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Antagonistic activities of fluorescent Pseudomonas spp. and
Trichoderma sp. toward two formae specialis lini and lycopersici of
Fusarium oxysporum

Abstract

The objective of this work is to highlight, the effects and the antagonistic
potentialities of certain stains of fluorescent Pseudomonas spp. and Trichoderma sp.
toward Fusarium oxysporum f. sp. lini the causal agent of the fusarium wilt of flax and,
F. oxysporum f. sp. lycopersici the causal agent of fusarium wilt of tomato.

The realization of in vitro test of the apical growth of the three filamentous fungi
(Trichoderma sp., F. oxysporum f. sp. lini and F. oxysporum f. sp. lycopesici) revealed a
strong and fast growth of Trichoderma sp. compared to the pathogenic strains of F.
oxysporum, which can be implied in the capacity of this fungus to better colonizing soil
and plant tissues.

The results of direct confrontation showed antagonistic effects exerted by the
strains (PP) and (C7R12) of fluorescent Psuedomonas spp. and Trichoderma sp. toward
two formae specialis lini and lycopersici of F. oxysporum. The rate of inhibition of the
mycelial growth going up to 75 %.

In situ, the application of the two rhizobacteria generated actions of biological
control, which it is on the rates of infection or in severity of the disease. With the
variety of the brown flax (Linum usitatissimum var. niagara) the rates of biological
control are respectively 25% and 19, 27%. With the variety of the golden flax (Linum
usitatissimum var. astral) the rates are 20% and 72, 72%.

Key words: Biological control, Antagonism, fluorescent Pseudomonas spp.,
Trichoderma sp., Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, F. oxysporum f. sp. lini,



Activités antagonistes des Pseudomonas spp. fluorescents et de
Trichoderma sp. vis-a-vis des deux formes spéciales lini et lycopersici de
Fusarium oxysporum

Résumé

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence, les effets et les potentialités
antagonistes de certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescents et de Trichoderma sp.
vis-a-vis de Fusarium oxysporum f. sp. lini I’agent causal de la fusariose vasculaire du lin et,

F. oxysporum f. sp. lycopersici 1’agent causal de la fusariose vasculaire de la tomate.

La réalisation du test in vitro de la croissance fongique des trois champignons
filamenteux (Trichoderma sp., F. oxysporum f. sp. lini et F. oxysporum f. sp. lycopesici) a
révélé une croissance forte et rapide de Trichoderma sp. par rapport aux souches pathogenes
de F. oxysporum, ce qui peut étre impliqué dans le pouvoir de ce champignon a mieux

coloniser le sol et les tissus vegétaux.

Les résultats de confrontation directe ont montrés des effets antagonistes exercés par
les souches (PP) et (C7R12) de Psuedomonas sp. fluorescents et de Trichoderma sp. vis-a-vis
de deux formes spéciales lini et lycopersici de F. oxysporum. Le taux d’inhibition de la

croissance myc¢lienne allant jusqu’a 75%.

In situ, I’application des deux rhizobactéries a engendré des actions de biocontréle,
que ce soit sur les taux d’infection ou en sévérité de la maladie. Avec la variété du lin brun
(Linum usitatissimum var. niagara) les taux de biocontr6le sont respectivement de 25% et
19,27%. Avec la variété du lin doré (Linum usitatissimum var. astral) les taux sont 20% et
72,72%.

Mots clés : Biocontrole, Antagonisme, Pseudomonas spp. fluorescents, Trichoderma

sp., Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, F. oxysporum f. sp. lini,
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Introduction

INTRODUCTION

La lutte contre les maladies des plantes cultivées, notamment celles causées par les
champignons phytoparasites, se base essentiellement sur les techniques de lutte chimique. Ces
derniéres années, en plus des cas de résistance et de I’inefficacité de certaines formulations
chimiques, d’autres soucis écologiques et de santé commencent a marquer les esprits en

suscitant un certain nombre de problémes et d’oppositions (Corbaz, 1990).

En plus de ces problémes suscités, globalement la lutte chimique est sans efficacité et
ne donne pas de réussite dans le cas des maladies vasculaires, et pose encore plus de
difficultés lorsque 1’agent pathogene est un habitant du sol (Guillaumin et al., 1998). Dans ce
méme contexte, les fusarioses vasculaires, en plus de leur action systémique, le champignon a
la capacité de s’héberger et de se conserver pour de longues périodes dans le sol. Les
fusarioses sont connues comme étant des maladies redoutables, affectant de nombreuses

espéces vegetales et causant des pertes économiquement considérables (Agrios, 2005).

Vis-a-vis de ce genre de pathologies végétales, d’autres alternatives sont proposées,
telles que la stimulation des défenses naturelles de la plante, le choix de génotypes tolérants

ou résistants et les tentatives de lutte biologique.

Parmi les agents exploités en lutte biologique vis-a-vis des fusarioses vasculaires, les
rhizobactéries, ont été reconnues comme des agents potentiels de biocontréle (Bloemberg et
Lugtenberg, 2001). Les effets des rhizobactéries peuvent non seulement permettre de stimuler
la croissance des plantes mais aussi de s’opposer aux agents phytopathogenes (Suslow, 1982;
Weller, 1988). Une grande diversité existe parmi les rhizobactéries, mais 1’intérét s’est porté
sur les espéces ayant des capacités d’assurer une protection biologiques des plantes vis-a-vis
d’autres microorganismes phytopathogénes. Ces rhizobactéries phytobénéfiques sont classées
en deux groupes : les symbiotiques et les non symbiotiques (Jaca, 1970).Les Pseudomonas
spp. fluorescents constituent un groupe de bactéries non symbiotique, capable d’assurer des
effets positifs sur les plantes. Ces effets sont principalement la phytostimulation, la

bioprotection et I’induction de la résistance chez les plantes (Leong, 1986).

La lutte contre les fusarioses vasculaires peut étre menée aussi en utilisant des souches
de Trichoderma sp, sélectionnées pour leurs activités antagonistes contre les formes spéciales

pathogenes (Mouria, 2007).



Introduction

Trichoderma harzianum et Trichoderma viridae sont des agents antagonistes ayant
démontré un bon potentiel de biocontrdle. Leur modes d’action sont variés et complexes : la
compétition pour nutriments, la colonisation des racines, ’induction de la résistance

systémique et I’antibiose (Michelina et al., 2011).

Notre travail s’intéresse a mettre en évidence, les effets et les potentialités
antagonistes de certaines souches de Pseudomonas putida (PP), de pseudomonas fluorescens
(C7R12) et de Trichodermasp. vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp.lini agent de la fusariose
vasculaire du lin, et Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici agent de la fusariose vasculaire de
tomate. En plus des essais d’antagonismes in vitro, nous avons expérimentés in situ
I’interaction Fusarium oxysporum f.sp.lini avec les souches (PP), et (C7R12) de

Pseudomonas spp. fluorescents. en interaction avec les plantules du lin.



PARTIE 1: Données bibliographiques

I. ANTAGONISME MICROBIEN

En raison d’un éventuel controle biologique des maladies des plantes, de nombreux
travaux ont été réalisés sur la recherche d’antagonistes microbiens issus du sol (Lockwood,
1981 ; Digat, 1992 ; Alabouvette et al., 1993; Verma et al., 2007). Au sein de la microflore
tellurique, on trouve une tres grande proportion de microorganismes antagonistes: les
bactéries (Pseudomonas, Erwinia, Bacillus, Agrobacterium, Enterobacter), les champignons
(Trichoderma, Penicillium et Sclerotinia) (Corbaz, 1990; Alabouvette et al., 1993) et des
champignons pathogenes et non pathogenes (Fusarium oxysporum et Pythium) (Alabouvette

etal., 1999).

Tableau 1 : Différents microorganismes utilisés en lutte biologique.

Agents de biocontréle Modes d’actions Références
Aspergillus niger Production de (Mujeeber et Shahana,
phenylethanol, acide 2002)
phenylacetique, et acide
phynoxycetic
Penicillium digitatum Liberation des enzymes (Mujeeber et Shahana.,
Penicillium oxalicum Lytiques 2002)

Trichoderma harzianum
Trichoderma viridae

Compétition pour
nutriments, colonisation
de racines, induction de
résistance systémique,
antibiose

(Michelina et al., 2011)

Pseudomonas spp

Production de
sidérophores

(pyoverdine et
pyochiline) et
’antibiotique.

(Dmitri et al., 2006)

Bacillus subtilis

Production de
phenylethanol, acide
phenylacetique, et acide
phynoxycetic

(Shanmugam et
kanoujia, 2011)

Fusarium oxysporum non
pathogéne (Fo47)

Compétition pour
nutriments, colonisation
de racines, induction de
résistance systémique

(Alabouvette et al.,
2008; Kaur et al., 2010)
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1. LES PSEUDOMONAS SPP. FLUORESCENTS

Le groupe des Pseudomonas fluorescents est composé de bactéries, qui dans les
conditions de carence en fer produit des pigments jaune-vert fluorescents (Figurel), a l'origine
de leur nom. Principalement huit especes appartiennent a ce groupe: P.aeruginose,
(pathogéne de I’homme). P.syringae, P.viridiflava et P.cicboriiqui sont des bactéries
phytopathogeénes, et enfin P.fluorescens, P.putida, P.aueofaciens et P.chlororaphis qui sont

des saprophytes (Jacques, 1993).

Figure 1 : Pigment jaune- vert fluorescent de Pseudomonas fluorescents
(hppt:/www.cresa.cat-Pfluorescens-Cetrimide4-800x531.jpg) 2006.

Les Pseudomonas spp. fluorescents. sont adaptées a la survie dans le sol et la
colonisation des racines des Plantes (Kielyet al.,2006). Dans certains cas, elles représentent
plus de 60% de la microflore bactérienne totale du sol (Digat, 1994).

Au cours de ces dix derniéres annees, de nombreuses publications ont été publiées sur
des essais réalisés en serre ou au champ qui montre 1’intérét potentiel des P. fluorescents non
pathogenes autant qu’agents de lutte biologique contre plusieurs agents phytopathogenes
(Weller et Cook, 1983).

1.1. ACTIVITES PHYTOBENEFIQUES

Les Pseudomonas spp. fluorescents assurent de multiples actions phytobénéfiques,
notamment la phytostimulation de certaines cultures (Van Peer et Shippers, 1989), la
bioprotection vis-a-vis de nombreux agents phytopathogénes (Leong et al., 1986), I’induction

de la résistance chez les plantes (Bakkeret al.,2003), la stimulation de la germination
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(Digatetal., 1990) et la stimulation des interactions entre la microflore symbiotique et la
plante héte (Howellet al., 1987).

1.1.1. Stimulation de la croissance des plantes

De nombreux travaux font état d’une stimulation de la croissance des plantes et du
rendement des cultures aprés leur bactérisation (Van Peer et Shippers, 1989). Les
mécanismes, qui induisent ces gains de croissance, sont souvent la concentration de certaines
métabolites secondaires, telles que les auxines, 1’acide gibbérllique (Brown, 1972), 1’éthyléne
(Frankenberger et al., 1993), I’acide succinique et 1’acide lactique (Yoshikawa et al., 1993),
I’acide indolacétique (AIA) (Mardukhova et al., 1991) et certaines vitamines (Rodelas et al.,
1993).

En plus de ces métabolites secondaires, les Pseudomonas spp. Fluorescents peuvent
contribuer dans I’amélioration de 1’alimentation minérale des plantes, essentiellement pour le
fer, le phosphore, 1’azote et le manganése. (Lugtenberg et al., 1991 ; Lemanceau,1992; Kol et
Hajra,1997; Compantet al., 2005).

1.1.2. Protection des plantes contre les maladies d’origines telluriques

L’utilisation des bactéries pour lutter contre les maladies d’origine tellurique a fait
I’objet de nombreuses synthéses bibliographiques (Schroth et Hancock, 1982;Leong, 1986;
Neilands et Leong, 1986; Fravel, 1988; Lemanceau, 1992)

Les différents modeéles biologiques utilisés, mettent en jeu différentes souches de
Peudomonas spp. Fluorescents vis-a-vis de différentes maladies. Méme si les travaux de
lutte biologique sont trés nombreux, il est regrettable de constater que peu d’expérimentation
évalue efficacité de cette lutte et ses conséquences positives en terme d’augmentation du
rendement dans les conditions pratiques (Kloepper et al., 1980 ; Suslow et Schroth,1982 ;
Weller et Cook , 1986 ; Xu et Gross, 1986 ;Saktivel et Gnanamomickam,1987 ; Leeman et
al., 1991 ; Lemanceau et Alabouvette, 1991).

1.1.3. Induction de la résistance chez les plantes

Certaines PGPR peuvent induire I’expression des capacités défensives chez certaines
plantes. Ce mécanisme est décrit comme 1’induction de la résistance systémique (ISR) (Van

Loon et al., 1998). Kloepper et al., (1980) Ont découvert indépendamment que I’ISR est le
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mode d’action des PGPR, spécialement chez les Pseudomonas spp. fluorescents qui sont

capables ainsi de supprimer les maladies.

L’induction de la résistance systémique des plantes par ces rhizobactéries, peut inhiber
le développement des pathogénes d’une fagon directe. Il a été démontré que les deux
microorganismes sont séparés spatialement pour la durée d'expériences visant a déterminer
l'existence d'une réponse d’ISR (Bakkeret al.,2003). La souche bactérienne CHAO
appartenant au groupe des PGPR provoque une augmentation racinaire et une résistance
naturelle au Thielavio psisbacicola sur des plantes de tabac bactérisées (Voisard et al., 1989).
Défago et al., (1990),suggérent donc que la production de HCN (acide cyanhydrique) par la
souche CHAO provoquerait sur la plante un stress auquel elle réagirait par une augmentation

de son systeme racinaire et de sa résistance naturelle.
1.2. MECANISMES D’ACTION

Les microorganismes peuvent exercer une activité antagoniste selon différents
mécanismes incluant: la compétition, I’antibiose, la production de quelques métabolites
secondaires a I’exemple de I’acide cyanhydrique et d’autres enzymes (Widden, 1994). Un
microorganisme donné peut exercer une activité antagoniste en utilisant plusieurs mécanismes

a la fois (Kloepper et al.,1980)
1.2.1. Compétition trophique

Les différentes espéces de Pseudomonas spp. fluorescents qui colonisent la
rhizosphéere, possedent plusieurs caractéristiques intrinséques qui les rendent particuliérement
intéressantes pour une utilisation comme agents de lutte biologique. Elles peuvent
concurrencer les autres microorganismes pour la nourriture et pour 1’espace. Leur capacité a
coloniser les racines et a y maintenir une forte densité de population est remarquable (Haas et
Keel, 2003). Cette grande rhizocompétence, vient sans doute de leur taux de croissance plus
élevé que celui de la plupart des autres rhizobactéries, et de leur capacité a métaboliser
efficacement plusieurs composés des exsudats racinaires (Chin et Bloemberg, 2000).

Méme si 'utilité de la compétition pour 1’espace ne peut étre complétement exclue,
I’essentiel des travaux concernant la compétition, instaurée pas les rhizobactéries, porte sur la
compétition trophique et, en particulier, sur la compétition pour le fer, comme en témoignent
les différentes synthéeses bibliographiques concernant ce sujet (Meyer et Abdellah, 1978;
Neilands et leong, 1986; Loper etBuyer, 1991).
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Quoique trés abondant, le fer se trouve souvent sous forme de polyméres d’hydroxy
des ferriques tres insolubles. Les Pseudomonas spp. Fluorescents possédent un mécanisme
tres specifique de captation des ions ferriques basé sur la production de sidérophores en

conditions de carence en fer.

Les sidérophores sont des molécules de faible poids moléculaire chélatrices du Fe3*et

servant de transporteur d’ion ferrique a I’intérieur de la cellule. La compétition pour le Fe3*est

impliquée dans la suppression de la fusariose vasculaire (Fusarium oxysporum ) par certaines

souches fluorescentes de Pseudomonas via la production des sidérophores (Lepoivre, 2003).

Les P. fluorescents synthétisent particulierement un pigment jaune-vert fluorescent
nommé pyoverdine, ou sidérophore permettant la capture des ions de fer(Fe3*); ces molécules

sont constituées d’une partie peptidique liée a un chromophore fluorescent de couleur jaune-
vert (Demange et al., 1987). En capturant les ions de fer, ces bactéries les rendent
indisponibles aux autres microorganismes ne possédant pas de systéeme de captation du fer a
forte affinité (Haas et Defago, 2005). Un autre sidérophore sécrété par les Pseudomonas spp.
fluorescents, la pyochéline, qui est dite de faible affinité décelée chez P. aeruginosa ou
sonénantiomere 1’Enantio-pyochelin qui se trouve chez Pseudomonas fluorescens, permettent
d’exercer une compétition pour le fer mais aussi pour le zinc et le cuivre (Phoebe et al.,
2001).Certaines souches de Pseudomonas spp. Fluorescents apparaissent méme capables

d’incorporer les sidérophores excrétés par d’autres micro-organismes (Koster et al., 1991).
1.2.2. Antibiose

L'antibiose est définie comme « I'inhibition d'un organisme par le produit métabolique
d'un autre organisme » (Cook et Baker, 1974).La production d’antibiotiques est reconnue
comme un mécanisme important par le quel les agents de biocontrdle, notamment les PGPR,
peuvent empécher le développement des agents phytopathogénes (Thomashow et al., 1997).
Ce mécanisme d'action est le plus important chez les Pseudomonas spp.fluorescents, afin
d'inhiber la croissance d'organismes compétiteurs. L’antibiose exercee par certaines souches a
d’abord été mise en évidence in vitro (Lemanceau,1992). Les recherches réalisées, par la
suite, ont permis I'isolement de plusieurs molécules antibiotiques (Raaijmakers et al., 2002).
Les premiéres molécule santibiotiques isolées d'une souche (Pf-5) de P.fluorescens et
identifiées sont la pyrrolnitrine en 1979 (Howell et Stipanovic, 1979) puis la pyolutéorine
(Howell et Stipanovic, 1980). Par la suite, d'autres composes ont été isolés comme la

7
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phénazine (Thomashow et Weller, 1988) le Diacetylphloroglucinol (DAPG) (Vincentet al.,
1991), la pyocyanine et la viscosamide (Nielsen et al., 1999) (Tableau 2).

Le mode d'action de certaines de ces molécules est déja élucidé. Les phénazines,
analogues des flavines (Coenzymes), libérent des radicaux libres en présence de pyochéline
chargée en ions ferreux qui causeront des dommages aux lipides et autres macromolécules.
Pour sa part, le DAPG cause des dommages aux membranes de Pythiumspp. et inhibe
fortement la germination des zoospores de cet oomycete. Le cyanide d'hydrogéne produit
également par P. fluorescens peut inhiber un grand nombre de métalloenzymes. Les
lipopeptides produits par les P.fluorescens jouent le role de surfactants et peuvent s'insérer
dans les membranes microbiennes causant d'importants dommages a certains

microorganismes (Haas et Defago, 2005) (Tableau 2).
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Tableau 2 : Molécules actives produites par les Pseudomonas spp.(Raaijmakers et al., 2002 ;
Fernando et al., 2006 ; Bojanowski, 2011).

Molécules actives

Espéce/souche

Référence

2,4-diacétylphloroglucinol

Phénazines

Oomycine A

Pyolutéorine

Pyrrolnitrine

Viscosinamide

Butyrolactones
Sulphonamide
Pyocyanine
Acides
pseudomonique

Azomycine

Karalicine

FR901463

Pseudomonas spp.
Q2-87

CHAO

Pf-5

Q8rl-96
Pseudomonas spp.
2-79RN

30-84

10

PCL1391

Pseudomonas fluorescens
Hv37a

P. fluorescens

Pf-5

CHAO

P. fluorescens BL915

P. fluorescens DR54

Pseudomonas aureofaciens

63-28

Pseudomonas spp

Pseudomonas spp.

Pseudomonas
fluorescens

Pseudomonas
fluorescens

Pseudomonas
fluorescens
Pseudomonas puti da

Pseudomonas spp

Vincent et al. (1991)
Keel et al.(1992)
Howell et Stipanovic
(1979)

Raaijmakers et Weller
(2001)

Weller (1983)

Pierson et
Thomashow(1992)
Chin et al. (1998)
Gutterson et al. (1986)
Howell et Stipanovic
(1979)

Keel et al. (1992)

Ligon et al. (2000)

Nielsen et al. (1999)

Gamard et al. (1997)

Kim et al. (2000)

Baron et Rowe (1981)

Fuller et al. (1971)

Shoji et al. (1996)

Lampis et al. (1996)

Nakajima et al. (1996)
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2. TICHODERMA

2.1. TAXONOMIE

Le genre Trichoderma a été décrit par Persson en 1874, est utilisé depuis les
annees1930 dans la lutte biologique appliquée en agriculture. Différentes especes de ce genre
ont montré leur efficacité dans la lutte contre les agents phytopathogénes aériens et

telluriques.

La taxonomie moderne des champignons a aboli I'embranchement des
Deuteromyecotina, auquel appartenait le genre Trichoderma. La position taxonomique actuelle

des Trichoderma sp se présente comme suit (Bissett, 2004):

o Embranchement : Amastigomycota et/ou Eumycetes
o Sous embranchement : Ascomycotina

o Classe : Sordariomycetes

o Ordre : Hypocréales

o Famille : Hypocraceae

] Genre : Trichoderma

2.2. MODES D’ACTION

Trichoderma sp posséde une batterie de mécanismes d’attaque potentiellement
utilisables mais qui demeurent toutefois complexes. Il peut employer un ou plusieurs modes

d’action en méme temps pour maitriser un agent pathogene.

Le déploiement des modes d’action varie également selon les partenaires et les
conditions physico-chimiques du milieu (températures, humidité, etc....). Trichoderma est
efficace lorsqu’on lui permet de s’installer avant 1’arrivée des champignons pathogénes. Son
action est donc préventive. Et permet, au niveau des racines, de créer un manchon protecteur
autour de celles-ci et ainsi contrer I’entrée des agents pathogénes a 1’intérieur des racines. Une
fois installée, Trichoderma peut avoir un effet stimulant pour la plante en absence de

champignons pathogenes (Caron, 2002).

10
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2.2.1. Antibiose et métabolites secondaires

L’antibiose se manifeste par un arrét de la croissance mycélienne des champignons. In vitro,
aucune évolution des champignons dans le temps n’est observée et les fronts mycéliens sont
séparés par une zone claire, généralement de3 a 5 mm (Caron, 1993). (Ghisalberti et
Sivasithamparam, 1991) ont décrit diverses substances antibiotiques produites par

Trichoderma sp qui seraient responsables de leurs propriétés antagonistes.

La mise en évidence de la production de métabolites secondaires par Trichoderma sp a
été rapportée pour la premiére fois par Weidling (1934), concernant un antifongique
(Papavizas, 1985). La littérature cite que les métabolites importants de Trichoderma sp sont
principalement des enzymes et des molécules bioactives. Elle résulte de la production de
substances qui agissent comme des «antibiotiques » et qui inhibent la croissance de I’agent

pathogene, telles que :

Métabolites volatils: pyrone, éthyléne, cyanure d'hydrogene, alcools, aldéhydes
(Vizscaino et al., 2005)

Meétabolites non volatils diffusibles: polyacétates (antifongiques, antibiotiques),
trichotécenes (variété de toxines actives sur microorganismes et mammiféres) notamment les

trichodermines.

Meétabolites polypeptidiques ciclosporines immunosuppresseurs anti- inflammatoire;
(et les peptaibols, qui sont généralement assimilés a des mycotoxines peptidiques) (Landreau,
2001)

2.2.2. Mycoparasitisme et production des enzymes lytiques

Les enzymes qui dégradent les parois cellulaires fongiques sécrétées par Trichoderma
sp telles que les chitinases et les 3 glucanases sont considérées comme étant les déterminants
majeurs de D’activité antagoniste (Elad et al., 1982;Lorito, 1998). Des nombreux travaux
indiquent clairement qu’en particulier les chitinases jouent un réle principal (Kubicek et al.,
2001). Quelques enzymes chitinolytiques de Trichoderma harzianum ont été purifiées et

caractérisées (Harman et al., 1993).
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2.2.3. Lacompétition

Elle se manifeste par I’aptitude de Trichoderma sp a utiliser les mémes ressources du
milieu (aires d’alimentation, sites de développement) que les champignons pathogenes, mais
Trichoderma sp emploie ce mode d’action surtout pour occuper les lieux avant 1’arrivée des
indésirables. Lors de la compétition, Trichoderma sp croit fréquemment en paralléle avec son
héte et s’attache au mycélium de 1’hote par des crochets ou par les haustoriums soit par
enroulement. ou par les appressoriums (Elad et al., 1983;Harman et al., 1993; Papavizas,
1995).

Les souches de Trichoderma peuvent également étre agressifs (Wardle et al., 1993) et
agir en tant que concurrents aux pathogenes fongiques dans leurs phases saprophytigues,
surtout lorsque les nutriments constituent un facteur limitant (Simon et Sivasithamparam,
1989).

Trichoderma a un effet inhibiteur sur les sclérotes de Botrytis (Dubos et al., 1982). Il
diminue le nombre de conidies provenant des sclérotes par effet putrescible, ce que les

fongicides ne font pas. Trichoderma inhibe également la formation de nouveaux sclérotes.
2.2.4. Colonisation racinaire

La capacité de Trichoderma harzianum a produire des métabolites antifongiques, y
compris des composés volatils, explique bien cet usage. Les chitinases, glucanases et
protéases libérées par ces Trichoderma dégradent les parois des champignons pathogénes sans
altérer les cellules des racines des plantes. Les métabolites antibiotiques, tels les peptaibols
(par exemple, trichorzianines), agissent en synergie avec les enzymes pour attaquer les
champignons cibles. Trichoderma harzianum se développe au contact des racines et les

colonise superficiellement sans aucun dommage.

Il a été montré que Trichoderma virens colonise les racines du coton et inhibe la
croissance de Macrophomina phaseolina (pourriture des racines) apporté par le sol (Howell,
2003).
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2.2.5. Stimulation de la croissance des plantes

La colonisation des racines par Trichoderma sp peut augmenter la croissance et le
développement des racines, le rendement des cultures, la résistance aux stress abiotiques et

I'absorption et l'utilisation des nutriments (Harman et al., 2004).

Selon Harman et al, (2004), les champignons bénéfiques tel que Trichoderma sp
peuvent stimuler la croissance des plantes par I’augmentation des ¢léments nutritifs, par une
efficacité dans I’utilisation de 1’azote, et par la solubilisation des éléments nutritifs dans le
sol. Altomar et al, (1999) ont montré que Trichoderma harzianum1295-27 solubilisait le

phosphate et les micro-éléments impliqués dans la stimulation de la croissance végétale.

Les effets de stimulation de la croissance proviennent de l'action directe des
Trichoderma sur les plantes et ne sont pas directement liés aux antagonismes avec les
pathogenes. Ces effets sont visibles aussi bien sur des substrats de culture non désinfectés que
sur des substrats stériles. Les mécanismes de stimulation de croissance sont mal élucidés et
pourraient étre di a la suppression des dommages oxydatifs sur les racines, a la sécrétion de
facteurs de croissance par le champignon, a l'inhibition de la microflore génante et a

I'amélioration du transport des micronutriments (Menzies, 1993).

Les effets sont inégaux d'une souche a l'autre. Certaines souches possédent des effets
stimulateurs de croissance mais d'autres ont des effets inhibiteurs (par exemple: Trichoderma
viride RF1 (Menzies, 1993).

2.2.6. Induction de la résistance chez lesplantes

Plusieurs exemples de succes de la lutte biologique ont été attribués aux mécanismes
de mycoparasitisme et ou 1’antibiose, a la rhizosphére compétence, aux enzymes lytiques
telles que les chitinases et les glucanases et a I’induction des mécanismes de résistance de la
plante (Chet, 1987; Howell et al.,1993; Lo et al., 1998; Yedidia et al., 1999). Le renforcement
des activités antifongiques a été montré chez les plantes et les microorganismes. Des plants de
tabac et de tomate exprimant des chitinases recombinantes a partir de Trichoderma harzianum
ont exprimé une grande résistance a 1’égard d’un grand nombre d’agents phytopathogenes

(Lorito, 1998).
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Il. LES FUSARIOSES VASCULAIRES DU LIN ET DE LA TOMATES

Les fusarioses vasculaires sont des maladies communes de flétrissement fongique,
provoquées par les formes spéciales lini et lycopersici de Fusarium oxysporum (Snyder et
al.,1940). Elles sont économiquement dommageable pour ces cultures (Dreistadtet al.,
2004).Les fusarioses vasculairessont des maladies qui peuvent étre présenté tout au long de la

végetation (Anonyme, 2011).

Le genre Fusarium, se caractérise par une reproduction asexuée, en produisant trois
types de spores : les macroconidies, les microconidies et les chlamydospores (Figure 2)
(Ohara et al., 2004 ; Nadales,2010 ). Les microconidies sont les plus abondantes et produites
par le champignon dans toutes les conditions, c'est aussi le type de spore le plus fréquemment
présent dans les vaisseaux des plantes infectées. Les macroconidies sont généralement
présentes sur la surface des plantes tuées par cet agent pathogene, et les chlamydospores sont

moins produites comparées aux autres (Rheinberg, 1988).
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Figure 2:Conidies de Fusarium (Nadales, 2010).

Les études taxonomiques sur Fusarium oxysporum, en se basant essentiellement sur
les caractéristiques morphologiques : la forme des macroconidies (Figure 2), la forme de la
cellule basale des macroconidies, la forme des microconidies, la présence ou I’absence des

chlamydospores (Larrylet al., 1993).

1. FUSARIUM OXYSPORUM F.SP.LINI

La fusariose vasculaire du lin est une maladie causée pas le champignon Fusarium

oxysporumf.sp.lini. La contamination se réalise uniquement a partir du sol (Murray, 1993).
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Selon Snyder et Hansen (1940), la taxonomie de 1’agent causal de la fusariose

vasculaire du lin est comme suit :
Régne : Fungi (Eumycetes)
Embranchement : Ascomycetes
Sous Embranchement : Ascomycotina
Classe : Hypocreomycetidae
Ordre : Hypocréales
Famille : Nestriaceae
Genre : Fusarium
Espéce : F.oxysporumf. sp lini
1.1. SYMPTOMATOLOGIE

Les plantes peuvent étre attaquées par F. oxysporum f.sp lini a n'importe quel stade de
leur développement, il produit généralement plusieurs symptémes mais les plus importants
d'entre eux sont : le flétrissement et le brunissement du systeme vasculaire (Agrios, 1988;
Smith et al., 1988) (Figure 3).

Bien que cette maladie provoque principalement le flétrissement, la fonte des semis
peut se produire en tout début de végétation. L’infection commence par les racines et le collet,
la plante cesse de croitre puis meurt par temps sec ou pourrit par temps humide (Rheinberg,
1988; Smith et al., 1988).

Plus tard en végétation, avant 1’apparition des bourgeons floraux, I’apex de la tige peut
jaunir et se courber et la plante se fane. La culture semble souffrir de sécheresse et les parties
attaquees sont bien jaunes brunatres. Le feuillage se desséche. Entre la floraison et la maturite,
les plantes peuvent étre attaquées. La maladie se manifeste par un desséchement des feuilles,

qui tombent prématurément.

La tige brunit et meurt, la plante prend un aspect brun rouge. Les plantes malades
présentent au niveau du collet un feutrage blanc rosé par temps humide. Fusarium
oxypsorumf. sp. Lini, remonte dans la plante par les racines et les tissus conducteurs et produit

des toxines nocives (Agrios, 1988).
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Les symptdmes deviennent généralement plus apparents au cours de la période
comprise entre la floraison et la maturation des fruits. Une attaque précoce en gendre une
destruction totale de la liniére (Jones et al., 1982; Smith et al., 1988).
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Figure 3 : Flétrissement du lin causé par Fusarium oxysporum f.sp.lini( Snyder Et Hansen
1985)

1.2.  CYCLE BIOLOQIQUE

Le cycle de la maladie de Fusarium oxysporum f. sp lini inclus deux phases, phase

saprophyte et phase parasitaire (Nelson, 1981 ; Beckman, 1989)

1 - La phase saprophyte :(en absence de la plante héte), le champignon Fusarium
oxysporum f. sp lini est un saprophyte abondant et active dans le sol et la matiére organique,
avec certaines formes spécifiques qui sont pathogénes des plantes (Smith et al., 1988). Sa
capacité saprophyte lui permet de survivre dans le sol entre les cycles des cultures dans les
débris végétaux infectés. Le champignon peut survivre soit sous forme de mycélium, ou

comme l'une de ses trois types de spores asexuees (Rheinberg, 1988).

2 - La phase parasitaire : (en présence de la plante hote) : les plantes saines peuvent
étre infectées par F. oxysporum si le sol dans lequel elles poussent est contaminée par le
champignon. Les racines libérent des exsudats qui stimulent la germination  des
chlamydospores et la croissance du mycélium (Schroth et Hildebrand, 1964). Le champignon
peut envahir la plante soit avec son tube germinatif des sporanges ou avec le mycélium en
envahissant les racines, via les blessures ou au point de formation de racines latérales (Agrios,
1988).
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2. FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. LYCOPERSICI

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici est 1’agent responsable du flétrissement
vasculaire des cultures de tomate (Lycopersicon esculentum L.) a travers le monde (Snyder et
Hansen, 1940).

Selon (Agrios, 1988), la taxonomie de 1’agent causal de la fusariose vasculaire de la

tomate est comme suit :

Regne : Mycota

Division : Eumycota

Sub-division : Deuteromycota

Classe : Hyphomycota

Ordre : Hyphale

Famille : Tuberculariaceae

Genre : Fusarium

Espéce : Fusarium oxysporumf.sp lycopersici (Agrios, 1988).
2.1. SYMPTOMATOLOGIE

Le flétrissement fusarien ou bien la fusariose vasculaire de la tomate se distingue par
une symptomatologie typique des trachéomycoses, souvent ayant comme conséquence des

flétrissements et des décolorations du systéme vasculaire.

L’évolution des symptomes ainsi que leur gravité¢ différent selon les stades

phrénologiques de la plante (Figure 4) (Beckmane, 1989).

Chez les jeunes plantes infectées nous observons :

o Un arrét de croissance.

o Base de la tige plus ou moins élargie.

o Coloration des tissus vasculaires en brun foncé (Figure 4-A).

o Quelques feuilles deviennent jaunatres et peuvent se courber vers le bas

et se détacher (Figure 4-B, D).
o Flétrissement partiel ou total (Figure 4-B, C).
o Mortalité des plants (Figure 4-B).
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Chez les plantes &gées nous observons particuliérement :

o Coloration des tissus vasculaires en brun foncé (Figure 4-A).

o Jaunissement souvent unilatéral des feuilles pouvant se géneralisé, suivi

d’un flétrissement puis un desséchement complet de la plante et de sa mort (Figure4-
B, D).

Figure 4 : Principaux symptémes de la fusariose vasculaire de la tomate.
4-A : Décoloration vasculaire brun foncé (Cynthia, 2011).
4-B : Mort du plant (Cynthia, 2011).
4-C : Flétrissement de la tomate sous serre (Yuan-Min Shen, 2009).
4-D : jaunissement et flétrissement unilatérale de la tomate (Gardner, 2010).
2.2. CYCLE BIOLOGIQUE

Suivant la présence ou I’absence de la plante hote (la tomate), le pathogene au cours
de son cycle de vie, présente une phase saprophyte et une phase parasitaire (Nelson, 1981 ;
Beckman, 1989) :

-La phase saprophyte : elle est caractérisée par la conservation du champignon au
niveau du sol sous forme de macroconidies, microconidies et chlamydospores, il survit sur la

matiere organique provenant des débris des végétaux (Beckman, 1989).
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- La phase parasitaire : en présence de plantes hétes, les formes de conservation
germent grace a la stimulation d’exsudats racinaire, et par contact des points de formation des
racines latérales ou au niveau des blessures, permettant la pénétration du pathogene dans les
racines et son évolution a travers le cortex intercellulaire jusqu'a atteindre les tissus

vasculaires (Nelson, 1981).

La prolifération du champignon augmente dans les tissus vasculaires et provoque des
altérations, tel que le blocage de la circulation de la seve. Cette phase se termine par la mort
de la plante, ainsi la phase saprophyte recommence avec la dissémination du champignon
(Nelson, 1981).
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Figure5: Cycle biologique de Fusarium oxysporumf.sp lycopersici (Agrios, 2005)
3. LALUTTE CONTRE LES FUSARIOSES VASCULAIRES

Comme toutes les autres maladies fongiques, la lutte contre les fusarioses vasculaires
s’articule principalement sur les méthodes de lutte chimique et 1’amélioration des variétés
sensibles. En plus de ces méthodes, il ya lieu de signaler I’importance de certains méthodes
prophylactiques telle que la solarisation des sols et le choix adéquat d’une conduite culturales

défavorisant I’installation et le développement de champignon.

D’une maniere générale, I’ensemble des moyens de lutte utilisés contre les fusarioses
vasculaires ne font que ralentir la progression de la maladie (Alabouvette et Lemanceau,
1988).
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» La lutte culturale consistea :
- Utiliser des cultivars résistants (steven et al., 2007 ; Lebdi,2010).
- Utiliser des graines saines. (Steven et al., 2007).
- Pratiquer de la jachére (Blancard, 1997).
- Fertiliser le sol surtout la fertilisation azotée (nitrate) (A.D.A.B, 2001).
- appliquer la solarisation de sol (A.D.A.B, 2001).

» Lalutte chimique :

Consiste a utiliser des fongicides systémiques ou incorporés dans le sol pour

limiter le développement de pathogéne, tel que :

Les fongicides : comme le binomyl ou le Captaphol qui sont des produits efficace mais
présentent des inconvénients comme la pollution de I’environnement, induction de chlorose
chez les jeunes plantes, et la résistance de pathogeéne en cas d’utilisation abusive (Ryo et al.,

2005).

La fumigation avec le Méthyle Bromide : ¢’est un fort fumigant qui a montré une efficacité
relative vis-a-vis de la fusariose vasculaire, mais il peut inclure 1’épuisement de la couche

d’ozone, d’ailleurs il a été interdit dans certains pays (Philippae, 2008),

En raison de la forte potentialité de conservation de pathogéne dans le sol et ses
mécanismes d’envahissement et d’évolution dans la plante, la quasi -totalité de ces méthodes
de lutte ne permettent pas de contrler de maniére efficace ce genre d’ou le recours aux
technique de lutte biologique qui s’est imposé ces derniéres années comme une autre

alternative, ou pour compléter les autres méthodes de lutte citées précédemment.

La lutte biologique vis-a-vis des champignons telluriques phytopathogénes, pourrait
étre réalisée par l'application de certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescents ou

Fusarium oxysporum non pathogénes (Alabouvette et Lemanceau,1991).
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1. MATERIELS BIOLOGIQUES
1.1. ISOLATS FUSARIENS PATHOGENES

Dans notre travail expérimental, nous avons utilisé deux isolats fusariens représentant
I’espéce Fusarium oxysporum: 1’isolat fongique de Fusarium oxysporum f.sp.lini (Foln), et
I’isolat fongique de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici (Fol).

Tableau 3 : les souches des champignons filamenteux.

N° | Souches Espéces Provenance

1 Foln Fusarium oxysporum f.sp.lini (Foln) laboratoire de pathologie
du sol (INRA, Dijon,
France).

2 Fol Fusarium oxysporum f.sp lycopersici

La purification de cet isolat fongique est réalisée aprés plusieurs repiquages, par la
transplantation successive de disques mycéliens dans des boites de Pétri contenant le milieu
PDA (Potato-dextrose-Agar) (Jhonston et Booth 1983).

L’incubation des cultures fongiques a été effectuée a 25°C pendant 7 jours.
1.2.  ISOLATS ANTAGONISTES

1.2.1. Les deux agents bactériens et Trichoderma sp

L’objectif étant d’étudier les activités et les propriétés antagonistes des Pseudomonas
spp. fluorescents et de Trichoderma sp vis-a-vis de deux isolats fongiques de fusarium
oxysporum. A cet effet nous recherchons a confirmer les activités, in vitro, de deux souches :
la souche: C7R12 de Pseudomonas fluorescens, la souche PP de Pseudomonas putida,
originaires de France, et Trichoderma sp issu d’un sol de Belgique qui sont utilisées dans de
nombreux travaux expérimentaux, et se caractérisent par une aptitude de biocontrole
(Anderson et Guerra, 1985; Bakker et al., 1991; Lemanceau, 1992) (Tableau 4). Ces souches
proviennent de la collection microbienne du laboratoire de phythopathologie de 1’université

de Blida.
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Tableau 4 : Origines des isolats bactériens.

Souches de Pseudomonas | Rhizosphere Pays d’origine

spp. fluorescents

Pseudomonas putida (PP) Tomate France
Pseudomonas  fluorescens | Lin France
(C7TR12)

Trichoderma sp Sol Belgique

La pureté des souches bactériennes a été vérifiée sur le milieu B de King « KB »
(Annexe 1) (King et al. 1945), en réalisant plusieurs repiquages. L’ensemencement a été
réalisé selon la technique de suspensions dilutions. Apres incubation a 25°C pendant 24h, Les

cultures purifiées, sont stokées a 4°.

L’isolat Trichoderma sp, conservé sur milieu PDA a une température de 4° C.

2. LESOL

Le sol utilis¢ dans notre expérimentation a été préleve a partir d’une serre au niveau du

département des Biotechnologies de 1’université de BLIDA 1.

Aprés élimination des éléments grossiers et réalisation des opérations de tamisage, le
sol a subit une stérilisation dans une étuve pendant 1h 30 a 200°C, pour éliminer le

maximum de la microflore tellurique indigene.

Le sol desinfecté a été mélangé avec la tourbe a raison d’une part de tourbe et deux
parts de sol, le mélange obtenu (sol + tourbe) a éte reparti dans des pots en plastique de

dimensions de 10 cm de long et 7cm de diametre, a raison de 160 a 180 gramme par pot.

Les caractéristiques physiques du sol ont été étudiées durant ’année 2010 au niveau

du laboratoire de pédologie du département d’agronomie de 1’Université de Blida (Tableau 5).
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Tableau 5: Résultats d’analyses physiques du sol (Laboratoire de pédologie
Département des Biotechnologies de BLIDA, 2010).

Taux d'argile (A %) 10,33
Limons fins (LF %) 23,24
Granulométrie Limons grossiers (LG %) 23,77
Sable fin (SF %) 11,88
Sable grossier (SG %) 28,98
Matiére organigque (MO %) 1,89
Calcaire (cacos %) 0
Horizon (cm) 0 -20

3. MATERIEL VEGETAL

La plante utilisée pour la réalisation de nos essais d’antagonisme in Situ est le lin
commun (Linum usitatssium), avec deux variétés différentes Linum usitatissiumum var.
niagara (lin brun) et Linum usitatissiumum var. astral (lin doré), originaires de France.

3.1. LES GRAINES DE LIN BRUN

Produit : Graines de lin brun

Espéce : Linum usitatissimum var. niagara (Figure 6)

Figure 6 : Linum usitatissimum var. niagara
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Description : Petite graine brunatre de forme ovale, intéressante pour sa teneur en
mucilages.
3.2. FICHE TECHNIQUE DES GRAINES DE LIN DORE
Produit : Graines de lin doré

Espéce : Linum usitatissium var. astral (Figure7)

Figure 7: Linum usitatissium var. astral

3.3. DESENFECTION ET SEMIS
Les graines de lin sont désinfectées par trempage dans 1’eau javellisée pendant 2 a 3

minutes, suivi de 5 ringages a I’eau distillée stérile puis séchées sur papier filtre stérile.

Les graines sont déposées dans les pots en plastique, a raison d’une graine par pot sous

serre en verre. L arrosage se fait chaque jour avec I’eau courante.

Le semis se fait généralement quand la température du sol est assez élevée vers la mi-
mai, a une profondeur ne dépassant pas 2,5 a 4 cm. Son cycle végétatif est rapide, six
semaines apres les semis, le lin a déja une hauteur de 10 & 15 cm. Capable d’une croissance de
plusieurs centimétres par jour dans des conditions optimales, la plante atteint alors 70 a 80 cm
en une quinzaine de jours. Cette période correspond a I’¢longation des fibres et au
remplissage des cellules fibreuses. Les fibres ont alors atteint leur longueur maximale. Les
capsules contenant les graines vont se former au cours des quinze jours qui suivent la
floraison. Si le tégument séminal a été endommagé au moment de la récolte, les champignons
du sol risquent d'infecter la graine et de provoquer sa maladie (Daun, 1993).
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4. ETUDE DE LA CROISSANCE FONGIQUE

Pour notre étude, nous avons utilisées les isolats suivants : deux formes spéciales lini
et lycopersici appartenant a I’espéce Fusarium oxysporum, et une espéce de Trichoderma sp.
Les champignons sont des souches qui proviennent de la collection du laboratoire de
phytopathologie (Département Des Biotechnologies de 1’université du BLIDA 1).

La mesure de la croissance fongique a été réalisée selon la technique de Ryan sur le
milieu PDA (Ryan et coll ;1943)

Le calcul de la vitesse de croissance fongique consiste a suivre le développement du
mycélium en fonction du temps d’incubation. Elle est évaluée par la mesure de la distance
parcourue par le mycélium (du centre de la boite de pétri ; ¢’est-a-dire du point d’incubation

vers la périphérie). Elle est exprimée en mm/h ou mm/jour. (Ryan et al ; 1943).
5. ACTIVITE ANTAGONIST IN-VITRO

Les tests d’antagonisme in vitro ont été effectués avec les souches bactériennes PP et
C7R12 de Pseudomonas fluorescents et 1’isolat Trichoderma sp vis-a-vis de deux isolats
pathogénes: Foln (F. oxysporium f.sp lini), agent de la fusariose vasculaire du lin, et Fol
(F.oxysporum f.sp lycopersici), agent de la fusariose vasculaire de la tomate.

5.1.  INHIBITION DE LA CROISSANCE MYCELIENNE

Dans notre expérimentation, ce test a été réalisé en deux étapes: la premiere concerne
I’interaction bactérie antagoniste-champignon pathogene et 1’autre concerne le champignon
antagoniste avec le champignon pathogene. Ces deux étapes ont été réalisées pour les deux

isolats fongiques pathogenes en trois répétitions sur trois milieux gélosés :

o Le milieu KB, plus favorable au développement des bactéries.
o Le milieu PDA, plus favorable au développement des champignons.
] Le milieu mixte (50 % PDA + 50 % KB).

5.1.1. Interaction bactéries antagonistes et champignons pathogénes

Cette interaction a été effectuée avec les deux souches bactériennes PP et C7R12,
séparément, vis-a-vis des deux isolats fongiques de Fusarium oxysporum f.sp.lini (Foln), et
I’isolat fongique de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici(Fol).
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L’évaluation de I’action inhibitrice a été testée selon la méthode de confrontation
directe en boite de Pétri. Cette méthode consiste a prélever un disque de champignon
pathogene de 0.5 cm de diameétre puis déposé a 1’aide d’une pipette pasteur stérile sur une
boite de Pétri dans les trois milieux de culture. A trois cm du disque mycélien nous avons

ensemenceées la bactérie antagoniste, agée de 24 heures sous formes d’un trait (Figure 8).
Chaque souche bactérienne est confrontée au champignon pathogene a raison de trois
répétitions.
Le témoin consiste en une boite contenant un disque mycélien du champignon
pathogene de 0.5 cm de diamétre dans les trois milieux de culture. L’inoculation des boites

est faite a 25°C pendant cing jours .La lecture des résultats consiste & mesurer la distance

parcourue par le champignon en direction de I’antagoniste bactérien.

L’évaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne des champignons

pathogenes est estimée selon la formule suivante (Wang et al., 2002) :
(19) Inhibition=(R temoin-Rtest)/R temoin.100
R témoin : distance radiale maximale de croissance du champignon

R test : distance radiale sur une ligne en direction de I’antagoniste

Trait bactérien

PP

Disque
mycelien de
I’isolat
fongique
pathogene
(Foln)

Figure 8: Méthode de confrontation directe en boite de Pétri entre pseudomonas
spp.fluorescents et Fol ou Foln.

5.1.2. Interaction champignons antagonistes et champignons pathogenes

En ce qui concerne cette interaction, le test d’antagonisme in vitro a été effectué selon

une technique de confrontation direct en boite de Pétri, qui consiste a déposer les deux
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disques myceliens espacés 3 cm, I’un de I’isolat pathogéne (Fusarium oxysporum f.sp.lini
(Foln), ou bien I’isolat fongique de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici, séparément, avec
I’isolat antagoniste Trichoderma sp .dans des boites de Pétrie contenant le milieu de culture
PDA.

Les témoins sont représentés par des boite de Pétri contenant uniquement le

champignon pathogéne. L’ensemble des boites est placé en incubation a une température de
25°C.

L’évolution de la croissance mycélienne des deux champignons est notée toutes les 24

h, par la mesure des diameétres des colonies du champignon pathogene.

Les mesures de la croissance mycélienne sont prises quotidiennement et le test

s’achéve lorsque 1’'une des colonies aura couvert I’ensemble de la boite.

L’évaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne des champignons

pathogenes est estimée selon la formule précédente de (Wang et al., 2002).

Disque
mycélien de
Trichoderma

Disque
mycelien de
I’isolat fongique
pathogene
(Foln)

Figure 9: Essai antagonisme in vitro entre champignons antagonistes Trichoderma sp-
champignons pathogeénes Foln.aprés un jour d’incubation.

6. ANTAGONISME IN SITU

Les essais d’antagonisme in situ ont été effectués avec les deux souches bactériennes
PP et C7R12 vis-a-vis de I’isolat pathogene Foln, agent de la fusariose vasculaire du lin. Ces
essais ont été réalisés en interaction avec deux variétés de lin (var. astral et var. niagara) mises

SOus serre en verre.
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6.1. INOCULATION DES PLANTES

Au moment du semis, nous avons appliqué une premiere bactérisation avec les deux
souches bactériennes (PP et C7R12), séparément pour chaque variété de lin.

La seconde bactérisation a eu lieu, sur les plantes de lin agées de vingt jours, qui
seront infesté 24 heures apres par la suspension conidienne. Les plantes du témoin négatif (T-)
sont inoculées uniquement avec de 1’eau courante et les plantes du témoin positif (T+) sont

inoculées avec la suspension conidienne de I’isolat fongique Foln.

L’inoculum bactérien a été préparé avec la créme bactérienne agée de 24heures,
cultivée sur milieu KB. Les suspensions bactériennes sont réalisées dans une solution d’eau
distillée stérile. Dans chaque pot nous avons mis 20ml de cette suspension bactérienne, dont
la densité optique a été calculée par spectrophotométrie (D.O= 0.85), soit 1’équivalent de 10’

CFU/ml.

Avec des cultures pures de champignon (Foln) cultivés sur le milieu PDA ageées de 7
jours, nous avons préparé des suspensions conidiennes. Ces suspensions ont été préparées a
partir des disques mycéliens homogénéisés dans le milieu PD liquide (Potato-Dextrose-
liquide)  dont Ila concentration est ajustée a [’aide d’une cellule de Malassez,
approximativement a I’ordre de 3.8x10%conidies/ml. 24heures apres le rappel de bactérisation,
nous avons apporté, selon la méme procédure lors des apports des suspensions bactériennes,

20 ml de suspensions conidienne dans chaque pot.
6.2. DISPOSITIF EXPERIMENTAL

Les essais expérimentaux in situ ont été réalisés selon un dispositif composé de deux
blocs aléatoires complets. Chaque bloc renferme douze traitements différents avec quatre

répétitions pour chaque traitement (Figure 10).
Pour la variété 1(lin brun), les traitements sont :
T1 (C7R12 x Foln), T2 (PP x Foln), Ts; v4 (C7R12), Tsav4 (PP), T(+) v4 (Foln),
T(-) va (H.0).
Pour la variété 2 (lin doré), les traitements sont:
T3 (C7R12 x Foln), T4 (PP x Foln), Ts, v (C7R12), Tsav, (PP), T(+) v2 (Foln),

T(-)v2 (H.0).
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Figure 10: Le dispositif expérimental

6.3. LE SUIVI DU DEVELOPPEMENT DE LA MALADIE

Pour le suivi du déclenchement et de 1’évolution de la fusariose vasculaire du lin.
Deux parameétres sont pris en considération : le nombre des plantes malades exprimant le taux
d’infection et la gravité de la maladie exprimée par la séverité des symptébmes apparus. Le
suivi s’est basé sur une échelle qui nous permet de mettre en évidence I’apparition de
I’infection. L’échelle est composée de cinq degrés différentiels représentant des symptomes

caractéristiques de la maladie :

: pas de symptdmes.
: jaunissement unilatéral.
: jaunissement total.
: flétrissement unilatéral.

: flétrissement total.

o~ W N B O

: mortalité.
*Taux d’infection
L’indice de la maladie (I%) se calcule selon la formule suivante :

1%=(nombre de plantes malades/nombre totale de plantes testées) x100
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*Sévérité de la maladie

S%=[X (E.a/N.T) x100]

S: seveérité de la maladie (en %)

N: nombre de plantes totales.

T: valeur du degré le plus haut =5

(E-a): E: classe de symptdme qui variant de 0-5.

a: nombre de plantes malades a la classe considérée.
6.4. ANALYSE STATISTIQUE

L’analyse des résultats a été basée sur 1’analyse de la variance enregistrée dans les
traitements. Dans le cas de différences significatives, la comparaison des traitements est
établie par le test Newman-Keuls au seuil de risque d’erreur de 5% a fin de déterminer leurs

amplitudes significatives (Dagenelie, 1975).
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1. ETUDE DE LA CRISSANCE FONGIQUE

La vitesse de la croissance fongique est un caractére stable qui caractérise chaque
espece de champignons filamenteux. Elle représente la faculté et I’aptitude du champignon
rapidement sur un milieu de culture donné a une température bien donné.

Le temps zéro de la croissance apicale exprime le point de départ des mensurations,
c’est le top départ. Les résultats obtenus sont regroupés dans le (tableau6).

Tableau 6: Croissance fongique (en mm/j et mm/h) pour les souches étudiées de Fusarium et
Trichoderma sp.

Souches | Temps lerjour | 2eme 3eme Moyenne Moyenne
Zéro jour jour en en
mm/jours | mm/heure
Foln 0 7 6 6.4 6.83 0.28
Fol 0 7 8 7.5 7.5 0.31
T 0 18 27 13 19.33 0.81

Foln: Fusarium oxysporium f.sp. lini
Fol: Fusarium oxysporium f.sp. lycopersici
T: Trichoderma sp

Les résultats obtenus ont permis de caractériser nos souches seulement en trois jours
(Figurell), la souche de Trichoderma sp a envahi complétement la surface des milieux de
culture solide en boite de Pétri, il a montré une croissance fongique trés élevée avec une
croissance de 0.81 mm/h. par contre les souches de Fusarium oxysporum ont montrées des

vitesses de croissance un peu lente comparée a celles de Trichoderma sp.

Nous remarquons que les valeurs de vitesse d’¢longation de deux souches de
Fusarium oxysporum se rapprochent. Les souches de Fusarium oxysporum sont des souches
qui ont une vitesse de croissance fongique moyenne. Il leur faut 6 a 7 jours pour remplir une

boite de Pétri (Figure 11).
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(1)Fol (2) Foln (3) Trichodermasp

Figure 11:croissance fongique des champignons filamenteux

1: Fusarium oxysporium f.sp. lycopersici
2: Fusarium oxysporium f.sp. lini

1.1. DISCUSSION

Les champignons filamenteux se développent par extension apicale. La croissance
fongique se fait a partir du point de dépot de I’inoculum. Les spores de champignons
filamenteux germent en formant des tubes germinatifs qui vont de développer de fagon
apicale afin de donner naissance a un réseau de cellules qui sont reliés entre eux pour former
le mycélium. La propagation se fait par des hyphes qui vont s’étaler par élongation et
ramification pour en fin former un réseau de mycélium, donnant naissance a des colonies,
visible a I’ceil.

La vitesse de la croissance fongique d’un champignon filamenteux est un caractere
stable, qui caractérise chaque espéce de champignon filamenteux (Smith, J. Berr; 1975)
Plusieurs mesures ont été réalisées pour Vérifier cette hypothése. Cette vitesse d’élongation
parait d’ailleurs peu influencée par la composition du milieu de culture. 1l faut toutefois noter
que la croissance fongique n’est pas forcément en corrélation avec le taux de croissance de
I’organisme et avec la production de biomasse myceélienne. A cet effet la fréquence de
branchement est un facteur capital, mais elle est fortement influencée par la composition du

milieu et les conditions d’incubation. ( Raimbau et al ;1980).
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2. ACTIVITES ANTAGONISTES VIS-A-VIS DE FUSARIUM
OXYSPORUM

Le test d’antagonisme in vitro montre que les deux souches: la souche C7R12 de
Pseudomonas fluorescens et la souche PP de Pseudomonas putida, exercent des effets
antagonistes vis-a-vis de I’isolat fongique Foln et Fol, mais a des degrés divers. Cette
variation dépend des espéces antagonistes utilisees et aussi des milieux de culture ou elles
sont cultivées (KB ; PD et milieu KB+PD)

2.1.  INHIBITION DE DA LA CROISSANCE MYCELIENNE

2.1.1. Le cas de Fusarium oxysporum f.sp lini

Méme a des taux variables, les deux souches bactériennes PP et C7R12, ont montré
une activité antagoniste vis-a-vis de 1’isolat fongique Foln sur les trois milieux de culture
(KB, PDA et le milieu mixte). Cette inhibition est détectable durant les120h d’observation,
par la formation de zones d’inhibition vis-a-vis de I’isolat fongique Foln selon la méthode

expérimentées (confrontation directe en boite de Pétri) (Figure 12).

Dans tous les essais, nous remarquons que la croissance mycélienne en interaction
avec les deux souches bactériennes, sur les trois milieux de culture, est inferieure a celle

enregistrée chez le témoin (Foln) (Tableau 7, Annexe 2).

Sur le milieu KB, [D’activité antagoniste enregistrée avec la souche PP apparait plus
faible par rapport & C7R12, ou le taux d’inhibition atteint un maximum de 67% avec PP et
73% avec C7R12 vis-a-vis de Foln (Tableau 7, Annexe 2).

Sur le milieu PDA, la souche C7R12 a enregistré des taux d’inhibition plus
importants, variant de 28% a 68 %. Les taux d’inhibition enregistrée par la souche PP ne
varient que de 31% a 65% (Tableau 7, Annexe 2).

En utilisant le milieu mixte, 1’activité antagoniste de la souche PP a engendré un taux
d’inhibition maximal de 71%, et la souche C7R12 un taux maximal de75% (Tableau 7,

Annexe 2).
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Foln Foln+PP Foln+C7R12

Foln Foln+PP Foln+C7R12

—atilh

Foln Foln+PP Foln+C7R12

Figure 12: Exemple des activités antagonistes sur les milieux de culture

(1:PDA, 2 : KB, 3 : PDA+KB)
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Tableau 7: Taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne sur les trois milieux de culture
(cing jour d’incubation).

Heures PDA KB PDA+KB
PP C7R12 PPx C7R12x | PP xFoln | C7TR12xF

xFoln xFoln Foln Foln oln
24h 31 68 26 44 48 62
48h 65 57 66 73 71 75
72h 48 56 34 63 52 59
96h 52 38 64 60 48 50
120h 47 28 67 65 43 51

PP, C7R12 : Souche de pseudomonas fluorescents.
Foln: Fusarium oxysporium f.sp.lini

Nous remarquons que sur le milieu KB, la souche C7R12 enregistre un taux
d’inhibition de 43% (24h) et 73% (48h), alors qu’il était que de 63% a (72h). Aprés 96h,

’activité antagoniste revient a60%.

Sur les trois milieux ¢étudiés, en comparant 1’effet antagoniste des deux souches
bactériennes PP et C7R12, nous constatons que la souche C7R12 est meilleure que la souche
PP, en enregistrant un taux d’inhibition maximal de I’ordre de 75%, et la souche PP de I’ordre

de 71% (Tableau 7, Annexe 2).

2.1.2. Le cas de Fusarium oxysporium f.sp lycopersici

Selon les résultats obtenus (Tableau 8, Annexe 2), nous remarquons que les deux
souches bactériennes PP et C7R12 sont antagonistes sur les trois milieux de culture, mais a

des taux variables, selon les différents milieux de culture.

Nous constatons que le taux de la croissance mycélienne de 1’isolat fongique (Fol)
lors de I’interaction avec les deux bactéries antagonistes, sur les trois milieux étudiés, est

inferieure a celui obtenu chez le témoin (Fol) (Figures 19 ; Annexe 2).
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Fol Fol+PP Fol+C7R12

Fol Fol+PP Fol+C7R12

Fol Fol+PP Fol+C7R12

Figure 13: Exemple des activités antagonistes sur les milieux de culture

(1:PDA, 2 : KB, 3 : PDA+KB)
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Tableau 8: Taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne sur les trois milieux de culture
(cing jour d’incubation).

Heures PDA KB PDA+KB
PP xFol | C7R12x PPx C7R12x PP xFol | C7R12x

Fol Fol Fol Fol
24h 59 74 15 20 40 66
48h 49 58 56 34 71 45
72h 53 39 58 64 52 48
96h 54 36 60 72 46 29
120h 46 30 67 51 42 39

PP, C7R12 : Souche de pseudomonas fluorescents.
Fol: Fusarium oxysporium f.sp. lycopersici

Sur le milieu KB liquide, la souche C7R12 a enregistré une activité antagoniste avec
un taux d’inhibition variant de 20% a 72%, alors que la souche PP a exercé un taux
d’inhibition de 15% & 67% (Tableau 8, Annexe 2).

Sur le milieu PDA, le taux d’inhibition varie de 46% a 59% pour la souche PP, et varie
de 20% & 72% pour C7R12 (Tableau 8, Annexe 2).

Dans le cas du milieu mixte liquide, le taux d’inhibition pour la souche PP est de 40%

a 71%, et pour la souche C7R12 est de 29 a 66% (Tableau 8, Annexe 2).

Apres 120h d’inhibition, en comparant I’effet d’inhibition de la croissance mycelienne
du I’isolat Fol, nous constatons que les deux souches bactériennes PP et C7R12, présentent
une hétérogénéité dans leur activité antagoniste. La souche antagoniste qui a plus d’action est
la souche C7R12 (20 % a 74 %) respectivement sur les milieux KB liquide et PDA. La souche
bactérienne PP a enregistré un taux d’inhibition qui varie de (15 % a 71 %) sur les mémes

milieux apres 120h dincubation (Tableau 8, Annexe2).
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2.1.3. Discussion

Les résultats obtenus a partir des tests d’inhibition de la croissance mycélienne, de
I’isolat Foln, et I’isolat Fol ont montré que nos deux souches de Pseudomonas spp.
Fluorescents PP et C7R12 inhibent considérablement les deux agents fongiques sur les trois
milieux de culture (KB ; PD ; et PDA+KB). Ainsi, nous pouvons dire que les traitements
représentés par les souches PP et C7R12 ont un bon effet antagoniste vis-a-vis de Foln agent

de flétrissement fusarien du lin, et Fol agent de flétrissement fusarien de la tomate.

Nous pouvons attribuer 1’activité antagoniste exercée par les deux souches, a la
synthése des métabolites secondaires particulieres (Hass et al., 1991, Weller et Thomashow
1993.

Le fer est un élément indispensable a la germination conidienne, La production en
quantité importantes de métabolite chélatrice de Fes+ permet aux Pseudomonas spp.
fluorescents de s’approprier tout le fer nécessaire a leur croissance, vue leur forte affinité, et
de le rendre inaccessible aux micro-organismes vivants dans le méme milieu (Jaques et al.,
1994). Ces bactéries interviennent dans la suppression des maladies par le phénomene de

compétition vis-a-vis du fer avec les microorganismes phytopathogénes (Lemanceau, 1992).

D’apres nos résultats sur les milieux PDA et (PDA+KB), qui ne favorisent pas la
production du pigment fluorescent, les souches bactériennes se caractérisent par des activités
antagonistes importantes. Ceci peut s’expliquer par 1’implication d’autres mécanismes
d’action, en montrant que la fluorescence, signe de synthése de sidérophores, n’est pas
subordonnée obligatoirement a 1’activité antagoniste. Des constatations similaires ont été
révélées par plusieurs travaux avec des essais en milieux non carencés en fer (Digat, 1983 ;

Geels et schippers, 1983).

L’effet antagoniste des Pseudomonas spp. fluorescents, peut étre di a la synthese
d’antibiotique ou d’autres métabolites a effet inhibiteur. D’aprés les travaux de (Howell et
Stipanovic 1980), il y a implication de deux antibiotiques, la pyolutéorine et la pyvolnitrine
synthétisées pas la souche Pf5 de Pseudomonas fluorescens

Les variations des zones d’inhibition peuvent étre expliquées par d’éventuelles
intensités de production de métabolites secondaires a 48h et 72h, et leur probable dégradation
apres 120h.
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Il a été démontré également, que certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescents
ont la capacité de produire le 2 - 4 diacétyl phloroglucinal (phl), qui se caractérise par des

effets d’antibiose (Lemanceau, 1992).

Ces principaux mécanismes d’action de Pseudomonas spp fluorescents peuvent étre la
cause de I’activité antagoniste vis-a-vis de Foln Fol. Ces mécanismes peuvent agir
séparément ou simultanément dans I’inhibition de la croissance des populations de Foln et de
Fol.

2.2.  EVOLUTION DE L’ACTIVITE DE TRICHODERMA SP

Le repiquage simultané de Trichoderma sp et de I’isolat de F.oxysporum f.sp.lini a
montré une croissance plus rapide de Trichoderma sp. Au bout de quatre jours d’incubation,
la boite est totalement envahie par 1’antagoniste, alors que les isolats de Foln occupe une
surface de 4 cm de diameétre; ce qui Correspond a un taux d’inhibition de la croissance

mycélienne variant de 20% a 40%.(Tableau 9). (Figurel5, Annexe 2)

Tableau 9: Taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne sur le milieu culture

PDA (FolnxT), pendant cinq jours d’incubation

Heures | PDA

Foln xTrichoderma sp

24h 33
48h 26
72h 40
96h 20

Foln: Fusarium oxysporium f.sp. lini ; Trichoderma sp

Nous remarquons que cet isolat antagoniste presente une certaine activité antagoniste
inhibitrice en inhibant la croissance mycélienne de Foln sur milieu de culture PDA.
Concernant I’isolat (Fol) occupe la méme surface avec le témoin pendant les quatre jours
d’incubation ; et nous avons remarqués aucune zone d’inhibition (Figure 14). Alors le teste
d’inhibition de la croissance mycélienne de I’isolat fongique Fol, avec I’antagoniste

Trichoderma sp a montré aucune activité antagoniste visible (Figure 14).
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Figure14: Exemple des activités antagonistes sur le milieu de culture PDA (FolxT)
(1) aprés 24h d’incubation.
(2) apres 120h d’incubation.
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Foln+T Foln

Foln+T Foln

Figure 15 : Exemple des activités antagonistes sur le milieu de culture PDA (FolnxT).
(1) apres 48h d’incubation.

(2) aprés 72h d’incubation.
(3) aprés 96h d’incubation.

41



PARTIE 3 : Résultats et discussion

2.2.1. Discussion

Les résultats obtenus a partir des tests antagonistes in vitro concernant 1’isolat Foln ont
démontré que I’isolat cryptogamique Trichoderma sp a une activité d’antagonisme

importante sur le milieu PDA

Envahissement du mycélium du pathogene par Trichoderma a été observé par
Benhamou et Chet (1987) en réalisant une confrontation directe sur milieu de culture entre cet
antagoniste et un autre champignon tellurique, le Pythium ultimum et c’est au bout de quatre a

cing jours apres 1’inoculation.

Daami-Remadi et EI Mahjoub (2001) ont signalé, en testant 1’activité antagoniste de
Trichoderma vis-a-vis de deux espéces de Pythium, que pendant les trois premiers jours la
boite de Pétri est totalement envahie par Pythium spp et que Trichoderma ne commence a

exercer son activité antagoniste qu’a partir du 4°™ jour d’incubation.

Les Trichoderma sont connus de longue date pour leurs activités antagonistes a
I’égard de nombreux champignons, Dennis et Webster (1971) mettent en évidence des
antibiotiques secrété par les Trichoderma, solubles dans le chloroforme et extractibles a partir

du milieu de culture.

D’aprés Comporata (1985), cette interprétation favorise I’action des enzymes (31-3)
gluconase- chitinase qui conduisent a la lyse du mycélium du parasite. Beaucoup de travaux
ont montré I’implication importante des enzymes chitinolytiques dans le mycoparasitisme,
I’antagonisme et la lutte biologique. Dans I’interaction mycoparastaire in vitro, une induction
de I’expression des enzymes chitinolytiques est induite dans les premieres heures de contact
avec le pathogéne, ces enzymes apparaissent a étre impliquées dans la pénétration et la mort
de I’hote (Benhamou, 1990 ;Carosolio et al ., 1999 ; Chérif ; Chet, 1995; Haran et al., 1996
Lorito et al., 1998).

Les espéces de Trichoderma peuvent, grace a la production d’enzymes (chitinases et

glucanases), parasiter directement les hyphes des champignons qu’ils
combattent, les pénétrer et provoquer la lyse de leurs cellules (Fuchs et al., 1999).

Trichoderma est efficace lorsqu’on lui permet de s’installer avant l’arrivée des

champignons pathogenes. Son action est donc préventive. Il permet, au niveau des racines, de
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créer un manchon protecteur autour de celles-ci et ainsi contrer I’entrée des agents pathogénes

a I’intérieur des racines (Caron, 2002).

Les especes de Trichoderma sont caractérisées par une croissance rapide et une grande

capacité a la compétition saprophytique (Jenkins,1986; Cole, 1988).

La compétition se manifeste par ’aptitude de Trichoderma a utiliser les mémes
ressources du milieu (le carbone, I’azot e, autres f act eurs de croissance et des sites de
développement) que les champignons pathogenes, mais Trichoderma emploie ce mode

d’action surtout pour occuper les lieux avant 1’arrivée des indésirable (Moussawi, 2010).

2.3. ETUDE COMPARATIVE DE L’EFFET ANTAGONISTE DES SOUCHES DE
PSEUDOMONAS ET DE TRICHODERMA SP

Les essais des activités antagonistes in vitro montrent que les deux souches
bactériennes de Pseudomonas (PP, C7R12) et I’agent fongique antagoniste Trichoderma sp

présentent des actions antagonistes vis-a-vis des deux souches de Fusarium oxysporum Foln.

Nous remarquons d’aprés les résultats obtenus (Tableau 10), que les souches de
Pseudomonas et de Trichoderma sont antagonistes sur le milieu de culture utilisés PDA, selon
la méthode expérimentée (confrontation directe en boite de Pétri). Dans tous les essais, il a été
constaté que la croissance mycélienne des pathogénes est nettement inférieure par rapporte

aux témoins (absence des antagonistes.

Tableau 10 : taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne sur le milieu PDA

HEURES PDA
PPxFoln C7R12xFoln TrichodermaxFoln
24h 31 68 33
48h 65 57 26
72h 48 56 40
96h 52 38 20

PP, C7R12 : Souches de pseudomonas fluorescents.
Foln: Fusarium oxysporium f.sp.lini, Trichoderma sp
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Le maximum d’inhibition a été enregistré avec la souche C;R, qui est de 68 % vis-a-
vis Foln. L’inhibition exercée par la souche de Trichoderma sp n’est que de 40% vis-a-Vvis
Foln et de 65 % avec la souche PP vis-a-vis Foln (Tableau 10). Les résultats obtenus a partir
des tests antagonistes in vitro ont demontré que la souche C7R12 est douée d’une activité
d’antagonisme importante que la souche PP et la souche Trichoderma sp, sur le milieu utilise,
vis-a-vis de isolat cryptogamique Foln. En comparant les activités antagonistes des trois

souches antagonistes, C7R12 a montré plus d’efficacité que PP et Trichoderma sp.
3. ANTAGONISME IN SITU

L’étude de I’antagonisme in situ, a permis ’obtention des résultats avec les deux
variables étudiés, a savoir I’indice de la maladie et la sévérit¢ de la maladie (Figures
16,17,18,19,20 et 21).

3.1. TAUXD’INFECTION

D’apres nos résultats (Tableaux 11, 12 et Annexe 2), nous constatons que 1’évolution
du taux d’infection sur les deux variétés de lin, montre le recul de la maladie dans le cas des
traitements bactérisés avec les deux souches PP et C7R12 par rapport aux témoins positifs,
notamment avec la souche C7R12. Les symptdémes observés dans ces cas restent sans grande

gravité par rapport aux symptoémes typiques observés chez les témoins malades.

Pour le lin brun, I’indice de I’infection a marqué une stagnation au seuil de 75% avec
les deux souches C7R12 et PP. Nous constatons que 1’infection débute avec un taux de 12.5%
chez la souche C7R12 et 25% chez la souche PP, pour atteindre une évolution assez faible
par rapport au témoin. Pour ce dernier, I’évolution de I’indice d’infection a été brusque et
rapide, en commengant par un indice de I’ordre de 14.28%, dés la premiére observation pour
dépasser le seuil de 42.8% dés la troisieme observation et atteindre un maximum de 100%

durant les dernieres observations (Tableaul2).

Quant au lin doré, I’indice de I’infection a marqué une stagnation au seuil de 75%
avec la souche C7R12 et 80% avec la souche PP. Nous remarquons, que I’évolution du taux
d’infection en présence des deux souches reste assez faible par rapport au témoin positif, qui
évolue brusquement et rapidement, en commengant par un indice de 1’ordre de 14.28%, dés la
premiére observation pour atteindre un seuil de 71.42% dés la troisiéme observation et un

maximum de 100% durant les derniéres observations (Tableaull).
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Pour les traitements associés avec les deux souches PP et C7TR12 : Tsyv 4, TSiv4, ainsi

que le traitement qui concerne le témoin négatif (T-), ’indice d’infection est nul.

Tableau 11 : Evolution du taux d’infection (%) sur le lin doré

Traitement /Date | T(-) T(+) Ts: Ta: PP+ | Tsivy: Ts,v, : PP
PP+Foln Foln C7R12

02.05.2014% 0 1428 0 0 0 0

(1)

‘()27)-05-2014 0 42,85 0 20 0 0
%%-05-2014 0 71,42 25 60 0 0
%3-05-2014 0 71,42 25 60 0 0
?56)-05-2014 0 71,42 50 60 0 0
‘()74)-06'2014 0 100 75 80 0 0
?;-06-2014 0 100 75 80 0 0

1,2, 3, ... 8: Dates des observations symptomatologiques.

Tableau 12 : Evolution du taux d’infection (%) sur le lin brun

Traitement /Date | T(-) T(+) T : T,: PP + | Ty : Ts,vq: PP
PP+Foln Foln C7R12

26.04.2014 . 1428 . 0 0 0
(1)

07.05.2014 o 265 . . 0 .
(2)

(1;’)-05-2014 0 428 0 25 0 0
(125)'05'2014 0 42.8 12,5 375 0 0
55-05-2014 0 87 625 75 0 0
?;-05-2014 0 87,5 62,5 75 0 0
?;‘)'06-2014 0 100 75 75 0 0
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Figurel6 : Etat des plantes de lin aprés 10 jours d’inoculation par Fusarium

oxysporum f.sp. lini (Foln).

Figure 17 : Etat des plantes de lin aprés 53 jours d’inoculation par Fusarium

oxysporum f.sp. lini (Foln).
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Figurel8 : Différence entre le témoin positif (T+) et le témoin négatif (T-).

(Ta) :
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(Ts) : pas de
symptémes

Figurel9 : Différence entre Ts (C7R12xFoln) et T, (PPxFoln) 28 jours apres
inoculation de I’isolat fongique phytopathogene Foln.
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T+(V1) .
Flétrissement
total du lin
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unilatéral du
lin

Figure20 : Différence entre T+ (v4) et T+ (v,) aprés 45 jours d’inoculation de 1’isolat
fongique Foln.

Flétrissement
unilatéral :

« shepherd’s

crook » sous forme
d’arc

Figure 21 : Le symptdme « shepherd’s crook » (sous forme d’arc) spécifique du
champignon phytopathogéne Foln, observé chez le lin a flétrissement unilatéral.
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3.2. LA SEVERITE DE LA MALADIE

D’aprés les résultats obtenus (Tableaux 13, 14 et Annexe 2), nous remarquons que la
bactérisation des deux variétés de lin avec les deux souches bactériennes de Pseudomonas PP
et C7R12 en interaction avec 1’isolat fongique phytopathogeéne Foln, a permis de réduire la
sévérite de la maladie en comparaison avec le témoin positif (Foln). Dans le cas de la
bactérisation avec la souche C7R12 nous avons enregistrés une moindre séverité de la maladie
de I’ordre de 62.5% chez le lin brun, et de I’ordre de 20% chez le lin doré. Avec la souche PP,
les taux de sévérité sont de 67% chez le lin brun, et de 56% chez le lin doré. Dans le cas du
témoin positif, la sévérité est de 83% chez le lin brun, et de 73.33% chez le lin doré. En
comparant la sévérité de la maladie entre les deux variétés de lin, nous remarquons que le lin

doré enregistre une faible sévérité par rapport au lin brun.

La sévérité de la maladie s’est déclenchée 17 jours apres I’inoculation pour les
témoins positifs, et apres 28 jours pour les traitements Ti, T, T3, et T4. L’évolution de la
séverité de la maladie pour le cas des témoins positifs reste trés importante et atteint son
maximum a la huitiéme observation avec une moyenne de 83% pour le lin brun, et 73.33%

pour le lin doré (Tableaux 13, 14 et Annexe 2).

Nous constatons que 1’évolution de la maladie dans le cas des traitements T4, T, T3, et
T, est plus faible comparée a celle du témoin positif pour les deux variétés de lin. Le taux le
plus faible qui a été enregistré est de 20% avec la souche C7R12 chez le lin doré (Tableaux
13,14 et Annexe 2).

L’effet antagoniste exercé par les souches C7R12 et PP contre 1’agent de la fusariose
vasculaire du lin, a permis de réduire de facon significatives la sévérité de la maladie par
rapport au témoin positif. Une réduction de 20.5% a été obtenue avec la souche C7R12 chez
le lin brun et 53.33% chez le lin doré, suivie de PP avec une réduction de 16% chez le lin brun
et 17.33% chez le lin doré (Tableaux 13 et 14).

D’apres les différentes variables étudiées, nous pouvons dire que les traitements
représentés par les souches C7R12 et PP ont un effet antagoniste efficace vis-a-vis de

Fusarium oxysporum f.sp.lini agent de flétrissement fusarien du lin.
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Tableau 13 : Valeurs de la sévérité de la maladie (%) pour le lin doré

Traitement /Date | T(-) T(+) Ts: Ts: PP+ | Ty Ts,v, : PP
PP+Foln Foln C7R12

02.05.2014% 0 233 0 0 0 .
(1)
07.05.2014

0 10 0 8 0 0
(2)
%3)-05-2014 0 16,66 5 12 0 0
16.05.2014

0 20 5 16 0 0
(4)
?56)-05-2014 0 23.33 20 20 0 0
?;-05-2014 0 50 20 32 0 0
‘()74)-06-2014 0 70 20 56 0 0
?;-06'2014 0 73,33 20 56 0 0

Tableau 14 : Valeurs de la sévérité de la maladie (%) pour le lin brun

Traitement /Date | T(-) T(+) T, : To: PP +| T, : Ts,vq: PP
PP+Foln Foln C7R12

26.04.2014 . 288 . . 0 .
(1)

07.05.2014 o 571 0 0 0 .
(2)

13.05.2014 o 557 0 : 0 .
(3)

(13'05-2014 0 8,57 25 75 0 0
?56’)-05-2014 0 45 275 32,5 0 0
?3)05-2014 0 65,71 37,5 47,5 0 0
‘()74)-06-2014 0 80 55 60 0 0
(()g).oa.zom 0 80 62.5 67 0 0
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3.3. DISCUSSION

Les résultats obtenus dans le test de biocontrdle in situ, concordent avec ceux déja
obtenus par plusieurs chercheurs sur des essais réalisés en serre ou en plein champ. Ces essais
montrent I’effet bénéfique des Pseudomonas spp. fluorescents en tant qu’agent de biocontréle

contre les pathogénes telluriques (Becher et Cook, 1988 ; Lemanceau, 1992).

La réduction de la sévérité de la maladie causée par Foln au cours de notre essai sous
serre, peut s’expliquer par plusicurs mécanismes. Il parait clairement que ces mécanismes
responsables des effets de certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescents reposent sur
leurs activités antagonistes par la production des métabolites secondaires a 1’encontre des

agents phytopathogénes (Digat, 1994).

Les maladies causées par le champignon telluriqgue phytopathogéne Fusarium
oxysporum f.sp. lini peuvent provoquer de graves dommages sur le lin. Dans les conditions de
culture, la lutte biologique pourrait étre réalisée par I'application de certaines souches
de Pseudomonas spp fluorescents ou Fusarium oxysporum non pathogenes. Soixante-quatre
souches de Pseudomonas spp fluorescents ont été testés pour leur capacité a réduire
I’incidence de la fusariose du lin, appliquées seules ou en association avec une souche non
pathogene présélectionnée de Fusarium oxysporum (Fo47), et les résultats ont été bien
prometteurs (Alabouvette ; Lemanceau, 1991).

La protection contre la fusariose du lin assurée par I’inoculation seule de P.
fluorescens Ps60 rif producteur de DAPG a été plus efficace comparée a celle assurée par le
mutant Ps 17-8D non producteur de DAPG. Cette protection est probablement liée a la
synthése de 1’antibiotique de DAPG (antibiose) (Lemanceau, 1992).

La lutte biologique peut étre définie comme étant l'introduction d'un ennemi naturel a
un ravageur/pathogéne donné pour réduire les dommages causés par ce dernier (Bale et al.,
2008). Si les traitements avec des pesticides présentent de bons résultats a court terme, a long

terme leur action secondaire sur I’environnement devient inquiétante (Corbaz, 1990).

Le traitement chimique représente une solution de facilité, qui correspond aussi au
besoin d’absolu de I’homme, désirant un résultat rapide et total. La lutte biologique au
contraire n’a qu’une efficacité relative et demande davantage d’observation, mais a long

terme, elle est plus intéressante sur tous les plans (Corbaz, 1990).
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Les Pseudomonas spp. fluorescents saprophytes, particulierement Pseudomonas
fluorescens et P. putida, ont été identifiées comme des agents potentiels dans le controle
biologique des champignons telluriques phytopathogenes sur différentes plantes (Howell et
Stipanovic, 1979)

Les Pseudomonas spp. fluorescents ont été étudiés comme agents potentiels de lutte
biologique contre la fusariose du lin. Ces bactéries doivent avant tout coloniser la rhizosphére
concernée. Cette colonisation implique un chimiotactisme envers les exsudats racinaires, une
absorption des microorganismes sur les racines, et enfin une compétition pour les substrats
nutritifs présents. Cette seule colonisation peut entrainer une occupation de sites suffisante
pour empécher la croissance d’autres micro-organismes, dont le pathogéne responsable de la

fusariose du lin (Jacques et al., 1993).

L'utilisation des rhizobactéries qui favorisent la croissance des plantes en agriculture,
peut permettre de stimuler la croissance des plantes et d’inhiber I’action des pathogénes.
L'emploi des PGPR modifiés génétiquement ou non peut permettre de diminuer l'utilisation
des pesticides (Beauchamp, 1993).

Parmi les modes d’action antagonistes de ces Pseudomonas spp. fluorescents, la

compétition et I’antibiose ont ét¢ particulierement étudiées (Lemanceau, 1992).

Afin de mieux maitriser la complexité de ces interactions, il faut développer des études
permettant, d’une part, de mesurer, dans un méme systéme plante/micro-organisme,
I’importance de chacun des mécanismes d’action des Pseudomonas et, d’autres part,
d’analyser le comportement d’une souche donnée dans différentes rhizospheres. Ces travaux
permettront de relier I’ensemble des mécanismes (colonisation, antibiose, sidérophore) dont
I’intégration pourrait améliorer D’efficacité des agents de luttes biologique dont les

Pseudomonas (Jacques et al., 1993).
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CONCLUSION

Les pressions sociales en vue de diminuer l'utilisation des pesticides en agriculture
accentuent la demande pour des produits biologiques aptes a réduire 1’action des agents
phytopathogeénes. Il devient donc important de développer les différentes méthodes de lutte
biologique par I'utilisation d'organismes antagonistes, afin de réduire les effets des
phytopathogénes et de favoriser la croissance et la santé des plantes.

L’utilisation des PGPR, peut permettre de stimuler la croissance des plantes et de
réduire I’effet des agents phytopathogenes, et ainsi ils peuvent permettre de diminuer
l'utilisation des pesticides, ce qui devrait encourager les efforts des recherches dans ce

domaine.

Les Pseudomonas spp. fluorescents constituent 1’un des groupes les plus étudiés dans
le cadre de la lutte biologique. Au cours de ces trente dernieres années, de nombreux auteurs
se sont efforcés de détailler chacune des propriétés susceptibles d’expliquer la prédominance
des Pseudomonas spp. fluorescents dans le sol et plus particulierement au niveau de la
rhizosphére, et c’est cette approche qui a le mérite de nous avoir fait découvrir des
mécanismes biochimiques passionnants tels que I’antibiose et la compétition pour le fer par le

biais des sidérophores.

Le genre Trichoderma a été utilisé depuis les années 1930 dans la lutte biologique
appliquée en agriculture. Différentes espéces de ce genre ont montré leur efficacité dans la

lutte contre les agents phytopathogenes aériens et telluriques.

En effet, les résultats des tests antagonistes in vitro, en utilisant les souches de
Pseudomonas spp. fluorescents C7R12 et PP et a 1’égard de Fusarium oxysporum f.sp lini et
Fusarium oxysporum f.sp lycopersici sur les trois milieux de culture (KB, PDA et le milieu
mixte) ont révélé une inhibition de la croissance mycélienne du pathogénes testés. Les
bactéries antagonistes montrent une variabilité du taux d’inhibition vis a vis du champignon
pathogene Foln et Fol. Nous avons constaté que la variation de I’activité antagoniste in vitro

dépend non seulement des souches antagonistes, mais aussi du milieu de culture utilisé.

Les essais sur les milieux PDA entre les pathogénes testés et I’isolat cryptogamique de
genre Trichoderma, ont montré un effet antagoniste notable sur la croissance mycélienne du

pathogene Foln .
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Concernant le teste d’inhibition de la croissance mycélienne de I’isolat fongique Fol,

avec I’antagoniste Trichoderma sp nous avons remarqué aucune activité antagoniste visible

L’etude comparative des effets antagonistes a démontré que la souche C7R12 est
douée d’une activité d’antagoniste importante que la souche PP et la souche Trichoderma sp,
sur le milieu utilisé PDA, vis-a-vis de isolat cryptogamique Foln. La souche C7R12 a montre

plus d’efficacité que PP et Trichoderma sp.

L’application in situ confirme davantage les actions antagonistes des deux souches de
Pseudomonas spp. fluorescents PP et C7R12 vis-a-vis de I’agent fusarien Foln. 1l apparait que
les effets antagonistes différent selon la souche bactérienne. Les meilleurs résultats sont
obtenus avec la souche C7R12, qui inhibe I’expression de la maladie de fagon trés

significative.

Par ces résultats, nous constatons un r6le protecteur des souches bactériennes

antagonistes envers les plantes de lin vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp.lini.

Le probléme le plus important qui rend le succés de 1’utilisation des PGPR et de
Trichoderma incertain en agriculture provient de leur inconstance a promouvoir la croissance
des plantes. Cette variabilité peut s'expliquer par les facteurs biotiques et abiotiques affectant

la survie et les effets des PGPR et de Trichoderma dans la rhizosphere.

Nous souhaitons continuer les recherches sur les caractéristiques des souches
antagonistes, surtout dans des conditions contrélées a fin de mieux comprendre certains
mécanismes d’action qui peuvent étre spécifiques selon les souches. Un autre volet s’aveére
indispensable, a la réussite de cette technique biologique, qui consiste a engager des études

sur la bioformulation des ces biopesticides pour des usages pratiques.
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ANNEXE 1 : MILIEUX DE CULTURES
v" Milieu B de King (KING et al., 1954).

Peptone (Difco) 20g.

Glycerol (prolabo) 15ml.

K2HPO4 (sigma) 1.5g.

MgSo4 (sigma) 1.5¢.

Agar (sigma) 15g.

Eau distillée 2000ml.

PH=7.2, autoclavage 20minutes a 120°C.
v" Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Jonsthon et Booth , 1983).
Pomme de terre 200g.

Dextrose 20g.

Agar 15g.

Eau distillée 1000ml.

PH=7, autoclavage 20 minutes a 120°C.
v Milieu mixte.

PDA 50%.

KB 50%.

PH= 7, autoclavage 20 minutes a 120°

v Milieu PD liguide : Le milieu PD est de méme composition que PDA,

mais sans Agar.
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Figure 1 :

C : Mixte

le taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne sur les trois milieux
de culture (Foln).
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ANNEXE 3 :FICHES TECHNIQUEDES

GRAINES DE LIN BRUN

Certification : Produit de I’agriculture biologique certifié par ULASE 26270
LORIOL.

Créé en 2002, ULASE est un organisme de certification, basé a Loriol-sur-Drome. Il
est spécialisé dans la certification des secteurs agricole et agroalimentaire.

Lot: LIS/AB/LIB/345C50

Condition de conservation : Conserver au froid (< 10°C) et au sec.

Poids net : 250g

Fabricant : Filiere BIOCOOP « ensemble pour plus de sens ».

Biocoop est un réseau coopératif francais dédié a la distribution de produits

alimentaires biologiques ainsi que de produits issus du commerce équitable, d'écoproduits et

de cosmétiques. Biocoop a pour objectif de soutenir le développement de Il'agriculture
biologique durable en France et I'accessibilité aux produits biologiques.
Caractéristiques physiques et nutritionnelles : moyenne pour 100 g
> Humidité Max. 9 %
Glucides 34.2 g
Protéines 19,5 g
Lipides 34 g dont AGS: 4 % /AGMI : 22,0 % et AGPI: 74,0 %
Fibres 27,9 ¢
Valeur énergétique 492 Kcal 2059 KJ
Matieres minérales Ca: 199 mg/P: 681 mg/Fe: 6,22 mg/Na: 34 mg/ P : 498
mg/ Mg : 362 mg.
> Vitamines A:0/B1:0.17 mg/B2: 0.16 mg/ B3: 1.40 mg/ B6: 0.93 mg / C:

vV V.V V V VY

1,3 mg


http://fr.wikipedia.org/wiki/Agriculture_biologique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Commerce_%C3%A9quitable
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89coproduit

GRAINES DE LIN DORE

Lot : 12317097
Condition de la conservation : a conserver a 1’abri de la lumiére, dans un endroit frais (T°
20C) et sec
Certification : certifié ECOCERT SASF_ 32600 FR BIO 01
Ecocert est un organisme de controle et de certificationfondé en France en 1991 par
des ingénieurs agronomes conscients de la nécessitée de développer une agriculture
respectueuse de I’environnement et d’offrir une reconnaissance a ceux qui s’engagent dans ce
mode de production
Poids net : 5009
Fabrication : MARKAL ZA les plaines-F26320ST-MARCEL-LES-VALENCE-France.
Markal est spécialisé dans la production et transformation de céréales et autres
produits biologiques. Situé dans la Dréme, prés de Valence
Caractéristiques physiques et nutritionnelles
> Glucides : 37.29
Protéines : 189
Lipides : 349
Fibres : 8,89
Valeur énergétique : 498Kcal
Humidité : Max 9
Matieres minérales : 359 dont : Ca: 271mg /P : 462mg /Fe : 43,8mg
Vitamines : B1 :0,17mg/B2 :0,161U /NIACINE : 1,141U

YV V V V V V VY
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Liste des abreéviations
C : Celsius
C.F.U : Colonies forming unities
Do : Densité optique
F : Fusarium
Foln : Fusarium Oxysporum f.sp lini .
Fol : Fusarium Oxysporum f.sp lycopercisi
f.sp : Forme special
g : Gramme
h : Heure
ml : millilitre
mm : Millimétre.
pH : potentiel Hydrogéne
P : Pseudomonas.
T : Témoin.
Tsiv4 - Témoin souche 1 variété 1.

% : Pourcentage.
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