 1’expression de la maladie, soit un taux d’inhibition de 100 %; en
sol désinfecté, les niveaux d’inhibition n’ont pas dépassé le seuil de 33,33 %

(Figure 5.12).

Concernant la gravité des deux maladies fusariénnes, a été noté une meilleure

inhibition avec la tomate qu’avec le lin, et en sol désinfecté qu’en sol naturel (Figure 5.12).
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Tableau 5.5: Effet des traitements sur le développement de la fusariose de la tomate
apres 73 jours de plantation.

Traitements

Infection (%0)

Sévérité (%)

Inhibition par rapport au témoin
positif (%)

Infection (%0)

Sévérité (%)

Sol désinfécté

FOL

FOL + FO47

FOL + S20

FOL + CHAO

FOL + S20 + FO47
FOL+ CHAO + FO47
FOL+ S20 + CHAO +
FO47

Sol naturel

FOL

FOL + FO47

FOL + S20

FOL + CHAO

FOL + S20 + FO47
FOL+ CHAO + FO47
FOL+ S20 + CHAO +
FO47

100

66,67 + 57,74
46,67 = 41,63
60,00 = 40,00
20,00 = 20,00
53,33 £ 30,55
26,67 £ 11,55
100,00 + 0,00
40,00 = 20,00
40,00 = 20,00
40,00 + 20,00
26,67 £ 23,09
26,67 £ 23,09
6,67 £ 11,55

95,00 + 8,66
63,33 + 24,66
60,00 + 10,00
58,33 + 15,28
55,00 + 10,00
60,00 + 8,66
50,00 = 5,00
80,00 + 5,00
60,00 + 5,00
60,00 + 5,00
60,00 = 5,00

58,33 + 7,64

58,33+ 7,64

51,67 + 2,89

33,33
53,33
40,00
80,00
46,67

73,33

+ + + + 1+

I+

60,00 +
60,00 *
60,00 + 20,00
73,33 £ 23,09
73,33 £ 23,09
93,33 £ 11,55

57,74
41,63
40,00
20,00
30,55

11,55

20,00
20,00

32,26
37,06
39,02
41,18
57,45
51,27

28,65
6,14
12,19
16,08
21,56
7,00

+ + + + + 1+

24,95 + 554
24,67 + 9,85
25,07 £ 1,57
27,29 £5,29
27,01 £9,25
41,00 + 16,36

Tableau 5.6 : Effet des traitements sur le développement de la fusariose du lin aprés 72

jours de

Taux d’inhibition par rapport au

Traitements Infection Sévérité (%) témoin positif (%)

(%) Infection Sévérité (%)

(%)

Sol déinfecté
FOln 100 100
FOln + FO47 86,67 + 23,09 83,33 + 7,64 16,67 +7,64 13,33 + 23,09
FOln + S20 100,00 £ 0,00 98,33 + 2,89 1,67 +2,89 0,00 +0,00
FOIn + CHAO 66,67 + 30,55 75,00 + 10,00 25,00+ 10,00 36,67 25,17
FOIn + S20 + FO47 86,67 +1155 86,67+2,89 13,33+2,89 13,33+ 11,55
FOIn+ CHAO + FO47 86,67 +11,55 88,33+2,89 11,67 +2,89 13,33+ 11,55
FOIn+ S20 +
CHAO+ FO47 60,00 + 34,64 66,67+11,55 33,33+1155 40,00+ 34,64
Sol naturel
FOIn 83,33 +20,82 91,67 +14,43
FOln + FO47 20,00 £+ 20,00 48,33+20,82 75,56+21,43 45,56+ 25,84
FOln + S20 0,00 £ 0,00 65,00 £ 35,00 100,00 £0,00 26,11 +43,15
FOIn + CHAO 26,67 £+ 30,65 48,33+12,58 60,00+52,92 45,00+ 22,91
FOln + S20 + FO47 33,33+41,63 66,67 +20,21 53,33+£30,55 25,56 + 25,84
FOIn+ CHAO + FO47 26,67 + 30,55 58,33+15,28 73,33+30,55 36,67 +10,41
FOIn+ 820 + CHAO+ 5551000  3500+500 100,00+0,00 61,11 +8,39

FO47
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5.3.5. Interprétation des résultats :

Les essais d’antagonisme in Situ vis-a-vis des fusarioses vasculaires du lin et de la
tomate ont mis en évidence des effets bénéfiques significatifs, de protection des plantes,
suite a I'applications des antagonistes S20 et CHAO de Pseudomonas fluorescens et F047
non pathogéne de Fusarium oxysporum. Cette protection s’est traduite par une nette
réduction de ’infection et de la sévérité des maladies et une stimulation de la biomasse
végétale. La bioprotection obtenue présente des degrés d’efficacité variables selon les

souches antagonistes et leur association, le pathogéne et le type du sol.

Quelque soit le pathogene et la plante hote, I’analyse des résultats montre que les
pourcentages des plants malades ainsi que les sévérités de leurs symptomes sont plus
¢levés toujours dans le sol naturel par rapport aux conditions gnotobiotiques. En sol
naturel, les trois souches antagonistes (S20, CHAO, F047) ont montré un effet inhibiteur
¢levé contre les deux pathogenes (Foln) et FOL (F) relative allant de 60 % a 100 %; par
contre en sol désinfecté, il a été noté une régression dans les effets de biocontrdle.
L'exemple le plus probant s'est traduit avec l'action inhibitrice de la souche S20 avec une
efficacité de 100 % en sol naturel et un effet nul en sol désinfecté. Contrairement, avec la
souche CHAO méme en sol désinfecté a pu assurer une inhibition de la fusariose du lin
avec un taux de 25 %. Avec l'application combinée de la souche S20 et FO47 en sol
désinfecté, le taux d'inhibition a progressé au seuil de 13.33 %, dépassant l'action de

l'association (FO47 + CHAO) (Figure 5.12).

Dans nos essais, il semble que le déséquilibre microbiologique provoqué par la
désinfection du sol favorise I'inoculum pathogéne introduit. La virulence de ces
microorganismes phytopathogénes introduits dans le sol stérile est trés sensiblement
atténuée lorsqu’on inocule au méme temps des microorganismes non pathogenes, par
contre dans le sol naturel la gravité de la maladie reste inférieure a celle enregistrée dans le

sol désinfecté.

Ces résultats acquis dans nos conditions expérimentales s’expliquent par 1’existence
ou le développement d’interactions de nature antagoniste entre la microflore tellurique et
les microorganismes pathogénes. Plusieurs auteurs ont soulignés que le succeés de
I’inoculation est considérablement influencé par le nombre des cellules viables dans le sol

c'est-a-dire la densité de la biomasse microbienne totale [9, 69, 80, 92, 94, 172]. 1l a été
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vérifié que cette biomasse microbienne naturelle (indigéne) stimule les communautés
antagonistes et active leurs mécanismes d’action, avec pour conséquences des effets
bénéfiques directs ou indirects sur la protection et la croissance végétale [106]. Dans le sol
stérilisé ou la compétition pour I’espace et les nutriments est pratiquement nulle, des
mutants phz  pouvaient coloniser la rhizosphére du blé aussi bien que les souches phz';
alors que dans le sol naturel, a forte compétition microbienne, les souches phz™ étaient
largement déclassées par leurs homologues parentaux. Il semble aussi que cet avantage
compétitif soit moins important lorsque les racines sont infectées par le pathogéne [226];
cela peut expliquer en partie la faible compétence rhizosphérique de la souche S20 dans un

sol désinfecté et en interaction avec (Foln).

Globalement les effets de bioprotection étaient meilleurs vis-a-vis de la fusariose de
la tomate que vis-a-vis de la fusariose du lin. il est a noter que le lin est utilisé souvent
comme mod¢le dans 1'é¢tude des fusarioses vasculaires vue sa haute sensibilité. La plante
via son architecture racinaire et ses exsudats rhizospheriques influence sur l'activité
microbienne [106, 253]. Dans les études d'application de ce genre d'antagonistes
microbiens, souvent il a été soulevé le probléme de non reproductibilité de 1'efficacité d'un
essai a l'autre (dans le temps), la variabilité de l'efficacité selon les maladies et les plantes
hotes. En plus de ces considérations dans la totalité des travaux de recherche, il a été
mentionné l'effet variable et la spécificité de certaines souches vis-a-vis d'un nombre limité

d'agents pathogenes. [7, 82, 95, 113, 253].

L'analyse de telles situations suggere la relation entre les potentialités antagonistes
de chaque souche, en fonction de la diversité de ses mécanismes d'action, la susceptibilité
ainsi que les mécanismes d'action du pathogeéne [247]. Ce dernier selon ses formes
végétatives, ses formes de conservation et ses capacités infectieuses peut influencer les

moyens développés par les antagonistes en question.

La réduction de la sévérité de la maladie, réalisée par la souche CHAO, peut
s’expliquer par ses divers mécanismes connus, tels que la synthése des siderophores

(pyocheline et pyoverdine) et d'antibiotiques.

La croissance de divers champignons, en présence de souches de Pseudomonas spp.

fluorescents, a été réduite a cause des carences en fer constatés. Ainsi I’introduction de la
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souche WCS358 dans le sol provoque une diminution du taux de germination de
chlamydospores de plusieurs espéces des Fusarium par la synthése des sidérophores [163,
167, 250]. L’activité antagoniste exercée par la pyoverdine est effectivement liée a la
compétition pour le fer, puisqu’elle est annulée lors de son apport [3, 186]. A I'inverse,
I’activité antagoniste des Pseudomonas spp fluorescents a été plus importante en abaissant
la concentration en fer disponible, a la suite de 1’introduction d’un puissant ligand du fer :

(EDDHA) éthyléne, diamine [(o-hydroxyphényl), acide acétique] [119, 187].

La compétition pour le fer n’est cependant pas le seul mode d’action chez ces
rhizobacteries; méme lorsque la synthése de sidérophores est réprimée chez la souche
CK400 (=CHAO, sid") déficient en synthése de siderophores, Son antagonisme reste
appréciable a 1’encontre de divers pathogénes telluriques. D’aprés Defago et al., (197],
cette souche synthétise également des composés antibiotiques, tels que le 2,4 -
diacétylphloroglucinol et la pyolutéorine souvent associés a la bioprotection exercée par
cette bactérie [189]. Le 2,4 - diacétylphloroglucinol synthétisé par la souche CHAO est en
partie responsable de son activité antagoniste a 1’encontre de Geaumanomyces graminis
var. tritici. La production de pyrrolnitrine par P. fluorescens est impliquée dans le contrdle
de certains agents pathogénes racinaires comme Rhizoctonia solani, Verticillium dahliae,
Geaumanomyces graminis et Fusarium oxysporum [191, 254]; d’ailleurs un dérivé de cette
molécule a ¢ét¢ développé comme fongicide agricole (fludoixonil). En outre, la
pyolutéorine est produite par plusieurs espéces de Pseudomonas mais son rdle dans la
suppression des agents phytopathogenes a ét¢ étudi¢ surtout chez les souches CHAO et p f-
5 de P. fluorescens. D’apres les travaux de Thomashow et al., [11] la tropolone produit par
les Pseudomonas manifeste des propriétés antagonistes a I’encontre de plusieurs
champignons des genres Alternaria, Cladosporium, Diplodia, Fusarium, Helmintosporium,
Pythium, Rhizoctonia et Pyricularia. Enfin la production de 1’acide cyanhydrique (HCN)
par la souche CHAO est responsable de l'inhibition des maladies causées par P. ultimum et
Thielaviopsis basicolae [197], il agit directement sur les cellules de 1’agent pathogéne en

bloquant les cytochromes oxydases dans la chaine respiratoire [246].

L’implication de certains métabolites secondaires confere également une meilleure
adaptation écologique a la bactérie [92, 226], Ainsi au niveau de la rhizosphere, la
production d’HCN peut étre avantageuse, du fait que cet élément cause une augmentation

de I’exsudation racinaire. Ce métabolite peut aussi contribuer dans 1’acquisition de
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quelques ions métalliques en formant des complexes avec ceux-ci. L’avantage de la
production de phénazines pour la colonisation et la survie dans la rhizosphere a également
été démontré en comparant le comportement des souches parentales et des souches

mutantes [11].

La bioprotection assurée par l'isolat fongique non pathogéne FO47, en quantité
reste assez proche de celle des antagonistes bactériens, mais en qualité peut étre différente.
Cette différence réside dans la nature des modes d'action développés par ce champignon
antagoniste. Globalement les effets bénéfiques réalisés chez cet isolat impliqué dans le
biocontrole des fusarioses vasculaires s’expliquent selon trois mécanismes majeurs :
Compétition pour les nutriments [202, 213], et les sites d’infection et la colonisation des
racines [24, 153] et induction de la résistance systémique [25]. De nombreux travaux ont
utilisé cet isolat, FO47, dans des essais réalisés sous serre ou en plein champs ont montré
son efficacité antagoniste vis-a-vis de plusieurs formes spéciales de F. oxysporum [70,
199]. Des études génotypiques de FO47 ont montré qu'il contient moins d'éléments
transposables par rapport a d'autres souches de la méme espece; Ce qui suggere sa stabilité

phénotypique qui peut étre avantageuse dans la colonisation rhizosphérique (24, 82, 202].

Les protocoles adoptés, lors de nos expérimentations, ont permis d'évaluer les effets
de nos antagonistes, individuellement et méme en combinaison; globalement les résultats
mettent en évidence que les associations d'antagonistes procurent une meilleure protection,
en effet les niveaux les plus €élevés ont été enregistrés avec la combinaison (S20 + CHAO
+ F047), quelque soit la plante (lin ou tomate) et quelque soit le type de sol (désinfecté ou
naturel). Dans les essais de combinaison de FO47 avec la souche S20 ou la souche CHAO,

nous avons constaté des situations différentielles.

Ces résultats concordent avec ceux déja obtenus [135, 198, 213] en montrant que la
protection de la tomate contre la fusariose vasculaire assurée par une co-inoculation, a base
d’une souche non pathogeéne de Fusarium oxysporum et d’une souche de Pseudomonas
fluorescens, est plus efficace qu’une inoculation de 1’'un des deux microorganismes
antagonistes. Ces faits s’expliquent par 1’effet synergique de la co-inoculation de la souche
F047 avec les Pseudomonas. Cette hypothése s’accorde avec d'autres déductions similaires
[7, 22, 69, 104, 163] qui ont observé que I’effet synergique résultant entre la souche
WCS358 de P. putida et de F047 de Fusarium est due principalement aux compétitions
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pour le carbone réalisé par l'isolat fongique et pour le fer réalisé¢ par la souche bactérienne
[162, 171]. La suppression de la fusariose vasculaire du lin, suite a l'association de ces
deux types d'antagonistes, a assuré une bioprotection sous l'effet des pyoverdines
bactériennes et de la réduction de la densité et de 1’activité des agents phytopathogénes

rhizosphériques [162].

Compte tenu de la diversité et de la complexité des interactions entre la microflore,
le sol et la plante, plus les mécanismes mis en ceuvre seront variés plus 1’efficacité de
I’inoculation microbienne sera meilleure [7]. Dans le but d’atteindre cet objectif, il est
intéressant d’utiliser en association des souches qui se caractérisent par des mécanismes

différents et complémentaires [216].

5.4. Induction systémique de la résistance chez la tomate (ISR)

5.4.1. Evolution de la maladie en systémes split et non split

Dans les essais d’induction systémique de la résistance chez la tomate (ISR), les
cinétiques d’évolution de la fusariose ont été relativement analogues chez les plants
conduits en conditions classiques (non split) et ceux conduits en systéme split (ISR)
(Figure 5.13, 5.14). La protection des plants par les souches de Pseudomonas fluorescens
S20 et CHAO de et par I’isolat FO47 s’est traduite par un ralentissement dans I’apparition
et I’expression des symptdmes; par conséquent la réduction des taux finaux d’infestation.
Les plants sains (témoin) et les plants inoculés par les antagonistes n’ont montré aucune

manifestation symptomatologique révélatrice de la fusariose de la tomate (Figure.5.13).

Dans les essais conduits en systeme split, la maladie a été¢ initiée chez le témoin
positif a partir du 30 me jours avec un taux d’infection de 22,22 %, pour une infection
totale aprés 10 jours, soit 42 jours de I’inoculation, accompagné d'une sévérité de 74,44 %.
Comparativement a ce témoin, la maladie a été controlée significativement par I’isolat
FO47 ou le taux d’infection n’a pas dépassé le seuil de 26,66 %. L application des souches
bactériennes n’a pas induit autant de protection que 1’isolat Fo47, méme si les taux
d’infection enregistrés restent inférieurs a ceux enregistrés chez le témoin malade

(Figure 5.15).
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Plants non malades non malade malade

Figure 5.13 : Plants conduits en systéme split.
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Figure 5.14 : Evolution des taux d’infection de la fusariose.
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Dans les essais conduits en systéme classique (non split), les constats sont
globalement similaires aux précédent. L’activité de I’isolat FO47 est nettement plus
importante par rapport aux souches bactériennes. La fusariose de la tomate a été controlée
significativement avec 1’isolat FO47 ou la maladie ne s’est déclenchée qu’apres 48 jours
de I’inoculation avec les taux de 6,67 % d’infection et de 36 % de sévérité. Dans le cas de
la bacterisation, la maladie s’est exprimée au 36™ jour de I’inoculation; les taux
d’infection a la fin de notre expérimentation étaient, respectivement de 73,33 % et de

56,66 % avec les souches S20 et CHAO (Figure 5.15).

‘ O split O non split ‘

100+ @
904 () ®)
80
70
60+
50

40+ (c)

Taux d'infection (%)

30+

20+

10 (d) (d) (d (d)

0 zZ— Z Z— Z
T T T T T T

T f .
CHAO+ S20+ FO47+ Témoin CHAO S20 FO47  Témoin I raitements
FOL(F) FOL(F) FOL(F) malade sain (T-)

(T+)

Les traitements ayant la méme lettre ne presentent pas une différence significative selon le teste de Newman-
Keuls " PPAS = plus petite amplitude significative" avec o =5 % .

Figure 5.15: Les taux d’infection enregistrés dans les systémes split et non split.

5.4.2. Inhibition de la maladie :

Méme si I’inhibition de la fusariose a été obtenue dans les deux types de conduites
des essais, il apparait clairement que le niveau de biocontréle est plus élevé dans le

systéme classique (non split) (Tableau 5.7).
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Tableau 5.7: Effet des antagonistes sur 1’inhibition de la maladie en systéme split et non

split
Traitements Inhibition de I’infection (%) Inhibition de la sévérité (%)
split non split split non split
S20 11,12 (c) 24,14 (c) 07,47 (c) 09,16 (¢)
CHAO 22,23 (b) 41,38 (b) 10,45 (b) 22,02 (b)
FO47 73,34 (a) 93,09 (a) 23,88 (a) 50,45 (a)

Les valeurs suivis de la méme lettre ne presentent pas une différence significative selon le teste de Newman-
Keuls " PPAS = plus petite amplitude significative".

La comparaison des taux d’infection en fin des notations (48 jours) a permis de
dégager trois groupes de réponses, en se basant sur la plus petite amplitude significative
(PPAS) du test Newman — Keuls :

e Le groupe (a) avec les taux d’inhibition les plus élevés, il regroupe les plants
inoculés avec 1’isolat FO47.
e Le groupe (b) représenté par les plants bectarisés avec la souche CHAO.

e Le groupe (c) correspondant a la bactérisation des plants avec la souche S20.

Ce classement montre que la protection assurée par 1’isolat FO47 varie de 73,34 %
(split) a 93,09 % (non split), dépassant largement celle assurée par les bactéries dont le
maximum avec 22,23 % (split) a été enregistré chez la souche CHAO et 41,38 % (non
split) (Tableau 5.7). Les observations relatives a la sévérité de la fusariose, montrent aussi

une meilleure inhibition apres 1’application de FO47 atteignant 50,45 % en systéme split.

5.4.3. Effet des traitements sur la phytostimulation :

Suite a [D’application des agents antagonistes, nous avons constaté une
biostimulation de la croissance des plantes, notamment ceux traités avec les souches
bactériennes. Ces effets ont été¢ exprimés sommairement a travers la phytomasse aérienne

et I’¢longation du systéme racinaire (Tableau 5.8).

En plus des meilleures performances des plants bactérisés par rapport aux plants du
témoin malade, il a été enregistré des augmentations significatives méme par rapport aux
témoins sains. Les effets de biostimulation sont aussi notables chez les plants traités
uniquement avec les antagonistes (Tableau 5.8). Dans ces interactions des plants avec les

microorganismes antagonistes et/ou le pathogeéne, les performances les plus €élevées ont été
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enregistrées surtout avec 1’application des souches bactériennes seules, suivies de leurs

interactions avec le pathogene, et enfin loin de témoin malade (Tableau 5.8).

Tableau 5.8 : Effet des traitements sur la phytostimulation des plants de tomate (gains en

%).
traitements Poids frais / poids sec Elongation du systtme  Taux de protéines
(9) racinaire (cm) totales (mg /ml)
split non split split non split Split
S20 6,31 7,65 20 20,33 1,50 £ 0,40
CHAO 6,49 7,75 21 22 1,92+0,97
FO47 4,90 6,23 18,52 19,20 1,82 +£0,51
S20+FOL(F) 5,54 6,57 18 18,90 1,45 £ 0,83
CHAO+FOL(F) 5,74 6,88 20 20,3 1,80 + 0,44
FO47+(FOL(F) 4,20 6,22 17,75 18,20 0,75 + 0,08
Témoin + 3,70 4,12 16,48 16,28 1,06 £ 0,10
Témoin - 4,50 6,12 16,56 17,26 1,64 +0,20

Les effets de biostimulation ont été exprimés en terme de gains par rapport aux témoins,
les gains réalisés en phytomasse aérienne ont atteint 70,54 % dans le cas de 1’application
du systeme split. De méme pour 1’¢élongation du systéme racinaire dont les gains varient en
systéme split de 07.18 a 26,81 %. Evidement, ces gains sont plus importants en comparant
ces parametres de croissance chez le témoin malade dont les taux obtenus varient
de 5,44 a 26,81 % (Figure 5.16). En fin d’expérimentation, sur les racines analysées la

colonisation bactérienne a été tres intense (Figure 5.18 ).

(témoin sans antagonistes) (a) : antagoniste (b) : pathogéne

Figure 5.16 : Gains en en ¢longation des systémes racinaires
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B Taux de proteines (mg/ml) @ longueurs des recines (cm) O PF/ PS(g)

100+

Gains (%)

Gains / | Gains /| Gains / | Gains /| Gains / | Gains / | Gains / | Gains /| Gains / | Gains /| Gains /| Gains /
Traitements

$20+FOL(F) CHAO+FOL(F) FO47+FOL(F)

Figure 5.17 : Effet des traitements sur la phytostimulation.

Figure 5. 18 : Colonisation racinaire par Pseudomonas fluorescens

L’analyse des protéines totales foliaires a montré une variabilité selon les
traitements appliqués (Tableau 5.8). Comparativement au témoin malade, a I’exception de
I’interaction FO47-FOL(F), les autres traitements se sont montrés supérieurs. Méme en

comparant ces traitements au témoin sain, nous constatons des gains significatifs,
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particulierement chez les plants bactérisés avec la souche S20 ou les gains sont de 17,07 %

(Figure 5.17) synonyme d'une stimulation du métabolisme général de la plante.

5.4.4. Interprétation des résultats :

Nos expérimentations ont mis en évidence une induction de la résistance
systémique chez la tomate vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici FOL (F).
Afin de définir si la protection des plantes par ces antagonistes est le résultat d’une action
directe sur le pathogene ou d’une induction de la résistance de la plante, les inoculums
antagonistes ont ét¢ introduits dans le méme compartiment hébergeant le pathogene. Les
résultats de cette étude ont montré que la réduction de la maladie dans le cas des
interactions des souches antagonistes avec 1’isolat FOL(F) est plus forte de celle obtenue
chez les plants conduits en systéme split. Globalement, en se basant sur les taux
d’infection des plants de tomate par la fusariose vasculaire et sa sévérité, il en ressort que
I’inhibition de la maladie est plus importante dans le systéme split que le systéme
classique (non split). En effet ’application de I’isolat FO47 montre une différence de
bioprotection entre ces deux systémes de conduite de 19,75 %. De méme pour les
souches bactériennes CHAO et S20 dont les différences sont respectivement de 19,15 %
et de 13,02 %. Des différences similaires ont été enregistrées en terme de sévérité de la
maladie allant de 1,69 % a 26,57 %. Des travaux sur la résistance chez les plants,
bactérisés avec des souches de Pseudomonas spp. fluorescents réalisés dans des
conditions expérimentales analogues, ont souligné 1’importance de la bioprotection dans
les systémes classiques par rapport au systeme split [95, 106, 253]. Ceci peut s’expliquer
par le fait que dans le premier systeme il peut y avoir conjugaison des effets
d’antagonisme directe (compétition et antibiose) et de ceux de [D’activation des
mécanismes de défense de la plante, alors que dans le second systéme seul le dernier

mécanisme est mis en Geuvre.

D’apres nos résultats, il en ressort que la réduction de la maladie a été souvent
plus importante avec la souche CHAO, connue comme souche modele dans les
expérimentation de la lutte microbiologique, elle produit une gamme assez variée de
métabolites secondaires impliqués directement dans ses performances antagonistes vis a
vis de nombreux agents phytopathogénes, tels que Thilaviopsis basicola,
Gaeumanomyces graminis var. tritici, Phytium ultimum,Rhizoctonia solani, et Fusarium

oxyxporum [23, 153, 167]. Defago et al., [ 197], Maurhofer et al., [138], suggérent que la
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production de siderophores et d’HCN chez cette souche provoquerait sur la plante un
stress auquel elle réagirait par une augmentation de sa résistance naturelle. Concernant la
souche S20, ses performances antagonistes ont été aussi rapportées vis-a-vis de Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici, Fusarium oxysporum f.sp. lini, Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis. Cette souche s’est révélée productrice de phenazines en plus des siderophores
pyoverdiniques [106, 236]. Les Pseudomonas spp. fluorescent peuvent provoquer une
trés intense stimulation des voies métaboliques secondaires conduisant notamment a la
production de quantités importantes en composés protéiques liés aux mécanismes de
défense de la plante hote [23, 151, 160], notamment la production de [’acide
salicylique[19, 174, 182, 219 ] de jasmonate [ 143, 151] et de I’éthyléne [ 255].

Comparativement a ces deux antagonistes bactériens, 1’isolat fongique FO47 a
procuré une meilleure bioprotection dépassent le seuil de 51 % en taux d’infection et de
13 % en sévérité de la fusariose dans les deux systeémes de conduites. En appliquant nos
antagonistes, méme si la maladie n’a pas été totalement supprimée, les symptdmes ont
¢été significativement atténués ne laissant développer que des altérations ayant des indices
des niveaux 1 et 2, contrairement au témoin ou les indices symptomatologiques étaient
au niveau maximal de 4. Ces résultats s’accordent avec la déduction de Sémal [57], qui a
signalé que la résistance induite ne s’exprime pas par une immunité absolue mais par une
diminution des symptomes, ralentissement de la croissance du pathogéne et de sa
sporulation [247, 250]. D’autre travaux sur I’implication de FO47, suite a I'induction de
la résistance systémique de la plante, ont mis en évidence le role des produits de geénes de
défense relatifs a la synthése des chitinases, glucanases B1-3, glucosidases B1-4, les
protéines PR-1 et les peroxydases [23, 25, 164, 204]. Dans les travaux ayant utilisé
I’isolat FO47, en qualité d’agent antagoniste, il a été mis en évidence I’importance de ces
actions sur la compétition trophique, par rapport aux Fusarium oxysporum pathogénes,
notamment pour le carbone et la colonisation des sites racinaires susceptibles a

I’infection [202, 213 ].

A travers nos résultats, il a ¢ét¢ souligné des activités de biostimulation de
phytomasse aérienne ainsi que de 1’élongation du systéme racinaire, notamment chez les
plants conduits en systéme classique. L’activité des bactéries est nettement supérieure par
rapport aux effets phytostimulateurs de 1’isolat FO47. Les performances trophiques des

antagonistes, particuliérement en fer pour les Pseudomonas et en carbone pour FO47,
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peuvent accroitre la biodisponibilité de ces éléments au niveau de la rhizosphere, ainsi les
plants peuvent en tirer profit. Comme il a été aussi suggéré que cet accroissement en
nutriments peut étre du a ’exclusion du pathogene [9, 14,119, 162]. Différents mécanismes
ont été avancés pour expliquer la promotion de la croissance végétale, notamment par la
synthése des phytohormones et de leurs précurseurs et I’amélioration de la disponibilité des

nutriments dans le sol [126, 162].

Le dosage des protéines totales a montré des concentrations plus importantes dans
les extraits foliaires des plantes traitées par les antagonistes appliqués, ce qui suggere la
présence des métabolites protéiques associés aux mécanismes de défense de la plante.
L’accumulation de produits d’origine protéique a été associée a 1’activation des systémes
de défense suite a la bacterisation des plants par les Pseudomonas spp. fluorescents du pois
contre la fusariose vasculaire sous forme de protéines PR , de glucanases 1-3 et des
endochitinases [157, 159]. En effet les familles des glucanases B1-3 et des chitinases
semblent agir en synergie, pour une meilleure efficacité de leur potentiel destructeur de

I’agresseur [216].

Dans d’autres essais portant sur I’ISR, il a été révélé I’implication de phénylalanine
ammonialyase (PAL) [106], polyphynol oxydase et/ou les chalcones syntases [142, 148,
256]. L’activité PAL est directement liée au processus de lignification [257], puisque un
traitement des plants d’Arabidopsis thaliana par un inhibiteur de PAL, I’enzyme clé du
métabolisme des phynylpropanoides, provoque une réaction de type compatible avec
diminution de la lignification, aprés inoculation avec I’oomycéte avirulent Phytophtora
infestans [23, 165, 191, 220]. L’inhibiteur de la PAL a des conséquences sur de
nombreuses voies biosynthétiques (acide salicylique, phytoalexines, flavonoides,
anthocyanines). En outre il a été rapporté que I’application de Pseudomonas fluorescens
sur des plants de la tomate a entrainés un meilleur développement des plants traités par
rapport aux plants non traités expliqué par une activation du systéme de défense de la
plante par dépots des composés phénoliques et formation de callose, induisant ainsi une
résistance systémique chez la plante [157]. Anderson et Guerra [258] ont montré aussi que
I’induction de la résistance chez le haricot vis-a-vis de Fusarium solani par P. putida est
associée a I’accumulation de la lignine. Ces dépots polymériques fortement réticulés vont
conférer a la matrice extracellulaire une trés grande résistance aux enzymes microbiennes,

elles s’accumulent lors de I’infection parallélement a I’augmentation de la résistance [159].
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Chez les Pseudomonas spp. fluorescents nous citons entre autre, que la flagelline,
les lipopolysaccharides membranaires , les siderophores [10, 94, 140, 144, 151, 152,
154,163 ] et I’acide cyanhydrique qu’elles secrétent [259] sont responsables de I’activation

des systémes de défenses systémiques chez les plantes.

5.5. Réceptivité des sols a la fusariose vasculaire de la tomate :

5.5.1. Sol désinfecté :

5.5.1.1 Effet de la concentration fongique :

Dans les essais de réceptivité en sol désinfecté¢ a F.o.f.sp. lycopersici, il a été
constaté méme avec la plus faible concentration utilisée (10° conidies / g de sol), la maladie
s’est développée sur la totalité des plants, de méme pour le cas des concentrations 10° et
10" conidies /g de sol. En effet les plants ont exprimé des symptomes de la fusariose
vasculaire, souvent de type jaunissement total associé au rabougrissement et parfois a des
flétrissements latéraux. Ces symptomes correspondent a des sévérités en moyenne, de
63,98 % avec la concentration fongique de 10’ conidies /g de sol. Ce développement de la
fusariose indique la bonne réceptivité de ce sol a F.o.f.sp. lycopersici, se traduisant par
I’installation du pathogéne, son développement et I’expression de son pouvoir pathogéne

aux contacts des plants de tomate (Figure 5.19).
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Figure 5.19 : Effet de la concentration du pathogéne sur 1’infection (%).
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5.5.1.2. Modulation de la réceptivité

e Apport des inoculums antagonistes

Dans cette étape, la réceptivité du sol a été analysée suite a I’apport des
antagonistes, individuellement ou en combinaison, en comparaison avec le témoin
correspondant au pathogéne seul & la densité de 10° conidies /g de sol. L’introduction des
antagonistes n’a pas provoqué une régression considérable de la maladie; d’ailleurs les
traitements CHAO, FO47, S20 + FO47 et la combinaison de ces trois antagonistes n’ont
pas montré de différences significatives entre eux, ils sont classés dans le méme groupe
homogene (a) avec le témoin malade. Les autres traitements ont provoqué une légére
régression dans le développement de la maladie, ou le minimum d’infection a été observé
suite a I’application de la souche S20 qui a induit une protection de I’ordre de 38,95%
(Tableau 5.9 et Figure 5.20).

Avec I’augmentation de la concentration du pathogéne & 10° conidies / g de sol, la
maladie s’est accrue et la présence d’antagonistes n’a permis de réduire la maladie que
faiblement ou I’isolat fongique a été associe avec I’une des bactéries ou les deux en
provoquant des taux d’inhibition allant de 18,33 % a 23,33 %. L’application de I’isolat
FO47 seul a montré une meilleure protection et le taux d’infection enregistré
n’a pas dépassé 54,6 %, soit une inhibition de la maladie de 45,33 % (Tableau 5.9 et Figure
5.20). Lors de I’infestation du sol avec le pathogéne & la concentration de 10’ conidies /g
de sol, un constat similaire au précédent a été noté avec plus de progression a la maladie, a
I’exception du traitement ou I’isolat FO47 a été appliqué seul en induisant une protection
appréciable de I’ordre 68,33 % (Figure 5.9, Tableau 5.20).

Globalement quelque soit la concentration du pathogene, méme si les taux
d’infection étaient relativement éleves, neanmoins la sévérité a été nettement reduite et
dans la quasi-totalité des traitements les symptoémes observés sont de I’indice 2. Ceci est
illustré par les taux de sévérité enregistrés qui étaient nettement inférieurs par rapport au

témoin qui a dépassé 78 % (Tableau 5.9 et Figure 5.20).



Tableau 5.9 : Effet de I’apport des inoculums antagonistes sur la maladie.
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Concentration de FOL(F)

Traitements 10° 10° 10’

520 (T) 6L,05+4075 (d) 90%10,33 @ 100 @
(S) 41,19+11.21 53,42 + 3,58 57,64 + 8,42

CHAO (T) 93,33 11,55 (a) 96,67+5,77 (@) 100 @)
(S) 50,09 + 4,41 48,42 531 52,71 + 2,53

FO47 (T 90 (@) 54,66 + 50,65 (c) 31,67 +38.84 ©
(S) 51,67 +2,89 42,77 £ 6,74 31+12,53

$20 + CHAO (T) 100 (@) 100 (@) 76,66+ 25,17 (ad)
(S) 5357 +357 52,5+ 4,33 44,17 + 6,29

$20 +FO47 (T) 76,67 +5,77 (c) 76,67 +40,41 (b) 90,00 + 10,00 @)
(S) 46,67 £ ,82 45,00 + 05,00 45,83 + 1,44

CHAO + FO47 (T) 866721528  (b) 80,00 20,00 (b) 83,33+5,77 (b)
(S) 46,67 +3,82 45,00 +5,00 45,83 + 1,44

S20 + CHAO + FO47 (T) 9583+7,22 (a) 81,67+ 16,07 (b) 86,67 +11,55 (ab)
(S) 58,21+ 14,62 48,78 £ 5,77 45,00 + 2,50

Témoin (T) 100 (@) 100 (@) 100 @
(S) 63,89+240 75,68 + 3,57 78,33 +5,20

(T) : taux d’infection ; (S) : sévérité de la maladie ; Les valeurs suivies de la méme lettre ne présentent pas
une différence significative selon le teste de Newman- Keuls « PPAS = plus petite amplitude significative».
La comparaison des traitements a été réalisée indépendamment, pour chaque concentration du pathogéne (10°
ou 10°, ou 10"conidies / g de sol).

100

90—

80—

70+

60

50

40

Taux d'inhibition (%)

30

20

10

0O 1,00E+03 m 1,00E+05 @O 1,00E+07

FO47

S

T

S20 + CHAO | S20 +FO47

S

CHAO +
FO47

T: Taux dinfection (%)
S: Sévérité de la maladie (%)

S20 + CHAO
+F047

Traitements

Figure 5.20 : Inhibition (%) de la réceptivité du sol vis-a-vis de FOL(F).
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e Apportdu glucose et d’EDTA :

Les amendements en glucose ont provoqué sensiblement une augmentation des taux
et des séverités de la maladie, par rapport aux témoins, méme en presence des souches
antagonistes. L’incorporation du glucose a influencé positivement la maladie, en effet dans
la plupart des interactions la maladie s’est aggravée par rapport au témoin, donc I’activité
antagoniste n’a pas eté exprimée. Contrairement si avec les antagonistes bactériens, la
variation de la maladie n’a pas subit de différences notables, avec I’isolat FO47 les
variations étaient tres importantes, notamment quand le pathogene a été appliqué aux

concentrations de 10° et de 10’ conidies /g de sol (Tableau 5.10 et Figure 5.21).

L’addition de ’EDTA a montré I’effet inverse que le glucose, en stimulant plus
I’activité antagoniste bactérienne. Les résultats montrent une diminution de I’infection
proportionnelle a la diminution de la concentration du pathogene. Avec I’isolat FO47,
I’apport de cet élément chélateur de fer (EDTA) a aggravé la maladie (Tableau 5.10 et
Figure 5.21).

Tableau 5.10 : Effet de I’apport du glucose et d’EDTA sur la maladie

Antagonistes

FOL(F)®  Amendements

S20 CHAO FO47
10° . ®)
Témoin 61,05 + 40,75 93,33+ 11,55 90
EDTA 31,25 + 16,54 (-48,81)" 66.67 +5,77 (-28,57) 94,44 + 9,62 (4,93)
Glucose 80,00 + 34,64 (31,04) 100 (7,15) 100 (11,11)
Témoin 90 96,67 + 5,77 54.66 + 50,65
5
10 EDTA 60.47 + 16,50 (-32,81 ) 80 (-17,24) 42,46 + 43,94 (-22,32)
Glucose 86.67 + 23,09 (-3,70) 88.89 + 19,25 (-8,05) 100 (82,95)
Témoin 100 100 31.67 + 38,84
7
10 EDTA 76,67 + 40,41 (0,00) 100 (-10,00) 78.33 + 20,21 (147,33)
Glucose 100 (-23,33) 90,00 ( 0,00) 83.33 (215,76)

* . évolution de la maladie ( + : augmentation de la réceptivité ; - : diminution de la réceptivité) ; EDTA :
éthylene diamine tetraacetate ; @ : concentration de FOL(F) (10°, 10°, 107 conidies /g de sol) ; ®: Ecart type de
60 répétitions



100

250+
0 S20
E CHAO -

2004 O FO47
§
2
8 150- _
©
€
<
3 100
c
.S
=
g 50
[

0 ’_L_‘ T T T w T T If 1

'50 T T T T T 1

10° 10° 10’
Glu EDTA Glu EDTA Glu EDTA

Glu : glucose ; EDTA : éthyléne diamine tetraacetate ; 10°%, 10°, 10°: concentration de FOL(F) (conidies /g de sol)

Figure 5.21 : Effet des amendements (EDTA et glucose) sur la réceptivité du sol a
FOL(F).

5.5.2 Sol naturel :

Que ce soit dans le sol B (Bouharoun) ou le sol C (Cherchell), nous avons noté une
variation quantitative de I’expression de la fusariose sur les plants de tomate, estimée a
travers le pourcentage des plants ayants atteints I’indice symptomatdlogique 4,
correspondant au flétrissement genéralise irréversible. Dans le sol C, I’apport des
antagonistes C7R12 ou FOA47, séparément, n’a pas montré d’effet significatif sur la
réduction de la receptivité de ce sol a la maladie. Contrairement I’association de ces deux
antagonistes a provoqué une nette régression dans I’expression de la fusariose vasculaire
de la tomate, en induisant une inhibition dépassant 71 %. Dans le sol B, il n’apparait pas
d’effet trés notable, suite a I’incorporation des deux antagonistes, sur la régression de la
maladie, que ce soit séparément ou en association; les taux d’inhibition enregistrés varient
de 10 a 21 % (Tableau 5.11 et Figure 5.22).

La sévérité de la maladie a été plus grave dans le sol B que dans le sol C

(Figure 5.23), ceci a été jugé a travers I’intensité des symptdmes ou aucun plant n’a atteint
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le stade ultime de la maladie, c'est-a-dire I’indice 4 correspondant a la mortalité totale du
plant. Avec les plants traités par la combinaison des deux antagonistes
(C7R12 + FOA4T) aucun plant n’a atteint I’indice symptomat6logique 4 dans le sol C, par
contre avec cette méme combinaison dans le sol B il a été enregistré plus de 58 % de
mortalité (Figure 5.24 et 5.25).

Dans les sols B et C, I’addition du pathogéne a provoqué des mortalités importantes
passant respectivement de 51 % a 94 % dans le premier et un effet moindre de 35 % a 37
% dans le second. La protection assurée par I’isolat FO47 est importante en sol B qu’en sol
C, cependant en terme de sévérité I’effet inhibiteur est beaucoup mieux important en sol C
(2,78 % de mortalité) qu’en sol B (75,55 % de mortalite). Avec des taux de mortalité assez
élevés (51,65 % en sol B) et de (55,90 % en sol C) I’antagoniste bactérien C7R12 n’a pas

montré de différence significative dans les deux types du sol (Figure 5.22 et 5.23).

Tableau 5.11 : Effet de I’apport des inoculums antagonistes sur I’infection (%).

Traitements Taux d’infection (%) Taux d’inhibition (%0)
sol C 70,37 £ 5.6
sol B 71,42 +4.30
FOL(F)- FO47 B 83,70 + 21,84 16,30 + 21,84 (b)
FOL(F)- FO47 C 92,73 +11,15 - 7,92 £25,57 (b)
FOL(F)B 100,00 = 0,00
FOL(F) C 82,98 £+ 11,53
FOL(F)- FO47-C7R12B 100,00 + 0,00 10.00 £ 0,00 (b)
FOL(F)- FO47 - C7R12C 24,09 £ 12,98 71,91 +£11,05 (b)
FOL(F)- C7R12 B 78,65 * 5,44 21,36 +5,44 (b)
FOL(F)- C7R12C 69,34 +12,34 16,95 +41,45 (b)

- :aggravation de I’infection ; + : inhibition de I’infection; Les valeurs suivies de la méme lettre ne
présentent pas une différence significative selon le teste de Newman- Keuls « PPAS = plus petite
amplitude significative »
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Figure 5.24 : Effet de FOL (F) sur la mortalité des plants (%).
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Figure 5.25 : Comportement des plants dans les sols infesté et inoculés par les antagonistes.
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Le dénombrement effectué dans les traitements associés a la souche C7R12,
apportée initialement & la densité de 10’ cfu /g de sol, fait apparaitre une évolution assez
importante de cette souche. Durant la premiere période, la distribution de C7R12 s’est
montrée trés élevée et homogeéne pour I’ensemble des traitements, atteignant une densité de
10" cfu /g de sol. Pour la seconde période, aprés 48 jours de la bactérisation des plants,
les densités les plus élevés ont été enregistrées avec I’interaction C7R12+ FO47 a une
concentration de 10 cfu /g de sol. Il est & noter que la colonisation bactérienne a été

relativement plus importante dans le sol (C) que dans le sol (B) (Figure 5.26).

De méme, des vérifications sur des échantillons de sols, aléatoirement préleveés, des
différents traitements, ont montré que les agents fongiques sont toujours actifs et

présentent un développement important (Tableau 5.12).

‘- -4 - - FOL+C7R12 SB —A—FOL+C7R12SC - - O - -FOL+C7R12+FO47 SB —@—FOL+C7R12+F047 SC

1,40E+01
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1,00E+01 -

8,00E+00 -

6,00E+00 -

log cfu/g de sol

4,00E+00 -

2,00E+00 +

0,00E+00

0 37 48

temps (jours)

Figure 5.26 : Evolution des populations bactériennes (C7R12) dans le sol.

Tableau 5.12 : Evolution des populations fongiques dans le sol.

Traitements Observation macroscopique Observation macroscopique
FOLC - +++
FOL B +++ +++
sol C - +
sol B - +++
FOL - R7B12C - +
FOL-R7B12B +++ +++
FOL - R7B12 -FO47C ++ +++
FOL - R7B12 -FO47B ++ ++
FOL - FO47C - +++
FOL - FO47 B +++ +++

- : absence du développement fongique ; + : faible développement ; ++ : Iéger développement ; +++ :
développement important
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5.5.3. Biostimulation de la physiologie des plants :

Lors de la réalisation des expériences de cette derniére partie, nous avons constaté
que les effets de bioprotection, assurés par les antagonistes appliqués, procurent aux plants
de tomate une activation physiologiques. Cette phytostimulation s'est traduite a travers les
accroissements enregistrés, par rapport aux témoins, notamment en terme de gains en
biomasse aérienne (poids frais et sec), en amélioration de I’alimentation azoté (Teneur en
azote) et la stimulation de I’activité chlorophyllienne (chlorophylle A et B) (APPENDICE
C). Ces activités physiologiques stimulées peuvent étre le fruit de la régression ou de
I’élimination du symptébme, tout en activant la physiologie générale de la plante et son

métabolisme.

5.5.4. Interprétation des résultats :

L'évaluation de la réceptivité des sols, a travers le taux d’infection sur la plante hote
sensible (tomate) dans des conditions d’environnement favorables et avec un sol connu, a
montré que la souche phytopathogene FOL(F) influence directement le degré de sévérité
des dommages. En effet, & n’importe quelle densité de depart du pathogéne, les taux
d’infections enregistrés ont montré qu’il y a une infection de la totalité des plants (témoin).
La gravité de la maladie a augmenté rapidement avec I’accroissement de la concentration
du pathogéne, traduisant une forte réceptivité de ces sols a la fusariose vasculaire de la
tomate. L’inoculation du sol avec les antagonistes microbiens S20, CHAO et FO47, a
permis de constater une régression relative de la maladie selon leur application individuelle
ou en combinaison. Globalement, I’antagoniste fongique FO47 a assuré une meilleure
protection des plants, par rapport aux antagonistes bactériens, en induisant des inhibitions
méme avec I’augmentation de la densité du pathogene. Dans ces mémes conditions, la
comparaison entre les effets des antagonistes bactériens montre que la souche S20, isolée
localement, est plus performante que la souche modele CHAO. En observant les résultats
obtenus dans le sol désinfecté, nous constatons que la co-inoculation de ces
microorganismes (combinaison de deux ou trois antagonistes) a un effet meilleur sur
I’amélioration du niveau de protection, notamment par [’association Pseudomonas

fluorescens et I’isolat FO47 de Fusarium oxysporum non pathogéne.

Dans nos conditions expérimentales, I’apport du glucose et de ’lEDTA dans le sol a

induit un effet direct sur I’incidence de la maladie. L’addition du chélateur du fer (EDTA)
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diminue la gravité de la maladie chez les témoins et les plants inoculés par les souches
bactériennes alors qu’il I’accentué dans le sol inoculé avec I’isolat FO47. De méme pour le
glucose, son addition dans le sol accroit I’activité du pathogéne. Avec I’introduction de un
ou plusieurs antagonistes, & I’exception de I’interaction FO47 + FOL(F) & 10° conidies /g

de sol, I’addition du glucose a affecté positivement la maladie.

Il en ressort que la réceptivité de nos sols peut étre régulée principalement par le
type de I’agent antagoniste et secondairement par les apports trophiques, notamment
I’EDTA. Scher et Baker, [119] ont pu augmenter le niveau de la résistance de certains sols,
soit par apport de chélates de synthese, soit par introduction de ce type de bactéries. La
régression de I’infection peut étre attribuée au réle de la microflore antagoniste dans
I’augmentation de la résistance du sol. Le réle de ces deux types de microorganismes a été
associé directement a la spécificité de la résistance naturelle du sol de Chateaurenard
(France) a la fusariose vasculaire [22]. Ainsi le contrble plus intégré de la fusariose
vasculaire par I’utilisation des Pseudomonas spp. fluorescents et de Fusarium oxysporum

non pathogene est démontré dans plusieurs travaux (25, 56, 69, 78, 131, 144].

Méme dans un sol résistant, le pathogéne introduit conserve ses potentialités
pathogéniques; il se trouve gue la résistance ne détermine pas la destruction du pathogeéne,
mais elle dépend des mécanismes de régulation des populations microbiennes dans le sol.
Il a été démontré particulierement, que la compétition nutritive pour le fer et le carbone

conditionne le niveau de la résistance d’un sol a la fusariose vasculaire [69, 78, 232].

Dans les conditions de carence en fer, la germination et/ou I’élongation des tubes
germinatifs des chlamydospores de F. oxysporum est tres faible en présence de certaines
souches de Pseudomonas et de leurs pseudobactines purifiées ou de ’TEDDHA (éthylene,
diamine o-hydroxyphényl, acide acétique). L’ion Fe** est donc un facteur limitant pour le
développement de Fusarium oxysporum et des Pseudomonas spp. fluorescents; ces
dernieres sont les plus compétitifs [21, 56, 60, 69, 85, 93].

Le manque de fer, nécessaire aux cytochromes de la chaine respiratoire, pourrait
entrainer I’utilisation d’autres voies d’oxydations des hydrates de carbone moins efficaces
que la voie normale Les plantes peuvent utiliser le complexe fer-sidérophores, elles se

développent normalement & une concentration beaucoup plus faible en fer (10°M), que
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celle exigée par les bactéries (10°M), qui s’explique par les mécanismes de stockage élevé
du fer dans les organismes supérieurs, et I’efficacité avec laquelle les plantes peuvent

acquérir cet élément [180, 213].

La compétition pour le fer rentrait ainsi encore plus ardue la compétition pour le
carbone, particulierement pour les formes pathogénes, qui y paraissent plus sensibles que
les saprophytes. En effet, I’activité de I’isolat FO47 est due principalement a sa forte
densité dans le sol [20, 232]. Les amendements du sol en carbone, cultivé en tomate et
bactérisés par la souche P. Putida Pp G7, augmente la densité de la population bactérienne
de 26 a 29 fois, respectivement en sol non rhizospherique et en sol rhizosphérique [238].
L’ apport du glucose a provoque une activation de 3 a 4 fois plus des fonctions respiratoires
chez les rhiozobacteries [28]. Il a fallu ajouter 5 a 10 fois plus de glucose au sol résistant
gu’au sol sensible pour obtenir des taux de germination équivalents et un développement
comparable des populations microbiennes. Ceci confirme que le pouvoir fongistatique est
beaucoup plus élevé dans le sol résistant que dans le sol sensible [202, 213, 214, 227, 259].

La transmission de la résistance ayant d’abord fait I’objet de nombreux essais en
conditions expérimentales étroitement contrélées, a cet effet nous avons voulu tester la
validité de nos résultats en sol anciennement cultivé en tomate, naturellement contaminé
par la fusariose vasculaire. Les résultats obtenus montrent que I’application de
Pseudomonas fluorescens C7R12 et de I’isolat non pathogene F047 de Fusarium
oxysporum induit des effets significatifs sur I’inhibition de la fusariose vasculaire de la

tomate.

Afin d’expliquer I’effet de la compétition énergétique sur le comportement du
pathogene, nous avons pensé qu’il serait intéressent de voir s’il existe une relation entre
I’inhibition de I’infection et la colonisation racinaire des plantules de tomate. Méme si la
technique appliquée pour le dénombrement bactérien ne reflete pas la biomasse
microbienne réelle [126, 185], elle peut permettre cependant des comparaisons entre nos
traitements expérimentaux. Dans la premiere période, (37 jours aprés bactérisation), nous
avons enregistré un accroissement des populations bactériennes allant jusqu’a plus de 10
cfu /g de sol et entre 10 — 10" cfu /g de sol aprés 49 jours de la bactérisation. D’ailleurs
cette souche, C7R12, est utilisée dans de nombreuses études relatives a la compétence

rhizopherique. Selon Raaij-makers et al.,[167], une bonne colonisation rhizospherique se
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traduit par une densité de 10° cfu /g de sol; donc nous pouvons confirmer que cette souche
colonise efficacement les sols expérimentés B et C (Bouharoun et Cherchell) et ceci en

présence du pathogéne.

A I’issu de ces résultats, le suivi de la dynamique des populations de la souche
C7R12 et la présence de I’isolat FO47 dans les deux types du sol a permettent de dire que
nos antagonistes s’installent et s’adaptent dans les deux types de sols sol (B) ou sol (C), qui
sont deux sols cultivés intensément en tomate et réceptifs a la fusariose vasculaire. Nos
résultats confirment, aussi que ces antagonistes ont I’aptitude de se développer dans des

environnements telluriques différents.

Généralement, les travaux consacrés aux mecanismes de réesistance des sols aux
maladies, considérent la dynamique d’une souche particuliére de Pseudomonas au niveau
du sol ou de la rhizosphére comme I’un des principaux critéres de sélection des souches
antagonistes bénéfiques [106, 119, 206]. En effet la colonisation des racines d’une plante
hote par une souche ou un mélange de plusieurs souches dépendrait de la nature des
microorganismes et de leurs activités métabolique en interaction avec la plante héte [28].
Ceci suggere penser qu’une flore composée de champignon (s) et de bactéries (S) procurer
plus d'aptitude pour occuper le maximum de site colonisables au niveau de la plante hote,
par conséquent d’empécher I’initiation des infection racinaires. Ceci encourage de penser a
utiliser dans ce contexte de lutte microbiologique une combinaison de plusieurs types de

microorganismes puisque une bonne compatibilité a été notée entre nos antagonistes.

Les taux de mortalité enregistrés dans le sol B, malgré la stabilité de la densité de
Iinoculum bactérien, peut étre expliqué par I’effet du milieu édaphique sur I’activité
antagoniste qui intervient grandement dans la colonisation. Il a été mi en évidence que la
production de sidérophores pourrait étre réduite ou inhibée, de méme pour d’autres
activités métabolique bactériennes qui dépendent de I’azote, de la texture et de la

concentration en CO; du sol [238].

La balance microbienne tellurique est controlée par les propriétés
physicochimiques du sol [166, 233]. La faible efficacité de nos souches dans le sol (B)
comparativement au sol (C) peut s’expliquer par ses propriétés physicochimiques

notamment par la teneur en eau de ces sols (APPENDICE C). De nombreux travaux
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insistent sur le r6le déterminant de I’humidité et de I’aération du sol sur le développement
de la microflore tellurique [5, 110, 120, 165, 215, 226]. En ce qui concerne les
Pseudomonas, Dupler et Baker, [206] ont montré que la colonisation du sol est
proportionnelle a sa forte humidité qui conditionne I’établissement, la délivrance et la
dynamique des populations rhizobactériennes, entourant la semence ou au niveau de la
rhizosphére [121].
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(SN = sol naturel; SD= sol désinfecté)

L 10: S20 + CHAO + FO47 + FOIn
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CONCLUSION

L application de deux souches de Pseudomonas fluorescens (CHAO et S20) et de
I’isolat fongique non pathogéne (Fo47) de Fusarium oxysporum, dans des études sur les
activités antagonistes microbiennes & I’encontre de deux formes spéciales de Fusarium
oxysporum , a savoir lini et lycopersici, a permis de mettre en évidence leur potentialités de
biocontrole. Ces activités antagonistes ont été constatées a travers les interactions
antagonistes — pathogénes. En premier lieu, les essais réalisés in vitro ont permis d’inhiber
le développement et la croissance des agents fongiques phytopathogénes en inhibant la
formation et la structure mycélienne, en second lieu en réduisant nettement le potentiel

germinatif des structures conidiennes ainsi que de I’élongation des tubes germinatifs.

En effet, les taux d’inhibition des parametres fongiques cités ci-dessus, ont atteint
parfois des seuils dépassant 70 %, ce qui confirme le potentiel antagoniste des
microorganismes testés. Il a été constaté que ce pouvoir antagoniste est fluctuant selon la
variabilité des milieux de culture et selon la souche antagoniste. Globalement, les souches
bactériennes sont plus actives que I’isolat fongique. La variabilité de la composition des
milieux de culture, laisse supposer que les mécanismes d’action inhibiteurs sont variables.
Dans ce sens, si les activités antagonistes enregistrées sur le milieu KB peuvent étre
attribuées au processus de synthése de siderophores, les actions obtenues sur les deux
autres milieux (PDA et mixte) ne favorisant pas la synthése de ce métabolite, suggerent
I’implication d’autres mécanismes d’action notamment ceux relatifs a [I’antibiose
(synthese de métabolites a effet antibiotique), du fait que la compétition trophique est
exclue préalablement dans ces milieux qui sont tres favorables au développement des
phytopathogenes, d’ailleurs les résultats comparatifs obtenus chez les témoins sont

largement meilleurs.

Les essais réalisés in situ, en interaction avec les plantes hotes respectives, a savoir
le lin pour (F. o f.p. lini) et la tomate pour (F. o. f.sp. lycopersici), ont montré la possibilité

de bioprotection de ces especes vegétales vis-a-vis des fusarioses vasculaires étudiées.



112

Cette bioprotection s’est exprimée a travers I’inhibition des maladies, en inhibant le
processus infectieux guantitativement et qualitativement. L’aspect quantitatif a été marqué
par une reduction notable du nombre de plants atteints, apres leur inoculation par les
pathogeénes concernés; en effet la réduction de I’infection, touts traitements confondus, a
atteint des seuils dépassant les 80 %, voire méme une inhibition totale dans le cas de la
fusariose du lin. Concernant I’aspect qualitatif, il a é&té exprimé a travers la réduction de la
séverité des deux maladies ou la gravite symptomatdlogique a été nettement atténuée

comparativement aux témoins respectifs.

La deuxiéme partie de notre expérimentation relative a la mise en évidence des
activités de souches bactériennes S20 et CHAO et I’isolat fongique FO47 sur I’induction
de la résistance systemique chez la tomate vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici a permis de constater que cette fois— ¢i la bioprotection n’est pas corrélée aux
effets précédemment cités, du fait que il n’y pas de contact direct (Physique), entre
I’antagoniste et le pathogene (systéme Split). Ce genre de bioprotection suggére
I’activation des systéemes de defense de la plante (ISR) de facon systémique suite a la
présence des antagonistes. Les essais comparatifs conduits selon le systéme classique,
contact direct entre les antagonistes et le pathogéne, ont montré des taux de bioprotection
souvent plus élevés, traduisant un effet cumulatif de I’ensemble des mécanismes (antibiose

+ compétition trophique + ISR).

Dans la troisieme partie de notre travail expérimental, concernant la réceptivité du
sol a la fusariose vasculaire de la tomate, nous avons pu établir la notion de modulation de
I’expression de la maladie a travers la variabilité microbiologique et les paramétres
trophiques. L’équilibre entre la pathogéne et les antagonistes a été expliqué a travers les
concentrations croissantes du pathogéne ou il a été enregistré une nette régression du taux
d’infection, méme au niveau des plants atteints la maladie était de moindre gravité
(jaunissement total mais pas de flétrissement et/ou de mortalité). La présence des
antagonistes provoque des effets notables sur la contamination et I’infection des plants de
tomate, donc il y a impact sur I’équilibre microbien dans le sol en faveur de la plante par
inhibition soit de la croissance du pathogéne ou en altérant ses capacités

phytopathologiques.
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Dans cette derniére partie, les apports en fer et en carbone ont permis d’observer
des fluctuations des pouvoirs antagonistes, s’exprimant a travers la quantité et la qualité de
la maladie, marquant ainsi I’effet positif de I’addition du glucose favorisant plus le
pathogene, alors que I’incorporation de ’EDTA réprime le pathogéne par le biais de la
stimulation de I’activité bactérienne notamment en synthése de sidérophores. Il est a
signaler que plusieurs auteurs ont rapporté I’importance des mécanismes d’action qui sont

variables mais demeurent sous la dépendance du métabolisme primaire microbien.

Relativement a la différence microbiologique entre nos trois antagonistes (origine
fongique ou bactérienne), il a été constaté une meilleure intensité dans I’action de
protection des plantes dans les traitement assurés avec I’association de deux et/ou des trois
antagonistes. Ceci s’explique par la variabilité des mécanismes d’action connus chez des
antagonistes, donc cette co-inoculation procure un effet synergétique qui peut conjuguer
les effets d’antibiose (origine bactérienne) et le effets de compétition pour le carbone et les
sites infectieux (origine fongique).

Cette étude souligne la diversité des mécanismes d’actions qui peuvent étre
exploités chez ce genre de microorganismes antagonistes, surtout pour lutter contre de
telles pathogénes dont I’origine tellurique, I’action systémique et les potentialités de
conservation et de transmission ne font qu’aggraver et de rendre méme impossible
I’efficacité de méthodes de lutte classique. Il faux aussi souligner I’importance des effets
de bioprotection obtenus suite a I’association de plusieurs antagonistes, méme s’il s’agit
de deux types différents (champignon et bactéries). Cette association peut procurer d’une
part une complémentation dans les effets, en plus du cumul, voire méme des actions

synergiques pour de meilleures actions de biocontrole.

Il est fortement souhaitable d’approfondir les investigations relatives a la mise en
ceuvre des mécanismes antagonistes, en prospectant mieux les aspects microbiologiques
(trophiques et adaptatifs dans le sol), sans omettre les possibilités de formulation et de
conception des inoculums microbiens destinés a I’emploi pratique. Les inoculums
microbiens bénéfiques peuvent apporter un plus aux méthodes classiques, diminuer le
recours systématique aux pesticides chimiques et méme participer activement dans la

restauration de la fertilité des sols.
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