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Résumé

Etude de ’effet antagoniste des souches de
Pseudomonas fluorescents sur la fusariose
vasculaire du pois

La fusariose vasculaire du pois causée par Fusarium oxysporum f. sp. pisi est I’'une des
maladies des plantes d’origine tellurique la plus répandue, et dont les incidences sur la culture
sont les plus graves. Les rhizobactéries ont montré leur efficacité a stimuler la croissance des

plantes, et a réduire les effets néfastes des agents phytopathogénes.

Notre travail a pour objectif de mettre en évidence les potentialités antagonistes et
phytostimulantes de cing souches rhizobactériennes, quatre appartenants a Pseudomonas
fluorescents (F21, BB10, C7R12 et PP) et une appartenant a Rhizobium sp. (Rhizobium
legumiinosarum bv.viceae), vis-a-vis d’un isolat fongique de Fusarium oxysporum f.sp.pisi
(R2F42) en interaction avec deux génotypes de pois (P21 et Polar). Notre expérimentation a été

réalisée sous serre en verre en condition semi-contrélée.

Les résultats ont mis en évidence que les cing souches bactériennes ont montré une activité
antagoniste et phytostimulante vis-a-vis de la souche de Fop R2F42 chez le génotype Polar. Ces
résultats sont détectables durant les 26 jours de suivi du développement de la maladie, par le
calcule de son taux d’infection, sa sévérité, I’AUDPC (Area Under the disease progress curve), les
paramétres de croissance ainsi que la teneur en chlorophylle. Toutefois chez le génotype P21,
seule la stimulation de la biomasse fraiche et seche de la partie aérienne et souterraine a pu étre

observée.

En comparant les résultats de I’effet antagoniste obtenu, nous constatons qu’il existe une
grande correspondance entre les résultats du taux d’infection, la sévérit¢ de la maladie et

I’AUDPC, ou la souche la plus performante est la souche C7R12 suivi par la souche F21.

Mots clés : antagonisme, phytostimulation , PGPR, Pseudomonas fluorescens, Pisum sativum,

Fusarium oxysporum f. sp. pisi, Rhizobium legumiinosarum bv.viceae



Absract

Study of the antagonistic effect of fluorescent

Pseudomonas strains on vascular fusarium of pea

Fusarium vascular wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. pisi is one of the most
common plant diseases of land-based origin, with the most severe impact on culture.
Rhizobacteria have been shown to be effective in stimulating plant growth and reducing the

adverse effects of phytopathogenic agents.

Our work aims is to demonstate in situ the antagonistic and phytostimulation
potentialities of five rhizobacterial strains, four belonging to fluorescent Pseudomonas (F21,
BB10, C7R12 and PP) and one belonging to Rhizobium sp. (Rhizobium leguminosarum bv.
viceae), against a fungal isolate of Fusarium oxysporum f.sp. pisi (R2F42) interacting with two
pea genotypes (P21 and Polar). Our experiment was carried out under a glass greenhouse under

semi-controlled conditions.

The results showed that the five bacterial strains represent antagonist and
phytostimulation activities against the Fop R2F42 strain in the Polar genotype. These results are
detectable during the 26 days following the development of the disease, by the calculation of its
infection rate, its severity, AUDPC (Area Under the disease progress curve), the growth settings
as well as the content of chlorophylls. However, in the P21 genotype, only the stimulation of the
fresh and dry biomass of the aerial and underground part could be observed.

By comparing the results of the antagonistic effect obtained, we find that there is a
great correspondence between the results of the infection rate, the severity of the disease and the
AUDPC, where the best-performing strain is the C7R12 strain followed by F21 strain.

Key words: antagonism, phytostimulation, PGPR, Pseudomonas fluorescens, Pisum sativum,

Fusarium oxysporum f. sp. pisi., Rhizobium legumiinosarum bv.viceae
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Liste des abréviations

Fop Fusarium oxysporum f. sp. pisi

Rlv Rhizobium leguminosarum bv. Viceae
PP Pseudomonas putida

Pf Pseudomonas fluorescent

bv biovare

f.sp forme special

Spp especes

Sp espéce

DRB Deleterious Rhizobacteria

EPR Emergence promoting rhizobacteria
PGPR Plant growth promoting rhizobacteria
NPR Nodulating promoting rhizobacteria
LPS Lipopolysaccharides

DAPG 2-4 diacétylphoroglucinol

ISR Induced systemic resistance

ABA acide abscissique

AlA Acide Indole 3-Acétique

HCN acide cyanhydrique

EDS eau distillée stérile

Fe fer

FN facteur Nod

Ph potentiel hydrogéne

et al et autre

PDA potatos dextros agar

YMA yeast mannitol agar

KB King B

°C celsius

% pourcent

nm nanometre

pum micrométre

mm millimétre

cm centimétre

mg milligrame

g grame

ml millilitre

min minute

h heure

rpm tour par minute

F feuille

CFU colonies forming unities

DO densité optique

S sévérité de la maladie

T.1.% taux d’infection

AUDPC Area Under the disease progress curve
ANOVA analyse de la variance

Chl, Chlorophylle a

Chl,, Chlorophylle b

Chl+ Chlorophylle total
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INTRODUCTION

La production agricole mondiale a connu une augmentation importante sur les plans
quantitatifs, qualitatifs et diversification des produits, afin de subvenir aux besoins alimentaires

d’une population humaine sans cesse croissante (FAO, 2010).

L’intensification des systémes de production par la mecanisation, I’utilisation des intrants
chimiques sous forme de fertilisants, pesticides et I’utilisation des génotypes exigeants davantage
d’intrants, sont a la base de I’amélioration des rendements des cultures. Néanmoins, les effets
négatifs des produits chimiques de synthése sur I’environnement (Elmholt, 1991), sur la
biodiversite ( Giller et al., 1997), sur la sant¢ humaine (Huang et al., 2005) et sur le
développement des resistances chez les agents pathogenes (Ishii, 2006), ont motivé la
communauté scientifique a chercher d’autres alternatives aux intrants chimiques afin d’assurer la
durabilit¢ de 1’agriculture, en augmentant sa rentabilite et en sauvegardant les ressources

naturelles aux générations futures.

La lutte biologique au moyen d’organismes antagonistes suscite un interét gradissant,
méme si les exemples de commercialisation sont encore loin par rapport a la lutte chimique
classique (Benhamou et Picard, 1999). Parmi les agents exploités en lutte biologique, les
rhizobactéries PGPR (Plant growth promoting rhizobacteria), ont été reconnues comme des agents
potentiels de biocontrdl (Bloemberg et Lugtenberg, 2001). L’effet bénéfique des PGPR est assuré
principalement soit par des mécanismes directs a travers la stimulation de la germination des
graines, la stimulation de la croissance végétale et I’induction de la résistance systemique «ISR » ,
ou par des mécanismes indirects via leur pouvoir compétitif a 1’égard des autres communautés
microbiennes, par I’antibiose, la production des sidérophores , le cyanure d’hydrogéne (HCN) et
les composeés voaltiles. De ce fait les rhizobactéries sont trés intéressantes pour I’application en

agriculture comme biofertilisants, biopesticides et en phytoremédiation (Berg, 2009).

L’étude des propriétés antagonistes des PGPR phytoprotectrices a concerné principalement
les interactions avec les agents fongiques phytopathogeénes, et parmi les agents phytopathogenes
les plus redoutables nous avons Fusarium oxysporum agent de la fusariose vasculaire (Ryder et
al., 1990).



Cette maladie d’origine tellurique était la plus redoutée par les agriculteurs car de
nombreuses formes spéciales attaquent spécifiquement plusieurs cultures vivrieres (Palmier
Dattier, tomate, melon, concombre, pois), les symptdmes sont généralement nombreux et

apparaissent sous formes différentes avec une intensité plus ou moins variable (Roger, 1953).

L’objectif de notre travail consiste a mettre en évidence les potentialités antagonistes et
phytostimulantes de cing souches rhizbactériennes (quatre de Pseudomonas fluorescents : F21,
BB10, C7R12 et PP, et une souche de Rhizobium leguminosarum bv. viceae), vis-a-vis d’un isolat
fongique de Fusarium oxysporum f.sp. pisi (R2F42), en interaction avec deux génotypes de pois
(P21 et Polar).
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1. Les Rhizobactéries

La rhizosphere représente la partie du sol qui entoure les racines et dans laquelle la
microfaune est influencée par ces derniéres ( Raaijmakers, 2009). Elle est considérée comme étant

le siege des interactions mutuelles entre le sol, ses microorganismes et la plante.

Les rhizobactéries sont des bactéries qui présentent 1’aptitude a coloniser cette zone de
facon intense (Schroth et Hancock, 1981, 1982). Ces bactéries peuvent présenter des effets
bénéfiques sur les plantes grace a leur position stratégique a l’interface sol-racine. Elles sont
connues sous le nom de PGPR pour Plant Growth Promoting Rhizobacteria, la plante libere des
exsudats  racinaires qui sont constituées de substances organiques carbonées et azotées
(polysaccharides, acides organiques et protéines) , qui favorisent le développement de la
microflore (Mench, 1985). Ainsi, en réponse a I’apport énergétique représenté par les exsudats
racinaires, des propagules fongiques se développent de fagon saprophytique jusqu’a la racine
qu’elles peuvent infecter (Schroth et Hildenbrand, 1964), et de méme, la densité des bactéries
augmente considérablement dans la rhizosphére que dans le sol distant desracines : il s’agit de
«’effet rhizosphére» (Foster et Rovira, 1978). La quantité et la composition des exsudats
racinaires conditionnent égalementla nature des activités bactériennes (Loper et Schroth,
1986a), qui résultent de la synthese de meétabolites tels que les sidérophores, antibiotiques,
substances de croissance, acide cyanhydrique, lipopolysaccharides (Brown,1974; Neilands et
Leong, 1986; Fravel, 1988; Voisard et al., 1989; Van Peer et al., 1991). Si la plante libére des
composés organiques, a I’inverse elle préléve de I’eau et des éléments minéraux indispensables a
son métabolisme. Ce prélévement est d’ailleurs associé a I’extrusion de protons qui contribue a

abaisser la valeur du pH de la rhizosphere (Bienfait, 1986).

Les échanges entre la plante et le sol sont influencés par les rhizobactéries et ce d’autant
plus que leur densité et leur activité sont élevées. Cette influence se manifeste par une
modification de la croissance de la plante et de la fréquence des infections fongiques de la
racine. Selon les rhizobactéries présentes, ces modifications peuvent étre positives ou

négatives pour la plante. Leur étude a donc suscité 1’intérét de nombreux chercheurs.

Les PGPR offrent des applications intéressantes en agriculture comme la biofertilisation, la
lutte biologique par les biopesticides (Tableau 1) et d’autres applications environnementales telles

que I’amelioration du reboisement des sols stériles ou chimiquement



pollués (Bashan et Holguin, 2002 ; Lugtenberg et Kamilova, 2009 ; Weyens et al., 2009). Les

PGPR sont classées selon leurs activités en :

e Biofertilisants (ameliorent la disponibilite des nutriments aux plantes)

e Phytostimulateurs (promotion de la croissance par la production des phytohormones),

e Biopesticides (biocontrole des agents phytopathogenes). (Somers et al., 2004) (Tableau
1, Figure 1)

Tableau 1: Termes adoptés pour classer les mécanismes par lesquels les PGPR stimulent la

croissance des plantes (Martinez-Viveros et al., 2010)

Termes Définitions Meécanismes Reéférences
Une substances contenant| _Fixation biologique de |Vessey(2003):Somer et
des microorganismes, l'azote. al.(2004);Fuentes-
. .- quand elle est appliquée a| _solubilisation du Ramerez et Caballero-
Biofertilisant la semence. la surface de | phosphore insoluble. Mellado(2006)
la plante ou au sol.elle
colonise la rhizosphere.et
stimule la croissance
végétale par l'amélioratio-
n de la nutrition ou la
disponibilité des nutrime-
nts essentiels a la plante
Microorganisme ayant la —Production_ des phyto_hc_)— Lugtenberg et a/.(2002);
Phytostimulateur | faculté de produire ou rrnones(au}lcmes_,,cytoklnl— Somer er a/.(2004)
chnager la concentration |1€S st gibbérellines)
des régulateurs de crois- |-Réduction de la concent-
sance tels que l'acide ration d'ethyléne(a
indole acétique l'intérieur de la plante
ATA l'acide gibbérellique,
les cytokinines.et
I'éthyléne
Biopesticide Microorganisme amélior- -Pl'_Of_th_tiOTl de_s . Vessey(2003); Somer er
ant la croissance des ant1b10t1quv.?s(s1dv.?r0ph0r— al. (2004); Chandler er
plantes par le contrdle es,I_—ICN,_metabohtes al. (2008)
. antifongiques)
des a.gel}ts phytopatogen-| pr.oquction des eNnzymes
es principalement par la qui dégradent les parois
production des cellulaires des
antibiotiques et des champignons
metabolites antifongiques | compétitivité a 'encontre
des agents phytopatogen-
es.principalement par la
production des antibioti-
ques et des métabolites
antifongiques
-Résistance systémique
acquise et induite
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Figurel : Les mécanismes des PGPR sur la plante (Drogue et al. , 2013 )
1.1. Rhizobacteries non symbiotique : Pseudomonas fluorescents

Le genre Pseudomonas est un grand groupe bactérien particulierement important, qui
appartient a la sous-classe vy des protéobactéries et comprend plus d'une centaine d'espéces

ubiquitaires (Bossis et al., 2000 ; Palleroni et Moore, 2004). Leurs caractéres principaux sont :

e Bacilles a Gram négatif, non sporulés, généralement mobiles grace a une ou plusieurs
flagelles polaires (Figure2), aérobies a métabolisme strictement respiratoire (Palleroni,
2008).

e La plupart sont saprophytes (Bossis et al., 2000).

e Quelques espéces comme P. syringea, sont phytopathogenes (Stanier etal., 1966), et
certaines peuvent causer des infections chez I’homme, particuliérement P. aeruginosa,
reconnue comme pathogene opportuniste et causant des infectons pulmonaires mortelles
chez les patients atteints de fibrose kystique (Mavrodi et al., 2001).

e les températures optimales a leur croissance varient entre 4 °C a 42°C (Palleroni, 2008).

e Toutes les especes de ce genre ne peuvent pas croitre a un pH inférieur a 4.5 (Palleroni,
1984).

e Ces bactéries ont la capacité de dégrader des composés complexes, tel que les protéines et
les polysaccharides complexes comme 1’amidon et la cellulose (Palleroni, 1984)

e Certaines populations de Pseudomonas spp. fluorescents ont la possibilité de dissimiler
I’azote (Clays-Josserand et al., 1995). Cette dissimilation est plus ou moins complete

selon le groupe taxonomique consideré (Matsubara et Zumft, 1982).



e Ces bacteries contribuent significativement a la réduction des nitrates et des nitrites qui
constituent des polluants des nappes phréatiques (Latour et Lemanceau, 1997).

e Elles sont souvent capables de résister a de nombreux antiseptiques ou antibiotiques
(Euzeby, 2008) (Visca et al., 2007).

Figure 2: Photo microscopique de P.fluorescens (Hseuh et al. 1998)

Les Pseudomonas spp. fluorescents saprophytes sont les habitants type des sols agricoles et
des rhizoplans, elles sont impliquées dans de nombreuses interactions avec les plantes (Schroth et
al., 1992). Ces bactéries sont considérées comme des composés biologiques du sol agricole, et

sont responsables de la suppression de certaines maladies fongiques dans les cultures.

Ces Pseudomonas diminuent la séveérité de la maladie et stimulent la croissance des plantes
comme le riz (Sakthivel et Gnanamanickam, 1987), le blé (Weller et Cook, 1983), la pomme de
terre  (Kloepper et al., 1980b), la canne a sucre (Suslow et Schroth, 1982), le radis (Kloepper
et Schroth, 1978), le coton (Howell et Stipanovic, 1980), le pois, le lin, et la tomate. Différentes
especes de Pseudomonas spp. fluorescents ont été rapportées a la fois comme stimulatrices
de la croissance des plantes (PGPR), mais aussi comme souches de biocontréle des champignons
phytopathogénes (Salmone et al., 2001) (Figure 3). Ces capacités sont dues a des mecanismes
directs et indirects.
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Figure 3 : Représentation schématique de I’interactions plantes-microorganismes dans la rhizosphere

(Lamanceau et al., 2006 )

Les mécanismes indirects utilisés par ces Pseudomonas spp. fluorescents, comprennent la
production d’antibiotiques contre des agents pathogénes (Thomashow et al., 1990), la réduction
de fer disponible pour les phytopathogénes présents dans la rhizosphere (Scher et Baker,
1982), la synthése d’enzymes dégradant les paroi cellulaires fongiques et la compétition avec les

microorganismes délétéres pour les niches sur la plante.

Les mécanismes directs concernent, la séquestration du fer pour les plantes par les
sidrophores, la production de phytohormones ou encore par solubilisation de formes de
phosphore insolubles, rendant ainsi le phosphore biodisponible (Salisbury, 1994), et la

diminution des taux d’éthyléne produits par la plante (Glick, 1995; Glick et al., 1999).



1.1.1. Effets de Pseudomonas fluorescents

1.1.1.1. Stimulation de la croissance des plantes

La synthése de substances stimulant la croissance de la plante a souvent été démontrée in
vitro avec des cultures pures de nombreuses bactéries PGPR, mais également lors de

I’association avec la plante.

» Solubilisation du phosphate
La sécrétion d’acides organiques et de phosphatases facilitent la conversion de
formes insolubles de phosphore en formes disponibles pour les plantes (Kim et al., 1998;
Richardson, 2001).
Exemple des espéces de Pseudomonas spp. fluorescents solubilisant le
phosphate :P. chlororaphis, P. putida et P. aeruginosa (Cattelan et al., 1999; Bano et
Musarat, 2003).

> Synthése de phytohormones
Ces substances correspondent principalement a des phytohormones (auxines,
cytokinines, gibbérellines). L’ABA (I’acide abscissique) est notamment connu pour
induire la fermeture des stomates et pour Eétre transporté dans toute la plante, sa
production par les bactéries rhizosphériques pourrait étre extrémement importante pour
la croissance des plantes dans des milieux arides ou semi-arides.
» Dénitrification
La dénitrification est un processus microbien dans lequel les oxydes d’azote sont
utilisés comme accepteurs finaux d’électrons, pour la production d’énergie en absence
d’oxygene. Les Pseudomonas spp. fluorescents sont les dénitrifiant les plus communs
des sols des régions tempérées (Gamble et al., 1977).
> Les médiateurs de I’absorption de fer
La majorité des espéces de Pseudomonas spp. fluorescents produisent des
sidérophores. Ainsi un nombre important d’espéces de plantes peuvent assimiler les
complexes Fe**/sidérophore bactériens (Becker et Cook, 1988; Loper, 1988; Bitter
et al., 1991). Les especes de Pseudomonas spp. fluorescents produisent aussi la

pseudomonine (un alcaloide provenant de cultures de Pseudomonas fluorescens) comme



P. fluorescens, P. stutzeri et P. putida (Lewis et al., 2000; Mossialos et al., 2000;
Mercado-Blanco et al., 2001).

1.1.1.2. Protection des plantes contre les maladies d’origine tellurique

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).

Les modéles biologiques utilisés mettent enjeu différentes souches de Pseudomonas et différentes
maladies (Tableau 2). Les problemes pathologiques les plus étudiés sont : les fontes de semis, les
fusarioses, le piétin échaudage et les pourritures racinaires. Méme si les travaux de lutte
biologique sont trés nombreux, il est regrettable de constater que seuls quelques-uns évaluent
I’efficacité de cette lutte en termes d’augmentation de rendement (Kloepper et al., 1980c;
Suslow et Schroth, 1982b; Saktivel et Gnanamamickam, 1987; Weller et Cook, 1986; Xu et
Gross, 1986b; Leeman et al.,1991; Lemanceau et Alabouvette, 1991). La plupart des essais sont

en effets réalisés en conditions controlées ou sont arrétés avant la récolte.

Tableau 2: Protection des plantes contre différentes maladies d’origine tellurique, assurée par des souches

de Pseudomonas spp. fluorescents

Meladies Microorganismes pathogenes Reldrances
Chancra bactdrien Xanthomanas citri Unnamalai et Gnanamanickam (1984)
Fente de semis Pythivm spp Elad et Chet {1987}

Rhizaclonia salani

Howell el Stipanovic {1280}
Laper {1588)

Walther et Gindrat (1388)
Waller a1 Caok (1985)
Henwell et Stipanovic [19749)

Fusarivses FusariLim oxysporum Lermanceau et Alabouvatts (1831)
* do pourriture f &p radieis lvcopersicl
Fusarium safani Anderson et Guarra {1985)
T yazculaires Fusarium oxysporum f spp Duijfl et a/ {1991}
Klaappar at al (1280b)
Leeman ef af (19491)
Lemanceau (1568)
Park et al (1388)
Scher et Baker {1982}
Van Peer al al {19500}
Jambe noira Erwinia caratovora Rhodes et Lagan {1926}
de la ppmme de terra Xu ot Grass (1986ab)
Peres et pourritures Pythium spp Becker et Cook {1988)
racinaires Suty et al(1992)
pourriture du callet Weller et Cook {1986}
Sarocladiurm orpzas Sakthivel et Gnanamanickam (1987)
Selarotivm rofisi Ganesan et Gnanamanickam {1987)
Rhizoctonia solani Mew el Rosales (1986)
Thiglaviopsis basicola Sluz ef af (1988)

Pietin echaudage
du bl

Gasumannomyces Qrarminis
wvar il

Brisbane et Rovira {1988)
Kael ef af (1953)
Kloepper et al {1580b)
Weller et Cgal {1983)
Waong et Baker [1984)

Tache bacterienne Pseuvdamanas folaasi Qlivier 2t Guillaurmés {19381)
du champignon
Verficilliose Verticittium datlige Leben ef af (1937}




1.1.1.3. Stimulation de la germination

Une des composantes du rendement agronomique des grandes cultures est la densité du
peuplement végétal. Or, cette densité est liée a la faculté et a 1’énergie germinative des
semences. Certaines souches bactériennes, appartenant en particulier au groupe des
Pseudomonas spp fluorescents, semblent améliorer la germination des graines lorsque les
conditions d’environnement sont défavorables. HOfte et al. (1991) ont enregistré une
augmentation significative du taux de germination des semences de mais soumises au froid apres
inoculation de deux souches de Pseudomonas fluorescents. L’une d’entre elles , a de plus,
permis de maintenir le pourcentage de germination d’un lot de semences &gé de deux ans au
méme niveau que celui uniquement a4gé d’un an. Ces souches sont appelées «Emergence
Promoting Rhizobacteria» (EPR) (Kloepper et al., 1986).

Digat et al. (1990), ont montré que certaines souches de Pseudomonas peuvent stimuler
significativement la germination de graines de tomate méme lorsque les conditions

d’environnement ne semblent pas favorables.

1.1.1.4. Stimulation des interactions entre la microflore symbiotique et la plante
héte

Certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescents stimulent la nodulation des
Iégumineuses. Ces souches sont appelées Nodulating Promoting Rhizobacteria (NPR). Elles

stimulent la croissance racinaire, produisent de I’acide indole acétique et sont pectinolytiques.

Il a été rapporté que les Pseudomonas fluorescents provoquent une augmentation de la
masse de nodosités plutdt que de leur nombre (Zablotowicz, in Howell et Okon, 1987), et
influencent  aussi positivement la colonisation racinaire de la plante hoéte par des
endomycorhizes (von Alten et al., 1991) ou par des ectomycorhizes (Garbaye et Bowen, 1987).
Mamoun et Olivier (1992) ont montré que certaines souches de Pseudomonas spp
fluorescents améliorent la pérennité de I’association symbiotique entre I’ectomycorhize Tuber
melanosporum et le noisetier. Par ailleurs, ’effet bénéfique, de I’inoculation mycorhizienne
sur la plante, pourrait étre stimulée par certaines rhizobactéries productrices de substances de
croissance (Linderman et Paulitz, 1990) et par les rhizobactéries qui augmentent la solubilité
des phosphates dans le sol (Raj et al., 1981). Ainsi 1’association d’endomycorhizes et de

Pseudomonas fluorescents s’accompagne d’une plus grande stimulation de la croissance de la



plante que la seule inoculation bactérienne ou fongique (Meyer et Linderman, 1986; Oliveira et
al., 1987).

1.1.2. Mécanismes responsables des effets bénéfiques

I  apparait clairement que 'un des problémes majeurs liés a 1’utilisation des
Pseudomonas spp. fluorescents est le manque de reproductibilité dans le temps et dans I’espace
des effets bénéfiques enregistrés (Weller, 1988). Afin d’améliorer 1’efficacité de la bactérisation,
il est nécessaire de comprendre les mecanismes responsables des effets bénéfiques. Deux
types de mécanismes se dégagent de 1’ensemble des travaux publiés : I'un concerne la
modification des équilibres microbiens, I’autre la modification du métabolisme et de la

physiologie de la plante.
1.1.2.1. Modification des équilibres microbiens

Kloepper et Schroth (1981 b) ont été les premiers a mettre en évidence 1’effet bénéfique
indirect d’une souche de Pseudomonas fluorescent sur la croissance des plantes. A la suite de
ses travaux, de nombreux auteurs ont montré que les effets bénéfiques des Pseudomonas spp.
fluorescents sont associés a leur activité antagoniste a 1’encontre de microorganismes qualifiés de
pathogenes (Kloepper et al.,1980c; Suslow et Schroth, 1982b; Gardner et al.,1984; Bakker et al.,
1986; Sakthivel et al., 1986; Cook et al., 1987; Elad et al. , 1987). La protection contre les
agents pathogénes par des Pseudomonas fluorescents antagonistes permet de soustraire la plante
a leur activité néfaste. Selon I’efficacité de la protection biologique, la croissance des plantes
bactérisées peut atteindre celle des plantes cultivées en absence de microorganismes
pathogeénes. La relation entre cette protection et 1’augmentation de croissance ou de rendement
est trés claire lorsque la plante est confrontée a des microorganismes qui déterminent des
symptdmes évidents et bien caractérisés (Fusarium oxysporum f.spp, Gaeumannomyces graminis
var tritici, Thielaviopsis basicola, etc...). Ainsi il apparait que la réduction de la gravité de la
maladie s’accompagne d’une augmentation de rendement de la culture bactérisée (Weller et Cook,
1986; Lemanceau et Alabouvette, 1991).

La croissance des plantes peut également étre réduite par I’activité néfaste de
microorganismes pathogenes qualifiés de deléteres ou «Deleterious Rhizo-Microorganisms»
(DRMO) par Suslow et Schroth (1982a) et Schippers et al. (1987). Ainsi des Pseudomonas spp
délétéres qui naturellement présents dans les cultures répétées de pomme de terre (Bakker et al. ,

1986a; Bakker et Schippers, 1987) ou artificiellement introduits lors de culture de blé (Elliott



et Lynch, 1984) ou de betterave (Suslow et Schroth, 1982b), provoquent des réductions
significatives de la croissance des plantes. La réduction de la densité de ces Pseudomonas
déléteres, soit par des techniques culturales appropriées - brilage des pailles (Elliott et
Lynch,1984), rotation longue de pomme de terre (Bakker et al., 1987) — soit par 1’utilisation de
Pseudomonas fluorescents antagonistes (Suslow et Schroth, 1982b; Geels et Schippers,
1983; Schippers et al., 1985; Geels et al., 1986).

A. Compétition

Les interactions microbiennes sont conditionnées par la nature et 1’intensité de la
compétition entre microorganismes (Lockwood, 1981; Alabou-vette, 1983). Cette compétition
peut s’instaurer pour 1’espace et pour les nutriments. Les Pseudomonas fluorescents antagonistes
participent a ces deux types de compétition. Ainsi Suslow (1982) suggeére que les PGPR seraient
capables d’exclure les DRB (Deleterious Rhizobacteria) de certaines niches écologiques, ou la

production d’exsudats racinaires est importante.

Méme si le role de la compétition pour I’espace ne peut étre complétement exclu,
I’essentiel des travaux relatifs a la compétition, instaurée par les Pseudomonas fluorescents,
porte sur la compétition trophique et, en particulier, sur la compétition pour le fer (Heming,
1986; Leong, 1986; Neilands et Leong, 1986; Loper et Buyer, 1991). Pour acquérir cet
¢lément, les microorganismes ont développé une stratégie d’acquisition du fer qui repose sur
la synthese de sidérophores et de protéines membranaires réceptrices (Neilands,1973; Leong,
1986). Cette synthése n’a lieu qu’en situation de carence en fer (de Weger et al., 1986). Tous
les sidérophores ne présentent pas en effet la méme affinité pour le fer (Fe*®).Ainsi les
Pseudomonas fluorescents produisent des sidérophores appelés pyoverdine (Meyer et Abdallah,
1978) ou pseudobactine (Teintze et al.,1981) qui forment avec le fer (Fe™) un complexe
(ferripyoverdine ou ferripseudobactine) (Meyer et Abdallah, 1978). Le fer chélaté par les
pyoverdines ne peut pas étre utilisé par certains champignons. Les sidérophores fongiques
forment en effet avec le fer (Fe™) un chélate dont la constante de stabilité est inférieure a celle
des complexes ferripyoverdines. De ce fait, les Pseudomonas fluorescents sont plus aptes a

mobiliser le fer que les Fusarium (Lemanceau, 1988). La croissance de ces champignons en



présence de Pseudomonas fluorescents ou de pyoverdine purifiée serait donc réduite du fait de la

carence en fer.

D’une fagon générale, 1’apport de fer disponible pour les champignons pathogénes
(Fusarium oxysporum f.spp., Gaeumanno-mycesgraminis var tritici) réduit ’intensité de la
compétition pour cet élément et aggrave les maladies (Kloepper et al., 1980b; Scher et
Baker,1982; Wong et Baker, 1984; Lemanceau et al.,1988a).

B. Antibiose

L’antibiose exercée par certaines Pseudomonas spp fluorescents a d’abord été mise en
évidence in vitro. Ainsi Lindberg (1981) a établi le spectre d’activité d’un antibiotique, «la
tropolone », synthétise par une souche de Pseudomonas. Cet antibiotique manifeste des
propriétés antagonistes a ’encontre de différents champignons. Howell et Stipanovic (1979,
1980) ont caractérisé deux antibiotiques : la pyolutéorine et la pyrrolnitrine synthétisés par la
souche Pf5 de Pseudomonas fluorescens. Ces antibiotiques ont respectivement inhibés la
croissance, in vitro, de Pythium ultimum et de Rhizoctonia solani. Ces auteurs ont ensuite
montré que la souche bactérienne protege les plantes de coton contre ces pathogénes de maniére
analogue a celle des antibiotiques purifiés. 1ls en concluent que la protection des plantes

assurée par cette souche de Pseudomonas est liée a la synthese de ces antibiotiques.

Keel et al. (1990, 1991) ont démontré que le 2-4 diacétyl-phloroglucinol synthétisé par la
souche de Pseudomonas CHAO est en partie responsable de la protection du blé contre
Gaeumannomyces graminis vartritici et du tabac contre Thielaviopsis basicola. Ce composé est
extrémement efficace in vitro contre Gaeumannomycesgraminis var tritici (Keel et al., 1991).
Selon ces auteurs, elle pourrait cependant étre responsable d’une réduction de D’activité du
champignon dans la rhizosphére. Les exsudats racinaires contiennent en effet de la glycine
(Rovira et Darvey, 1971) connue pour étre un précurseur de la synthése bactérienne d’acide
cyanhydrique (Voisard et al., 1989). La démonstration du rdle de ces trois composés a été
confortée par ’utilisation de mutants pour lesquels la synthése de ces produits a été rétablie
grace a leur complémentation avec le cosmide correspondant. Cette complémentation s’est en
effet accompagnée de la restauration de ’efficacité de la souche bactérienne a protéger les
plantes (Thomashow et Weller, 1988; Voisard et al., 1989; Keel et al., 1990, 1991).

La stimulation de la production d’acide cyanhydrique et de phénazine a amélioré

I’efficacité des bactéries a réduire la gravité de la maladie(Voisard et al., 1989; Thomashow,



1991). L’efficacité des souches bactériennes étudiées a pu étre directement corrélée a la présence

des antibiotiques dans les extraits de racines, la rhizosphere et le sol.
1.1.2.2.  Modification du métabolisme et de la physiologie de la plante

Au cours des années 1960 et 1970, les chercheurs se sont surtout intéresses aux effets
directs des rhizobactéries sur la croissance des plantes. Puis, pendant les années 1980, leur
attention a surtout été retenue par I’¢tude de I’activité antagoniste des Pseudomonas spp.
fluorescents a I’encontre des microrganismes pathogenes. Mais des publications récentes,
traitant de I’alimentation minérale et de I’induction de résistance de la plante, attestent d’un regain

d’intérét en faveur des interactions directes entre la plante et les rhizobactéries.

A. Amélioration de I’alimentation minérale de la plante

L’amélioration de 1’alimentation minérale de la plante en phosphore a été la premiere
hypothése proposée pour expliquer I’effet bénéfique enregistré a la suite de la bactérisation
de plantes (Gerretsen, 1948). Les especes, Bacillus megaterium var phosphaticum et
Pseudomonas spp fluorescents, augmenteraient la concentration en phosphore soluble soit par
minéralisation des phosphates organiques, grace a des phosphatases, soit par solubilisation des
phosphates inorganiques, sous 1’effet d’acides (Krasilnikov,1961). Ce mode d’action a fait
I’objet de nombreuses controverses. Ainsi Mishutin et Naumova (1962) ne calculérent que la
quantité de phosphates solubilisés sous 1’action des bactéries est negligeable par rapport a

I’augmentation de rendement observée au champ.

Rovira (1972) suggere, pour sa part, que I’amélioration de 1’absorption de phosphates par
la plante, grace a I’activité de certains microrganismes, serait lié a la modification de la

croissance et de la longévité du systeme racinaire.

Enfin, les sidérophores microbiens et en particulier ceux des Pseudomonas fluorescents
peuvent influencer directement 1’alimentation de la plante en fer (Crowley et al., 1987). Ainsi
le fer chélaté par les sidérophores peut étre utilisé par les graminées. Powell et al. (1982) ont
par exemple mis en évidence, grace a I’utilisation de55Fe, que 1’avoine peut assimiler le fer lié
aux sidérophores. De méme, Duss et al. (1986) ont observé que la tomate n’absorbe le fer de
facon efficace que si elle est cultivée en présence de bactéries. Cependant tous les

siderophores n’améliorent pas 1’alimentation en fer des plantes. Ainsi I’assimilation du fer par



le mais et le pois a été réduite en présence d’une pseudobactine. Cette réduction s’est
accompagneée d’une diminution de la concentration en fer de la chlorophylle (Becker et al.,
1985).

B. Production microbienne de substances de croissance

La production de substances de croissance par les Pseudomonas fluorescents a été
fréguemment mise en évidence in vitro (Brown, 1974; Lynch, 1976). Ces substances peuvent
étre absorbées par les racines. Ainsi Libbert et al. (1969) ont montré que des auxines
produites par des microrganismes telluriques pouvaient étre assimilées par différentes plantes
(mars, pois, concombre). Différents auteurs ont mis en relation 1’aptitude de souches
microbiennes a produire des substances de croissance in vitro et leur aptitude a modifier, in vivo,
la morphologie des plantes de maniére analogue aux substances de croissance concernées. lls en
concluent que la stimulation de croissance des plantes bactérisées est due a la syntheése
microbienne de substances de croissance (Brown, 1974). De plus, Riviere (1966) puis
Strzelczyk et al. (1973) signalent que les bactéries capables de dégrader I’acide indole acétique
(AIA) sont au moins aussi fréquentes que celles capables de synthétiser cet acide. L’importance
relative de ces deux types de bactéries semble dépendre du stade de développement de la plante

qui influence la composition des exsudats racinaires (Riviere, 1966; Rovira, 1972).

Enfin les différences enregistrées entre plantes traitées avec bactéries ou substances de
croissance et plantes témoin, ne sont significatives que sur jeunes plantes; elles disparaissent en
cours de culture (Jackson et al.,1964; Ecklund, 1970; Brown, 1974).Plus récemment, Loper et
Schroth (1986 b) ont méme montré que ’effet délétére de certains Pseudomonas fluorescents
pourrait étre associé a I’intensité de la synthése de AIA in vitro. Ainsi, ces auteurs ont établi une
corrélation entre la concentration d’AIA produite in vitro et la réduction de 1’élongation
racinaire aprés bactérisation. Cette correlation a été confirmée en comparant 1’effet biologique
de I’inoculation d’une souche de Pseudomonas syringae pv. savastanoi productrice d’AIA et de
son mutant non producteur d’AIA. La souche sauvage provoque une réduction de la croissance

racinaire alors que le mutant demeure sans effet.
C. Induction de resistance de la plante

Des travaux réecents portant sur des modeles d’étude différents ont mis en évidence la
plus grande résistance naturelle des plantes bactérisées par certaines souches de Pseudomonas.

Ainsi, la souche bactérienne CHAO provoque une augmentation du chevelu racinaire et la



résistance naturelle au Thielaviopsis basicola des plantes de tabac bactérisées (Voisard et
al.,1989). Ces auteurs associent ces deux effets bénéfiques a la synthése bactérienne d’acide
cyanhy-drique (HCN) grace aux techniques de génie génétique suivantes :

- Obtention d’un mutant non producteur de HCN issu de la souche CHAO,
- Complémentation de ce mutant avec les génes responsables de la synthése de HCN,
- Introduction de ces geénes dans une souche initialement non productrice de HCN.

Defago et al. (1990), suggerent donc que la production de HCN 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. Pour Anderson et Guerra (1985), I’augmentation de la
résistance des plantes de haricot au Fusarium solani grace a I’inoculation d’une souche de
Pseudomonas putida serait liée a leur plus grande teneur en lignine. L’induction de résistance de
I’ceillet a la fusariose vasculaire par la souche de Pseudomonas WCS417r a été clairement établie
par Van Peer et al. (1991). En effet, le role de ’antagonisme direct, entre la souche de
Pseudomonas et celle de Fusarium pathogene, dans la protection biologique a pu étre exclue

grace a des inoculations séparées dans 1’espace.

1.2. Rhizobacteries symbiotique : Rhizobium spp.

1.2.1. Caractérisation morphologique

Parmi les caractéristiqgues morphologiques et culturales utilisées pour la caractérisation et
I’identification des Rhizobiums, une des plus remarquables est leur croissance sur milieu YMA
(Vincent, 1970). Les colonies présentent un aspect lisse, circulaire a punctiforme, de taille
variable de 1 a 2mm de diamétre, a contour régulier, de couleur beige, jaune ou blanche. Elles
sont bombées, muqueuses, opaques et rarement translucides (Tableau 3). L’ensemble de ces
caractéristiques morphologiques rapproche ces isolats au genre Rhizobium (Jordan, 1982). Une
variation dans la production et la densité des exopolysaccharides a été observée avec la plupart

des isolats. Toutefois, la souche Ps3 se caractérise par une production plus importante.

1.2.2. Symbiose Iégumineuse- rhizobium

La symbiose légumineuse-Rhizobium est un processus indispensable a la plante pour
acquérir l'azote sous forme réduite, mais aussi aux Rhizobiums pour obtenir les nutriments

nécessaires a leur développement. Le végétal fournit des matiéres nutritives a la bactérie,



celle-ci capte l'azote atmosphérique qui sera assimilé par la plante hote (Raven et al., 2000).
Gréce a cette symbiose une importante économie d'engrais azotés peut étre réalisée.
L'établissement de la symbiose entre le Rhizobium et la plante légumineuses est un
phénomene complexe. L'interaction symbiotique entre les bactéries Rhizobium et les plantes de la
famille des légumineuses se traduit par la formation d'organes spécifiques, appelés nodules ou
nodosités, ou les bactéries sous leur forme différenciées, fixent et réduisent I'azote

moléculaire en ammoniac (Perry et al., 2004). (Figure 4)
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Figure 4 : Nodules ; A : Echanges de signaux lors de la mise en place de la symbiose

Rhizobium/légumineuse Nod-dépendant ( Lindstrom et al., 2010). ; B: Partie d’une racinaire d’une

I[égumineuse avec nodosité.

Tableau 3 : Exemples d’associations entre rhizobia et 1égumineuses (Denarie et al., 1992 ; Sawada et al.,
2003).

Rhizobia

Plantes hotes

Sinarhizobivm meliloti

Luzeme

Rhizobium leguminosarum

biovar viveae

Pois (Pisum), Vesce (Vicia)

biovae trifolii Tréfle (Trifofium)

biovar phaseoli Haricot {Phaseolus)
Mesorhizobium loti Lotier (Lofis)
Sinorhizobium fredii Soja (Glycine)

Rhizobium sp. NGR234

Large spectre et Parasponia (non légumineuse)

Rhizobium tropicii

Haricot (Paseofus), Faux Mimosa (Leucaena)

Bradirhizobium japonicum

Soja (Glycine)

Azorfizobivm caulinodmns

Sesbania




La nodulation est considérée comme la premiére caractéristique de l'association
symbiotique qui est strictement contrdlée par des mécanismes d'autorégulation interne de la plante
hote (Figueiredo et al., 2008; Lohar et al., 2009). En présence des Rhizobiums, la plante émet des
signaux par la production de flavonoides qui stimulent la sécrétion des facteurs Nod par les
bactéries (D’Haeze et Holsters, 2002). Chez les légumineuses deux types de nodules peuvent
étre distingués suivant la persistance ou non du méristeme, «les nodules a croissance
indéterminée »qui ont généralement un mode de croissance continue, les étapes  de
développement du nodule sont séparées dans 1’espace et non dans le temps (Nap et Bisseling,
1990) , ils sont caractéristiques des espéces des climats tempérés tels que Medicago, Pisum, Vicia
et Trifolium. Par contre, «les nodules & croissance déterminée » sont observés chez les
espéces tropicales (Lotus, Glycine, Vigna et Phaseolus), et sont originaires d’un méristéme qui
détermine sa croissance durant une période de temps limitée, donc les étapes de développement

nodulaire sont séparées dans le temps (Nap et Bisseling, 1990).
1.2.3. Rhizobium et lutte biologique

Les souches de Rhizobium sont souvent connues comme étant des bactéries fixatrices
d’azotes (Nutman, 1976), mais sont aussi connues pour leurs effets antagonistes vis-a-Vis
des agents pathogenes, elles peuvent diminuer ou empécher I’invasion des légumineuses par
certaines especes pathogenes tel que le Fusarium (Mew et Howard, 1969). En effet, Johnston
(1967) a montré que la présence de Rhizobium meliloti dans la rhizosphére de la luzerne,
avait un certain effet protecteur contre 1’invasion des racines par Fusarium roseum, cet
effet est le résultat d'une compétition nutritive. En effet les légumineuses obtiennent un
bénéfice nutritif, et deviennent aussi plus résistantes a certaines infections. Selon Bordeleau
(1989), les Rhizobium meliloti et le Bradyrhizobium japonicum protegent, respectivement, la
luzerne, et le soja du Fusarium oxysporum. L'effet protecteur résulterait d’une compétition

nutritive entre le Rhizobium et I'agent pathogéne, envers la source de carbone principalement.

Dans d'autres travaux, Rhizobium meliloti a inhibé la croissance de Macrophomina
pimedina, Rhizoctonia solani et Fusarium solaniin vitro. Dans des études au champ, il a été
démontré que les souches R. meliloti, R. leguminosarum et B. japonicum ont réduit la
sévérité de [linfection par M. phareofina, R. solani et Fusarium spp. , de certaines
Iégumineuses et non légumineuses. Ainsi des Rhizobium transgéniques, R. legminosarium
biovarviciae et R. leguminosarum biovartrifolii ont protégé les nodules du petit pois et de la

féverole de I'attaque des larves de Sitona flavescent. Ces souches contiennent des fusions avec la



séquence codante pour la protéine insecticide de Bacillus subtilis (M’lakhal, 2011). Chez le
pois et le haricot, une amélioration de I'assimilation du fer par la racine suivie d'une augmentation
de la synthése de chlorophylle ont été observées, grace a la production des sidérophores par les
Rhizobiums (Becker et al., 1985).

Concernant les interactions entre plantes/Rhizobium ou Rhizobium/pathogenes, plusieurs

mécanismes ont été élucidés :
a. Hydrolyse

Les génes de synthése de la chitinase ont été clonés chez Bradyrhizobium, ce qui a permis
de muter le locus et d'effectuer une mutagenese dirigée par recombinaison réciproque avec
le locus sauvage. Le mutant montre une production réduite de chitinases, une diminution de
I'inhibition de I'élongation du tube germinatif fongique, et une protection réduite des plants

de pois contre Furarium oxysporum (Jones et al., 1986).
b. Compétition

Antoun et al. (1978), ont démontré que certaines souches de Rhizobium avaient un effet
antagoniste vis-a-vis de Fusarium oxysporum, dd principalement & une compétition pour le
glucose. Moore (1988) avance que les souches de Rhizobium qui synthétisent des sidérophores

en absence de fer, inhibent la croissance des agents phytopathogéne.
c. Antibiose

Smith et al. (1985), trouvent que Rhizobium meliloti peut produire la Rhizobactine
(acide aminopolycarboxylique), qu’ils utilisent pour lutter contre les phytopathogénes et les
ravageurs des légumineuses. La Rhizobactine est apparentée structurellement aux opines. Le
R. leguminosarum produit I’anthralinate, alors que B. japonicum est capable d'utiliser I'acide

citrique comme sidérophores.
d. Induction de Pimmunité des plantes

Le role des lipopolysaccharides (LPS) dans I’induction de la résistance de la plante a été
démontré. En effet, des LPS ont été testés avec des résultats positifs vis-a-vis de divers
phytopathogeénes, tels qu’Arabidopsis/F.oxysporum; haricot/B. cinerea; tabac/Phytophthora

nicotianeae et pomme de terre/cyst nématode (VanWees et al., 1997).



2. Le pois

Le pois (Pisum sativum L.), (figure 5) originaire d'Asie du Sud-ouest, était parmi les
premiéres cultures cultivées par I'nomme. On trouve encore des pois sauvages en Afghanistan, en
Iran et en Ethiopie. Cette culture a longtemps été cultivée aux Etats-Unis et, historiquement, le

pois de la campagne était I'une des meilleures cultures commerciales du Wisconsin.

En 1909, 78000 acres ont été plantées et une partie de l'est et du nord-est du Wisconsin a
conduit le pays a la production de pois sur le terrain. La culture du pois a conduit & une séparation
progressive des types: ceux cultivés pour l'utilisation des Iégumes, ceux cultivés pour la semence
et le fourrage, et les types de plateaux comestibles qui ont évolué plus récemment (Oelke et al.,
1991).

Figure 5 : Feuilles et fleurs de pois (Jacobson et Michel, 2001)
1.3. Classification

L'espéce Pisum sativum L. appartient au genre Pisum, classé dans la tribu des Fabeae
(Viciae), cette derniére regroupe diverses especes de plantes herbacées annuelles, réparties en cing
genres : Lathyrus L. (gesse/pois doux, environ 160 especes), Lens (lentilles, 4 especes), Pisum L.
(pois, 3 especes), et Vicia L. (vesces, environ 140 espéces) et le genre monotypique Vavilovia
(Smykal et al., 2011). La classification la plus récente du genre Pisum, aprés avoir compté

plusieurs espéces, ne regroupe plus que trois espéces:



-P. sativum L.

*Sub sp. sativum(comprend var. sativum et var. arvense)

*Sub sp.elatius

- P. fulvum

- P. abyssinicum (Cieslarova et al., 2011)

2.2. Taxonomie

La taxonomie du Pisum sativum L est la suivante :

Regne : Plantae

Sous regne : Viridaeplantae

Infra-régne : Streptophytae

Division : Tracheophytae

Sous-division : Spermatophytina

Infra-division : Angiospermae

Classe : Mongoliopsidae

Super —ordre : Rosanae

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Genre : Pisum

Espéce : Pisum sativum L (Benantar et Ayouni, 2015).

2.3. Ecologie et croissance



La culture du pois a besoin d’un climat relativement frais ; les températures moyennes
doivent étre comprises entre 7 a 24°C. Pisum sativum est cultivé juste dans les régions ou les
précipitations ne dépassent pas 400 mm par an, mais la pluviométrie idéale se situe entre 800 et
1000 mm par an. Le pois est légerement sensible a la photopériode, les jours longs favorisant la
floraison. Il pousse sur des sols de toutes natures, dotés de niveaux de fertilité modérés, bien
drainés et a pH de 5,5 & 7 (Brink et Belay, 2006).

Le cycle végétatif du pois est d'environ 240 jours pour les variétés d’hiver, 140 jours pour
les variétés de printemps et pouvant descendre a 90 jours pour les variétés ultra-précoces. Le grain
du pois protéagineux a un gros calibre et une haute teneur en protéines. Toutes les variétés du pois

fourrager sont a fleur anthocyanée (Benoit et al., 2006 ; Cieslarové et al., 2011).

Fécondation auto-garme,
Floraison indétenminée.
Dieux & trois fleurs par
gtage sur 4 3 7 étages.

ﬁ I Flaraison, nouaison,
]

Premier étage floral &

: hauteur variahle suivant
souventc A iy

neeua ne 15 3 varigté, densité et date de

pods e SEmis.
orintemps

e FPré-fedilles (écailles) 3
fEMACANEn  aissele desquelles

= parent les ramifications.
Le normbre de
ol rammifications dépend de la

'—\ varigte, de la densité et de
la date de semis.

II|I -
! o
1 i
]
1% acaille = 4 nopug —m B T2 fcaite o
—_———— e

T2 n=ud

Systérme racinaire rarmifié
pouvant atteindre 1 m.
Modosités abhondantes
dans les 30 premiers cm.

Figure 6 : structure d’une plante Pisum sativum (Boyeldieu, 1991)

2.4 Importance du pois

2.4.1. Production dans le monde



Pour la production du pois frais en 2007 dans le monde, la chine occupe le premier rang
(2508,5 milliers de tonnes), suivi par I’inde (2292,7 milliers de tonnes) et les Etats-Unis (875
milliers de tonnes). Alors que 1’Algérie a été classé au 11éme rang (87,5 milliers de tonne) (FAO,

2007).
2.4.2. Production en Algérie

En Algérie, la culture du pois est soumise aux contraintes séveres telles que la sécheresse, la
salinité et des maladies depuis plusieurs années consécutives (Tadja, 2009). Sa production est
particulierement répondue a Oran, Sidi bel Abbés et Tlemcen (Nord) ou elle est soit en culture
normale ou en jachére. Son exportation est reglementée par lI'arrété du 27 juin 1958 et soumise au
contréle de 'OFAAET (Office Algérien d’Action Economiques Touristique) (Laumont, 1960).

2.6. Facteurs limitant la production du pois
A. Les contraintes abiotiques

Le froid, la sécheresse et les déficits nutritionnels sont des stress environnementaux les plus
importants pouvant affecter la production de pois. L'aridité et les températures élevees y
apparaissent ensemble dans plusieurs régions de production de légumineuses, ou ils interagissent
pour réduire les rendements (Cousin, 1997). De plus, la sécheresse peut arréter la fixation de
I'azote et diminuer la production de biomasse. En outre, la salinité est aussi un stress important du
pois, des niveaux critiques du sel ont été établis et des procédures de dépistage ont été élaborées
pour identifier les déterminants génétiques de tolérance au sel chez le pois. La fixation de I'azote

symbiotique est notamment sensible a la salinité élevée (Saxena, 1993).
B. Les contraintes biotiques
A. Ravageurs

Les insectes, y compris les vers filiformes, les pucerons, les thrips, le charancon des feuilles
de pois, peuvent causer de graves dommages aux plantes et aux grains (Redden et al., 2005). Les

ravageurs les plus dommageables du pois sont les guépes du pois (Bruchus pisorum).

Le pois est également affecté par un certain nombre de nématodes dont Pratylenchus spp.,
Meloidogyne spp. et Heterodera goettingiana, auxquels il existe peu de résistance (Rubiales et al.,
2012).



B. Les maladies bactériennes

Les bactérioses les plus redoutables du pois sont la brulure bactérienne causée par
Pseudomonas syringae pv. pisi, qui provoque des pertes économiques significatives
particulierement pendant le printemps et I'été, et aussi la maladie des taches brunes causée par
Pseudomonas syringae pv. syringae.

C. Les maladies virales

La culture du pois fait face a plusieurs attaques de virus (Tableau 4), comme le virus de la
jaunisse apicale, le virus de la mosaique commune...etc. Les symptomes de certains virus qui
attaquent cette culture sont faciles a reconnaitre en plein champ, alors gu'ils sont peu apparents

dans d’autres cas ou un diagnostic correct requiert une grande expérience (OEPP/EPPO, 1994)

Tableaux 4: les principales maladies virales de la culture du pois (Hagedorn, 1991; Taupin et al.,1994).

Désignation de la Agent Groupe Symptdmes
maladie

responsable
Mosaique commune CMV Cucumovirus Mosaique jaune sur les fenilles.
de Pois
Red clover vein RCVMV Carlavirus la mort des jeunes plantes, soit par
IOSAIC VIrus leur survie sous forme de rosette aux

entrenoeuds raccourcis.

Pea enation mosaic PEMV Lutéovirus Un éclaircissement des nervures,
virus I’apparition de taches translucides le
long des nervures.

La jaunisse apicale PLRV Lutéovirus L’extrémité de la plante s’arréte de
du Pois croitre et prend une teinte jaune.

D . Les maladies fongiques

Diverses maladies fongiques nuisent a cette culture. Parmi les maladies foliaires les plus
importantes nous avons I’anthracnose (causée par un complexe de trois especes de champignons,
Ascochyta pisi, Didymella pinodes et Phoma medicaginis var. pinodella), I’oidium et la rouille du
pois (Rubiales et al., 2009, 2012). Pour les maladies telluriques les plus devastatrices, les plus
connues sont, la pourriture racinaire causée par F. solani f.sp. pisi et la Fusariose vasculaire du

pois causée par Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop) (Kraft, 2001).



La fusariose vasculaire du pois causée par Fop est une malade redoutable, elle représente un

facteur majeur limitant la production de pois (kraft, 1994).

2. La fusariose vasculaire

La fusariose vasculaire est une maladie commune de flétrissement fongique, causée par
I’agent pathogéne « Fusarium oxyporum ». Elle représente un facteur limitant majeur dans la
production de nombreuses cultures agricoles et horticoles tel que le pois, le palmier dattier, le lin,

l'oignon, la tomate, le coton... etc. (Mac Hardy et Beckman, 1981).
2.1. Agent causal

En 1809, le genre Fusarium a été décrit pour la premiere fois par Link (Jeunot, 2005), il se
compose de plusieurs especes phytopathogenes responsables de maladies appelées «fusarioses»
sur un grand nombre de plantes. L’absence de reproduction sexuée permet de rattacher ces
champignons aux Deutéromycetes (champignons imparfaits), regroupement artificiel de formes
asexuées (ou anamorphes) variées, certaines espéeces de Fusarium ont une forme sexuée, dite
également forme parfaite ou téléomorphe, appartenant aux genres Nectria ou Gibberella (Gams et
Nirenberg, 1989) dans I’ordre des Hypocréales, ou des Ascomycétes. L’origine du nom Fusarium

provient du latin Fusus, car ses spores sont en formes de fuseau (Jeunot, 2005).

Le genre Fusarium est caractérisé par de nombreuses espéces trés variables au niveau
morphologique, chacune d’elle étant représentée dans la nature par une majorité de souches
saprophytes ou parasites de faiblesse, au sein des quelles peuvent se différencier des formes plus

ou moins spécialisées douées d’une véritable pathogénicité (Fernon, 1970).

3. Fusarium oxysporum f.sp pisi

Parmi le genre Fusarium, ’espéce Fusarium oxysporum est certainement le champignon
tellurique le plus répandue dans la nature et dans tous types de sols (Champion, 1997; Fravel et
al., 2002). Il envahi le systéme vasculaire par les racines induisant ainsi une maladie de type

systémique (Fravel et al., 2002). Celle-ci touche plusieurs especes vegétales, dont la culture de



pois, et cela a été signalé dans tous les pays ou cette culture est cultivée. Elle est souvent sévere la

ou on pratique des rotations courtes avec d’autres cultures (Kraft, 1994).

3.1. Taxonomie

Le genre Fusarium a été profondément revu par Synder et Hansen (1940, 1945), Tousson et
Nelson (1968) et Messiaen et Cassini (1968, 1981).

Aujourd’hui et grace a [I’utilisation des techniques de la biologie moléculaire, la
systématique des Fusarium oxysporum a considérablement évoluée (Di Pietro et al., 2003).

Actuellement, plus de 120 formas spéciales ont été définies.

Regne Fungi

Division Ascomycota

Classe Hymenoascomycetes
Sous-classe Pyrenomycetideae

Ordre Hypocreales

Famille Nectriaceae

Genre Fusarium

Espéece Fusarium oxysporum f.sp. pisi

4.2. Caracteres de ’agent pathogéne

4.2.1. Caracteres macroscopiques

Fusarium oxysporum se caractérise par une pigmentation du mycélium qui au contact avec
les milieux de culture est pour la plupart du temps, blanchatre pendant les 15 premiers jours qui
suivent 1’isolement, puis se pigmente souvent de fagon diffuse, dans la zone centrale d’une

couleur différent (Booth, 1977; Botton et al., 1985; Tivoli, 1988; Champion, 1997).



4.2.2. Caracteres microscopigques

Le filament mycélien de F .oxysporum est hyalin, septé et uninuclé. La phase sexuée
n’existe pas ou, du moins, n’a jamais €té observée. Ce champignon ne se multiplie donc que par
voie végétative ou par I’intermédiaire de spores asexuées, conduisant a des descendances de type

clonal. Ce champignon produit trois types de spores asexues (Figure 7).

a. Les microconidies : Les microconidies sont abondantes, unicellulaires, d’aspect
ellipsoidal ou cylindrique, droites ou légérement courbées, spores de petites tailles (5 a 12
um de long sur 2,3 a 3,5 um de large), disposées en  « fausses tétes ».

b. Les macroconidies : Les macroconidies peuvent étre abondantes, discrétement incurvées,
avec une cellule basale bien marquée ; elles contiennent 3 a 5 logettes (23 a 54 um de long

sur 3 a 4,5 um de large) ( Synder et Hansen ,1940)

Ces spores (macro et microconidies) sont regroupées sous forme de fausses tétes seches a

I’extrémité de microconidiophores allongés, dispersés sur le mycélium aérien.
c. Les chlamydospores (forme de résistance):

F. oxysporum dispose d’organes de conservation trés résistants connus sous le nom de
chlamydospores, qui lui permettent une survie dans des conditions trés défavorables méme en
absence de I’hote (Rouxel et Bouhot, 1971). Aprés 3 semaines de culture, de nombreuses

chlamydospores intercalaires apparaissent sur le mycélium (Tivoli, 1988).

Elles sont connues pour étre des structures de résistances entourées d’une paroi épaisse
parfois ornementée. De forme ovale, elles résultent de condensation du contenu des hyphes ou des

macroconidies (Nelson, 1991).




Figure 7 : Aspect microscopique du Fusarium oxysporum
a: conodiophores; b: macroconidies; c: chlamydospores; d: microconidies (Gray, 1988).
4.3. Ecologie

Les Fusarium sp., sont des ascomycetes ubiquistes abondants dans les sols et souvent
phytopathogeénes. Leur développement est influencé par les facteurs environnementaux (Criquet et
Calvert, 1997).

e Température

La température joue un role déterminant dans I’expression des symptomes des maladies
d’origine cryptogamiques. Son action peut se manifester sur la croissance du parasite, sur la

physiologie de la plante et sur les interactions hote-parasite (Molot et Mas, 1975).

D’aprés Molot et Mas (1975), la température optimale au développement des fusarioses
vasculaires en culture in vitro se situe entre 26-30°C. Toutefois il a été prouvé que 1’intensité
maximale des symptémes de la fusariose vasculaire du pois, et de celles des cucurbitacées se situe
a 21 °C. (Molot et Mas ,1975).

e Humidité

Ya et Fang (1948), ont démontré qu'un sol hydraté (44-65% de sa capacité de rétention) est
trés favorable a I’apparition des premiers symptdmes, alors qu’un sol sec (18 et 27%) accentue la
rapidité du flétrissement. (Gindrat, 1969). Comme il a été démontré aussi que I’humidité du sol

influe considérablement sur la germination des chlamydospores (Griffin, 1970 ; Corbaz, 1990).

opH

Le pH est un facteur important dans la sévérité des maladies d’origine tellurique. La
croissance de F. oxysporum peut s’observer dans une gamme de pH allant d’une valeur de 1.1 a
8.1 (Botton et al., 1985). Sexena (1988), trouve que le pourcentage de mortalité des plantes par la
fusariose vasculaire, augmente avec 1’accroissement du pH du sol jusqu’a 7.5 puis la mortalité

diminue (Ben chaima, 1991).

e Lumiére



Vaartaja (1952), a évoqué I’'importance de I’ombrage dans la gravité¢ de la maladie. Un
éclairement insuffisant peut provoquer un étiolement des plantes qui favorise leurs sensibilités
aux attaques de F. oxysporum. De méme, Messiaen et al. (1991), ont démontré 1’augmentation de

I’agressivité du F.oxysporum f.sp. melonis en culture sous serre ou la lumiére était insuffisante.
4.4. Races

L'organisme causal de la fusariose vasculaire du pois était initialement nommé F. othoceras
var. pisi (Linford, 1928). L'agent pathogéne a ensuite été désigné comme race 1 de F. oxysporum
f.sp. pisi en 1935 (Goth et Webb, 1981). Depuis lors, les problemes causés par la race 1 de Fop
n'ont pas été eliminés, mais la maladie est maitrisée par la croissance des cultivars résistants
(Kraft et al., 1974).

Une deuxieme infection par Fop a été observée chez le pois (race 2), ses symptomes
apparaissent plus tard dans la saison de croissance (Hagedorn, 1984). Les isolats de cette nouvelle
race étaient capables de causer la mort des plantes résistantes a la race 1. Delwiche Commando a
été le premier cultivar développé possédant des genes de résistance pour les deux races 1 et 2
(Goth et Webb, 1981). Les races 3 et 4 ont été décrites respectivement aux Pays-Bas et au Canada
(Schreuder, 1951, Bolton et al., 1966). Elles ont été reclassés par la suite comme étant des isolats
de la race 2 (Huebbeling, 1974; Kraft et Haglund, 1978; Kraft et Pfleger, 2001).

En 1970, la race 5 a été décrite dans le nord-ouest de Washington (Haglund et Kraft, 1970),

ou tous les cultivars commerciaux résistants aux races 1 et 2 étaient sensibles.

En 1979, une nouvelle race de flétrissement a été décrite a nouveau a I'ouest de Washington,
nommeée race 6 qui était pathogéne sur les cultivars résistant aux races 1, 2 et 5 (Haglund et Kraft,
1979).

La résistance génétique a la race 1, 2, 5 et 6 de Fop est conférée par des genes dominants
indépendants (Coyne et al., 2000 ; Kraft et Pfleger, 2001). La pathogénicité des races 1, 2, 5 et 6
de Fop, peut étre distinguée par leur réaction sur les variétés différentielles, qui contiennent des
génes dominants pour la résistance a chaque race (Kraft, 1994 ; Kraft et Pfleger, 2001). Les races
1 et 2 entrainent des pertes économiques dans la plupart des régions de culture du pois, alors que
les races 5 et 6 causent des pertes uniquement pour les cultures de pois primaires dans le nord-

ouest de I'Etat de Washington et en Colombie-Britannique (Haglund et Kraft, 1979).



4.5. Symptémes de la maladie

La fusariose du pois est I'une des maladies les plus dévastatrices de cette culture. Plusieurs
races ont été décrites et les symptémes de la maladie sont généralement nombreux et apparaissent

sous formes différentes avec une intensité plus ou moins variable (Roger, 1953).

Ils apparaissent 20 a 25 jours apres la levée, et progressent des feuilles les plus basses vers
les feuilles les plus hautes. lls montrent en particulier un jaunissement et un flétrissement
unilatéral des folioles et des feuilles de la base des plantes, et incluent également I'enroulement
vers le bas des feuilles et des stipules qui prennent une couleur grise (Figure 8) (Donald, 1985).

Ces symptdmes se généralisent par la suite tout long de la plante (Fabregne, 1986).

Les racines semblent ne pas étre atteintes, mais une coupe longitudinale de la tige met en
évidence une coloration anormale (brunissement), qui progresse dans le tissu vasculaire a partir de
la racine jusqu'a la tige (Bencheima, 1991). A I’extérieur de la tige, une dépression longitudinale,
part du collet puis remonte unilatéralement du c6té correspondant a la racine malade (Bouhot et
Rouxel, 1970).

D’aprés Trapero et al. (1985) I’importance du jaunissement foliaire est directement liée avec

la séverité des attaques de la partie souterraine.




Figure 8 : Symptdmes de la fusariose vasculaire chez le pois (Pisum Sativum) :
A : jaunissement unilatérale; B : Flétrissement

4.6. Cycle

L’infection primaire se fait au moyen des chlamydospores (Haware et al., 1986). Le tube
germinatif s’introduit a travers 1’épiderme du systeme radiculaire, et envahit les vaisseaux du
xyleme. Le développement du champignon (mycélium et conidies) obstrue ces vaisseaux, ce qui
conduit & un flétrissement des plantes accompagné d’une coloration des tissus vasculaires
(Grewal et al., 1974). L’infection fusarienne s’accompagne généralement par d’une réduction de
la chlorophylle, et parallélement d’une augmentation des acides organiques, des polyphénols et

des hydrates de carbone.

Les symptdbmes peuvent se manifester a deux stades de développement de la culture au stade
plantule (trois semaines apres le semi), les feuilles affectées montrent une flaccidité suivie d’une
coloration vert-terne et d’un desséchement conduisant a la mort précoce de la plante, il s’agit d’un
flétrissement typique. Comme les symptomes peuvent se manifester aussi chez les plantes adultes
sous forme d’un jaunissement progressif de bas en haut avec une nécrose des folioles, il s’agit
d’un flétrissement tardif appelé aussi jaunissement vasculaire (Nene et al., 1979 ; Trapero-Casas

et Jirnenez-Diaz, 1985; Haware, 1988).

Dans les deux cas, les racines des plantes affectées gardent une apparence saine, et leurs
tiges montrent une coloration brune des tissus internes quand elles sont sectionnées verticalement.
Toutefois, il est probable que ces deux types de symptdémes soient induits par des biotypes
différents d’agent pathogene (Cabrera et al., 1985).

Par sa forme de résistance (chlamydospores), Fusarium oxysporum est capable de survivre
pendant plusieurs années dans des conditions défavorables et en absence de plante héte, pouvant
méme coloniser des zones profondes du sol cultivé (Haware et al., 1986).

Le cycle de F.oxysporum est constitué d’une période unique, correspondant a une
reproduction asexuée qui se renouvelle et se perpetue sous la forme de conidies (Walker, 1961)
(Figure 9).
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Figure 9 : Cycle infectieux du Fusarium oxysporum (Agrios, 2005).

4.7. Lutte
A. Les pratiques culturales

Les pratiques culturales, a savoir la destruction des débris de récolte des plantes atteintes par
la fusariose par brdlis, jachére de longue durée, rotation culturale avec des cultures non hotes,
peuvent agir sur la densité de I’inoculum présent dans le sol. Mais I’éradication du champignon
par ces techniques ne parait pas tres efficace, car F. oxysporum, méme en absence de son hote,
peut survivre a I’état saprophytique dans les débris végétaux et la rhizosphere des plantes non-

hotes durant plusieurs années (Booth, 1971 ; Edel et al., 1995).

La fusariose et d'autres maladies de pois sont favorisées par des conditions qui sont
défavorables a la croissance des racines et des plantes. Par conséquent, les bonnes pratiques
culturales (la réduction du compactage du sol et un bon drainage, ainsi que l'utilisation de

semences de haute qualité) contribueront a réduire le probléme (Donald, 1985).
B. Méthodes chimiques

Les produits chimiques sont efficaces pour lutter contre certaines maladies. Plusieurs

fongicides ont éte utilisés pour lutter contre Fop : bénomyl, carbendazime, prochloraze,



fludioxonil et azoxystrobine (Amini et Sidovich, 2010), mais de nombreuses études démontrent
les risques que représentent les pesticides sur la santé humaine et I’environnement. A titre
d’exemple le bromure de méthyle utilisé comme fumigant du sol pré-végétal depuis plus de 40
ans, considéré comme dangereux pour la couche d’ozone, a été progressivement €éliminé sur le

marché, et interdit d’utilisation en 2015 (Duniway, 2002).

C. La lutte génétique

L’utilisation des variétés résistantes des cultures de pois, semble étre une mesure pratique
pour contrdler la fusariose vasculaire sur terrain (Kraft et Pfleger, 2001). Cependant, jusqu’a
présent, seul le gene dominant pour la résistance a Fop a été utilisé dans le développement des
cultivars commerciaux, et les programmes d’hybridation basés sur seulement quelques geénes
dominants courent un risque sérieux de rupture de résistance. Cette panne de résistance autrefois
efficace, oblige les scientifiques a rechercher continuellement de nouvelles sources de résistance

dans la collection de germoplasme de pois, y compris les parents de pois sauvages.

D. Meéthodes biologiques

La lutte biologique vis-a-vis de la fusariose vasculaire, a donné des résultats encourageants.
L’application de certains bactéries et champignons de caractéres antagonistes isolés a partir de la
rhizosphere ont montrés leur capacité a lutter contre la fusariose vasculaire, tels que les souches
non pathogenes de F. oxysporum, Trichoderma, Gliocladium, Pseudomonas fluorescens,
Burkholderia cepacia, et beaucoup d'autres (Pal et McSpadden-Gardener, 2006). Bien que
prometteur, aucun de ces organismes n'a été utilisé pour contréler la fusariose vasculaire sur
terrain jusqu'a présent, d’ou la nécessiter qui s’impose a approfondir es recherches afin

d’améliorer ces pratiques.



CHAPITRE I

MATERIELS ET METHODES



1. Matériels Biologique

1.1. Matériels végétal

Nos expérimentations ont été menées sur deux génotypes de pois (Pisum sativum) d’origine

espagnole (Tableaub).

Tableau 5: Génotypes de pois utilisés.

Origine Code
Génotype Polar
Espagnole P21

1.2. Isolats fongiques phytopathogénes

Pour notre expérimentation, nous avons utilisé la race la plus virulente de Fusarium
oxysporum f. sp. pisi Fop R2R42 d’origine espagnole (Institut de I’agriculture durable IAS-CSIC
Cordoue, Espagne) (Figure 10).

Figure 10 : la race de Fusarium oxysporum f.sp. pisi utilisée (R2F42)

1.3. Isolats bactériens phytobénéfiques



L’objectifs de notre travail est d’étudier la potentialité antagoniste et phytostimulante de
cing souches rhizobactériennes (Tableau 6), dont trois souches de Pseudomonas flurescens (F21,
BB10, C7R12), une souche de Pseudomonas putida (PP) et une souche de Rhizobium
leguminosarum bv. viceae (RIv), vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp. pisi en interraction avec

deux génotypes de pois (P21 et Polar) .

Tableau 6: Souches bactériennes utilisées

Souches Origine

Rhizobium leguminosarum bv. viceae Institut de 1’agriculture durable IAS-CSIC
Cordoue, Espagne

Pseudomonas fluorescents Laboratoire de Phytopathologie de
(F21,BB10,C7R12 et PP) I’université de Blida, Algérie

La pureté des souches a été verifiée sur le milieu B de King (KB) (Annexe 1).

L’ensemencement a été fait selon la technique de stries. Apres incubation a 25°C pendant 24-48h,




les cultures sont repiquées plusieurs fois jusqu’a I’obtention des aspects culturaux purs et
spécifiques des cing souches bactériennes étudiées (Figure 11). Les cultures ainsi purifiées, sont
stockées a 4°C (Bauman, 2004)

Figure 11 : Les souches bactériennes utilisées

2. ACTIVITE ANTAGONISTE

Nos essais d’antagonisme ont été effectués, avec les cing souches bactériennes (Tableau 6)
vis-a-vis la souche pathogéne Fop R2F42, agent de la fusariose vasculaire du pois. Ces essais ont

été réalisés en interaction avec les deux génotypes de pois, mise sous Serre en verre.
2.1. Désinfection des semences

Les graines de pois sont désinfectées par trempage dans une solution d’hypochlorite de
sodium (1%) pendant 30 minutes a température ambiante, suivi de deux ringages a 1’eau distillée
stérile pendant 20 minutes chacun. Dans des conditions d’asepsie, ces graines sont placées sur du
papier Whatman humide, dans des boites Pétri couvertes avec du papier aluminium pour les

abriter de la lumiére.

Afin de stratifier les graines et de synchroniser leur germination, les boites sont placées au
réfrigérateur a une température de 4°C pendant deux jours, puis mises a une température de 25°C
pendant sept jours (Rajjou, 2012) . Une fois germées, les graines sont transférées dans des pots de
Perlite stérile (Figure 12). Les plantules sont arrosées avec de 1’eau courante selon besoin durant

26 jours.




Figure 12 : Germination des graines dans des pots de Perlite 7 jours aprées le semi

2.2. Préparation des inoculums

2.2.1. Inoculum fongique

Afin de préparer la suspension fongique, la souche de Fop R2F42 a été cultivée pendant
sept jours sur milieu Potatos Dextros Agar (PDA) (Annexes 1). A partir de cultures pures nous
avons mis dans six flacons de milieu PD liquide six disques mycéliens, et nous les avons mis sous
agitation constante (170 rpm), a une température ambiante pendant trois jours, 1’inoculum est
ensuite filtré a I’aide des compresses stériles (Peter et al.; 2001). La concentration de la
suspension conidienne a été ajustée approximativement & 5 x 10° conidies/ml & I’aide d’une

cellule de Malassez (Figure 13)

Figure 13 : Préparation de I’inoculum fongique

A : Disques mycéliens ; B : Agitation de I’inoculum ;

C : Détermination de concentration avec une cellule de Malassez

2.2.2. Inoculum bactérienne

La préparation de la suspension bactérienne des Pseudomonas fluorescents, était réalisée a

partir d’une culture bactérienne cultivée sur milieu KB et incubée a 25°C dans I’étuve pendant

24h.



Concernant les suspensions de la souche de Rhizobium leguminosarum bv. viceae,
I’inoculum bactérien était cultivé sur le milieu YMA (Yeast Mannitol Agar) (Annexes 1), incubé
dans I’étuve a 28°C pendant 48h.

Les colonies bactériennes sont raclées et mises dans des flacons contenants de 1’eau
distillée stérile. A 1’aide d’un spectrophotometre, la densité optique a été estimée pour chaque
suspension & D.O = 0.8, a une longueur d’onde de 600 nm, soit ’équivalent de 10° CFU/mlI

(Centre Suisse de controle de qualité)
2.3. Inoculation des plantes

Au stade de deux a trois nceuds (Figure 14), nous avons réalisé I’inoculation bactérienne
sur un lit de tourbe desinfectée avec chacune des cing souches bactériennes (10 ml/pot), suivi 24h
apres par une inoculation fongique, qui s’est effectuée par immersion des racines durant 5min
(Figure 14), aprés avoir coupé 1/3 de celles-ci selon la méthode de «trimmed root dipping ». Les
témoins négatifs (T-) sont inoculés uniquement avec de I’eau distillée stérile et les témoins

positifs (T+) sont inoculés avec la suspension conidienne Fop R2F42.

Figure 14 : Inoculation des plantes

A : plante sur un lit de tourbe B : inoculation bactérienne; B : inoculation fongique par immersion

2.4. Dispositif expérimental



Les essais expérimentaux ont été réalisés selon un dispositif contenant 144 traitements
(Tableau 7) : 12 traitements par génotype avec 6 répétitions (12 traitements X 2 Génotypes X 6
Reépétitions) (Figure 15).

Figure 15 : Dispositif expérimental.

Tableau 7: Traitements étudiés (EDS: Eau distillé stérile. Fop R2F42: Fusarium oxysporum f.sp pisi

Inoculation/ P21 Polar
Génotypes

EDS T1 T2
FopR2IF42 LE T3
Fil Ts 1]
BBELO 7 T8
C7R12 T Ti0
FP Til Tiz2
Rhizobium leguminosarum Ti3 Ti4
bv.viceze » FI1

FopR2 F4lxF21 TiE Ti6
Fop R2F42 % BB1O Ti7 TiB
Fop R2F42 = CTRI12 T2 T20
FopRIF41 x PP T21 T22
FopR2F42 = Rhizobium T23 T24
legumtinosariest by, viceasx

FI1




race2.

2.5. Paramétres étudiés

Pour le suivi du déclenchement et de 1’évolution de la fusariose vasculaire du pois, cing
principaux parametres ont été pris en considération : le taux d’infection, la sévérité de la maladie,
L’AUDPC (Area Under the disease progress curve), les parametres de croissance (biomasse

fraiche et séche de la partie aérienne et souterraine, hauteur des tiges) et la teneur en chlorophylle.

L’évaluation des symptdmes caractéristiques de la fusariose vasculaire du pois
commencera dés I’apparition des premiers symptdmes (7 jours aprés I’inoculation fongique), et se

éme

fera tous les trois jours jusqu’au 26°™ jour.

Pour le suivi du développement de la maladie, nous avons utilisé une échelle de cing
degrés différentiels représentant les symptomes typiques de la fusariose vasculaire (Figure 16)
Bani (2015).

Nous considérons les plantes comme étant malades a partir du degré 3 (jaunissement total).

B

Figure 16 : Echelle de 1’évaluation des symptomes typiques de la fusariose vasculaire de pois :

b
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(1) feuille verte saine ; (2) début de jaunissement de la feuille ; (3) jaunissement total de la feuille ; (4)

début de flétrissement ; (5) flétrissement total et mort de la feuille (Bani et al., 2012).

2.5.1. Taux d’infection

Appelé aussi indice de la maladie, évalué au jour 26 aprés inoculation, en calculant le
pourcentage des feuilles symptomatiques sur le nombre total des feuilles pour chaque plante
(Madden et al. ; 2007):

T.1.% =Nombre defeuilles infectées INombre total des feuillesx 100



2.5.2. Sévérité de la maladie
Ce parametre est calculé suivant cette formule :
S = (1xf1) + (2xf2) + (3xf3) + (4xf4) + (5xf5) / F
Avec:
f1 : nombre de feuilles présentant le degré 1
f2 : nombre de feuilles présentant le degré 2
f3 : nombre de feuilles présentant le degré 3
f4 : nombre de feuilles présentant le degré 4
5 : nombre de feuilles présentant le degré 5

F : nombre total des feuilles

Des coupes longitudinales au niveau du collet ont été réalisées, afin de mettre en évidence

le brunissement des vaisseaux conducteurs du xyléme cause par la fusariose vasculaire.

2.5.3. AUDPC (Area Under the disease progress curve)

Ce paramétre permettra d’évaluer la progression de la maladie durant la période

d’expérimentation, c'est-a-dire le temps du suivi et du déroulement de 1’expérimentation.
Il est obtenu selon la formule :

AUDPC =¥ [(xi + xi+1) /2] x (ti+1 —t)

Xi : sévérité de la maladie au temps i

Xi+1 : sévérité de la maladie au temps i+1

ti+1 — t : nombre de jours entre i et i+1

2.5.4. Parameétres de croissance



a. Poids frais et poids sec
A la fin de I’expérimentation, la biomasse fraiche et séche de la partie aérienne et
souterraine a été mesurée. Pour mesurer les poids secs, le matériel végétal a été mis dans une

étuve a une température de 150°C durant 48h.

b. Hauteur des tiges

La hauteur des tiges a été mesurée a 1’aide d’une régle décimale du collet jusqu’a I’apex de
la tige. A partir des mesures effectuées chague trois jours pendant 26 jours, nous avons calculé la

moyenne de chaque traitement et pour chaque répétition.
2.5.5. Dosage de la chlorophylle

Le dosage de la chlorophylle totale (chlorophylle a et b) a été mesuré selon la méthode
proposée par Lichtenthaler (1987). Des feuilles fraiches (0.1 g) ont été mélangees avec 4ml
d’acétone a 80% et centrifugées a 3000 tr/min pendant 10 min (Sun et al. 1998) . L’absorbance du
surnageant a été lue a 647 et 664 nm en utilisant un spectrophotométre (Figure 17). Les
chlorophylles (a) et (b) et la teneur totale en chlorophylle ont été déterminées respectivement

comme suit :
Ch|a212.21 (A664) -2.79 (A647)
Ch'b = 21-21(A664) -51 (A664)

Chly= Chl,-Chly

Sur la gamme étalon, en utilisant 1’équation suivant : Y= 4,3918X - 0,1946

Figure 17 : Dosage de chlorophylle

A : Broyage des feuilles; B : feuilles broyées + acétone ; C : Lecture de I’absorbance avec
le spectrophotometre



2.6. Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats a été basée sur 1’analyse de la variance (ANOVA)
enregistrée dans les traitements. Dans le cas de différences significatives, et afin de déterminer
I’amplitude significative des traitements, une comparaison de ces traitements est établie par le test

de Nexman-Keuls au seuil de risque d’erreur de 5% (Baird et al., 2002).

CHAPITRE Ili

RESULTATS ET DISCUSSION



L’¢tude de I’antagonisme et de phytostimulation, ont permis 1’obtention des résultats avec le
génotype Polar, avec les cinq variables étudiés, a savoir : Taux d’infection, sévérité de la

maladie, AUDPC, paramétres de croissance et teneur en chlorophylle.

Pour le génotype P21, nous n’avons pris en considération que le parametre de la biomasse
fraiche et séche de la partie aérienne et souterraine. Les autres parametres se sont avérés négatifs
pour ce génotype, di principalement aux écarts thermiques important durant le mois du suivi

causant la mort précoce des plantes.

1. TAUX D’INFECTION

D’aprés nos résultats (Tableaux 9 et figures 18), nous constatons chez le genotype Polar
que la bactérisation a permis de réduire le taux d’infection avec quatre souches bactériennes
C7R12, F21, PP, Rlv, notamment avec les deux souches C7R12 et F21 ou nous avons constate
un recul plus important de la maladie. Toutefois les symptdmes observés dans ce parametre

restent sans grande gravité pour la totalité des traitements.

Chez le témoin malade (Fop R2F42), le taux d’infection lors des premiéres observations (9
jours, 13 jours et 16 jours) sont brusques et rapides avec des taux de 14%, 24.95% et 27.14%
respectivement pour atteindre un taux de 37.02% au 26eme jour. Alors que pour les traitements
bactérisés, nous remarquons une évolution beaucoup plus lente avec des taux des premiers jours
de I"ordre de 10.19%, 11.27% et 13.97 pour atteindre un taux de 25% (Fop R2F42 x F21) de
6.67%, 10.36% et 13% pour atteindre un taux de 20.83% (Fop R2F42 x C7R12) de 5.83%, 8.72%
et 14.52% pour atteindre un taux de 35.71% (Fop R2F42 x PP) et enfin de 0.00%, 8.21% et
20.91% pour atteindre un taux de 34.29% (Fop R2F42 x Rlv x F21) (Tableau 9).






Tableau 8: Analyse de variance de taux d’infection chez le génotype Polar.

Valeur

Source  des|Sommes des|Degré de | Moyenne des critique pour

variations carrés liberté carrés F Probabilité | F

Lignes 1371,90151 |6 228,650252 |11,1778631 |4,5014E-08 |2,27198866

Colonnes 4242,58727 |9 471,398586 |23,0449291 |1,7165E-15 |2,05852015

Erreur 1104,60412 |54 20,4556319

Total 6719,09291 |69

Tableau 9 : Taux d’infection pour le génotype Polar

Polar 7 9 11 13 15 16 18 22 24 26
EDS 519 * 52 657 £913 | 667 £ 913 | 733 * 1011|1222 *# 10,72{1222 *+ 10,72 1333 * 1155|1619 + 14,66]18,10 *+ 20,27 | 20,63 * 18,03
FopR2F42 000 + 000 4,00+ 1422(123,24 + 16,18[24,95+ 1521]2495 + 11,13[27,14+ 1857|3019 + 1235|3407 + 19,61/3679 + 514 |37,02+ 619
FopR2FA2=x F 11 833 + 11,79 10,494+ 952 |10,13 # 352 [11,27+ 660 [1285 + 8256 [13,97+ 834 |1397 + 843 |1485 + 587 |1594 + 478 |25,00+ 354
Fop R2F42x BB10 619 + 852 619 £ 852 |11,67 * 1624|1583 * 1524|1583 £ 1624|1769 * 1345|1810 + 1946|2057 + 1504|3895 = 8,33 [41,27 + 9,83
Fop RZMZxC7R12 | 400 £ 894 |6,67 = 913 | 857 = 782 10,362 10591221 = 7,39 (13,00 8,18 1369 £ 903 [1417 £ 1200(1917 £ 13,04 [20,B3% 14,43
Fop RZM2x PP 3332745 |583£8,12 | 8,06 2763 |8,72+ 865 | 872 865 [14,52+ 1488|1488 = 1192|1529 = 15,58 21,36 = 9,60 |35,71% 17,50
Fop RIFA2ZxRivxF2l
000 + 000 |0,00 + 0,00 | 6,19 + 852 |8,21 + 1260|13,57 + 10,15|20,91+ 1139|2287 + 7,67 |2567 + 7.60 |31,74 + 9,25 [34,29+ 2390




Développement rapide de
I'infection

Développement lent de
I'infection

Fop R2F42 x Pf F21

Figure 18 : Expression symptomatologique chez le génotype Polar au jour 26

( Fop R2F42, Fop R2F42 x CTR12, Fop R2F42 x F21)

2. SEVERITE DE LA MALADIE

D’aprés les résultats obtenus (Tableau 11 et Figure 19), nous remarquons qu’il existe
une correspondance entre les résultats du taux d’infection et de la sévérité ou les traitements

bactérisés avec les souches C7R12, PP, F21 et RIv ont permis de réduire laseveérité de la



maladie en comparant avec le témoin positif, et plus précisement avec les souches
bactériennes C7R12 et F21.

Chez le témoin sain (EDS), les niveaux de sévérité lors des premieres observations
(11 jours) sont de 0.19 a 0.23, leur évolution reste lente et atteint un maximum de 0.98 (26
jours) (Tableau 11).

Pour le témoin malade (Fop R2F42), les niveaux vont de 1 a 2 des les premiéres
observations, leur évolution est plus dynamique, atteignant souvent des valeurs supérieures au

niveau 2, pour atteindre des valeurs qui s’approche du niveau 3 au jour 26 (Tableaull).

L’application bactérienne a base des cingq souches, particulierement avec les quatre
souches bactériennes C7R12, PP, F21 et RIv nous permettent de constater qu’il y a des
symptémes préliminaires de niveau 0 a 1, globalement similaires a ceux observés chez le

témoin sain, qui sont dues aux anomalies physiologiques que maladives (Tableau 11)

Par ces résultats, nous constatons aussi que 1’effet antagoniste exercé par la souche
C7R12 contre ’agent de la fusariose vasculaire du pois, a permis de réduire le brunissement

des tissus vasculaires par rapport au témoin positif (Figure 19).

Tableau 10: Analyse de variance de la sévérité de la maladie chez le génotype Polar

Valeur
Source des|Sommes des | Degré de | Moyenne critique pour
variations carrés liberté des carrés F Probabilité | F
Lignes 12,1939053 |11 1,10853684 |20,0762572 |1,2459E-20 |1,8866836
Colonnes 17,8749505 |9 1,98610561 |35,9695462 |2,1402E-27 |1,97580607
Erreur 5,4664147 |99 0,05521631
Total 35,5352705 | 119
Tableau 11: Sévérité de la maladie chez le génotype Polar.
Polar 7 |9 | 11|13 |15 |16 | 18 | 22 | 24 | 26
EDS 0,19|0,23|0,23|0,25(0,42(0,42(0,53|0,60]0,70]0,98
FopR2F42 0,00|0,49|1,07|1,16(1,21(1,30(1,37|1,55/1,76 12,85




FopR2F42xF21 (0,28(0,34|0,48|0,48(0,64|0,70|0,70|0,74(0,80(1,23
Fop R2F42x

BB10 0,2210,33(0,49(0,7110,77]0,78(0,80(0,9711,84(2,04
Fop R2F42x

C7R12 0,1610,23(0,37(0,39/0,59]0,65|0,66(0,7110,93 1,01
Fop R2F42xPP (0,50(0,23]0,29(0,33(0,44|0,54]0,60(0,63(0,99|1,68
Fop

R2F42xRlvx

F21 0,00/0,00(0,19(0,33|0,65|0,87(1,01(1,111,56(1,66

Brunissement des
vaisseaux conducteurs

faible brunissement des
vaisseaux conducteurs

7

o

absence de
brunissement

Figure 19: Coupe longitudinales au niveau du collet du génotype Polar

D’apres ces variables étudiées, et en comparent les différents traitements bactérisés,
nous pouvons dire que les traitements représentés par les souches C7R12 et F21 ont une

meilleure efficacité antagoniste vis-a-vis de fusarium oxysporum f.sp. pisi.

3. AUDPC



Les cing souches bactériennes utilisées, ont montré une activité antagoniste vis-a-vis
de Fusarium oxysporum f.sp. pisi (R2F42) avec le génotype de pois Polar. Cette inhibition est
détectable durant les 26 jours de suivi du développement de la maladie, par le calcul de
I’AUDPC qui permet d’évaluer la progression de la maladie durant cette période

d’expérimentation (Figure 20 et Annexe 2).

D’apres les résultats obtenus, en comparant tous les traitements étudiés, nous
constatons que 1’évolution de ’AUDPC montre clairement que la valeur d’AUDPC la plus
importante a été observée chez le témoin malade (Fop R2F42) avec une valeur de 505,90
(Figure 20 et Annexe 2).

En comparent les valeurs d’AUDPC enregistrées avec les cinq bactéries en
interaction avec 1’agent phytopathogéne, nous constatons que la bactérie ayant enregistré la
valeur d’AUDPC la plus élevés est la bactérie BB10, avec une valeurs de 380.70, alors que
les bactéries ayant enregistrés les valeurs d’AUDPC les plus faibles sont la bactérie C7TR12
avec une valeur de 249.75, suivie de la bactérie F21 avec une valeur de 284.40 (Figure 20 et

Annexe 2).

Tableau 12: Analyse de variance de I’AUDPC chez le génotype Polar

Valeur
Source  des|Sommes des | Degré de | Moyenne des critique pour
variations carrés liberté carrés F Probabilité F
Lignes 37507,4372 |11 3409,76702 |2,33740401 |0,01207695 |1,86861485
Colonnes 574777,958 |11 52252,5417 |35,8192509 |6,5393E-33 |1,86861485
Erreur 176512,835 | 121 1458,78376
Total 788798,231 | 143
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Figure 20:AUDPC sur le génotype Polar

4. PARAMETRES DE CROISSANCE

4.1.Poids frais et poids sec

D’aprés les résultats obtenus (Tableau 14 et 16), nous constatons que la bactérisation des
deux génotypes Polar et P21 avec les cing souches bactériennes a augmenté considérablement

les biomasses fraiches et séches des parties aériennes, souterraines et gousse des traitements.

Chez les deux génotypes de pois étudiés (Polar et P21), en comparant avec le témoin sain
(EDS), nous remarquons un effet de phytostimulation plus important au niveau des parties
aériennes et des gousses qu’au niveau des parties souterraines, a titre d’exemple chez le
génotype P21 qui a enregistré au niveau de la partie aérienne des poids frais de 0,185¢g (EDS),
0,357g (PP), 0,302g (BB10), 0,285g (C7R12), et des poids secs de 0,115 (EDS), 0,200g (PP),
0,184g (C7R12) (tableau 14). Chez le génotype Polar, au niveau de la partie aerienne les
poids frais sont de 0,754g (EDS), 2,016g (F21xRlv), 1,939g (PP), 1,700g (BB10), les poids
secs sont de 0,129g (EDS), 0,463g (F21), 0,472g (BB10), 0,237g (C7R12), 0,260 (PP),
0,269(F21 xRIv) , et pour les gousses les poids frais enregistrés sont de 0,591g (EDS), 1,079g
(C7R12), 1,044g (PP), 0,815¢g (F21), et les poids secs sont de 0,064g (EDS), 0,213g (C7R12),
0,150g (PP), 0,147g (F21) (Tableaul6).

Nous remarquons aussi certain effet d’antagonisme des bactéries chez le génotype
Polar, qui a enregistré au niveau de la partie aérienne, des poids frais de 0,754 g (Fop
R2F42), 1,074g (Fop R2 F42x F21 x Rlv), 0,999¢g (Fop R2F42 x PP), 0,901g (Fop R2F42x



F21)et des poids secs de 0,153g(Fop R2F42), 0,463g (F21), 0,472g (BB10), 0,237g (C7R12)
et 0,269g (F21xRIv). Au niveau des gousses, nous constatons des poids frais de 0,297g (Fop
R2), 0,809 (Fop R2 x Pf F21 x RIlv), 0,632g (Fop R2x Pf F21), 0,567g (Fop R2 x Pf PP), et
des poids secs de 0,033g (Fop R2), 0,361 (Fop R2 x Pf F21 x RIv), 0,088g (Fop R2x Pf F21),
0,29 (Fop R2 x Pf PP) (Tableau 16).

Tableau 13 : Analyse de variance de poids frais et poids sec chez le génotype P21

Sommes Moyenne Valeur
Source des |des des critique
variations | carrés Degré de liberté carrés F Probabilité | pour F
Lignes 0,172118 |11 0,016 8,228 (0,00076983 | 2,81793047
Colonnes 0,02607 |1 0,026 13,71 (0,00348548 | 4,84433567
Erreur 0,020917 |11 0,002
Total 0,219106 | 23

Tableau 14 : Poids frais et poids sec des parties aériennes et souterraines des traitements bactérisés
chez le génotype P21

. P21
Traitement - - -
Poids frais Poids sec
EDS Partie aérienne 0,185 |[+|0,667 |0,115 |+|0,046
Partie sous-terraine 0,030 |[+(0,012 |0,025 |+|0,010
BB10 Partie aérienne 0,302 |[+|0,153 |0,146 |+|0,050
Partie sous-terraine 0,057 |+|0,018 |0,044 |+|0,014
F21 Partie aérienne 0,219 |+(0,101 (0,117 |[%|0,052
Partie sous-terraine 0,050 |+|0,009 |0,041 |+|0,007
C7R21 Partie aérienne 0,285 |[+|0,076 |0,184 |+|0,031
Partie sous-terraine 0,079 |[+|0,015 |0,062 |+|0,014
pp Partie aérienne 0,357 |[+|0,133 |0,200 |+|0,070
Partie sous-terraine 0,092 |[+|0,036 |0,072 |+|0,027
Partie aérienne 0,263 |+|0,047 |0,127 |+|0,009
F21 x Rlv - -
Partie sous-terraine 0,041 |+|0,003 |0,036 |+|0,001

Tableau 15 : Analyse de variance de poids frais et poids sec chez le génotype Polar



Sommes | Degré Valeur
Source des | des de Moyenne critique
variations carrés |liberté|des carrés |F Probabilité |pour F
Lignes 5,404 35 0,15439309 | 2,08844012 | 0,01620554 | 1,75713953
Colonnes 7,736 |1 7,73621113 | 104,645964 | 4,6645E-12 | 4,1213382
Erreur 2,587 35 0,07392747
Total 15,73 71

au 16 : Poids frais et poids sec des parties aériennes et souterraines chez le génotype Polar

Trait i Polar
raitemen Poids frais Poids sec
Partie aérienne 0,754 + 0,111 |0,129 + 0,029
EDS Partie sous-terraine | 1,093 + 0,205 0,331 + 0,158
Gousse 0,591 + 0,185 |0,064 =+ 0,031
Partie aérienne 0,754 + 0,082 |0,153 =+ 0,069
Fop R2F42 Partie sous-terraine |0,451 + 0,104 [0,062 * 0,032
Gousse 0,297 + 0,135 {0,033 + 0,016
Partie aérienne 1,623 + 0,140 [0,463 =+ 0,142
Fal Partie sous-terraine |0,764 + 0,274 0,141 * 0,060
Gousse 0,815 + 0,341 |0,147 <+ 0,069
Partie aérienne 1,700 * 0,256 |0,472 =+ 0,194
BBI10 Partie sous-terraine |0,606 + 0,345 0,157 * 0,178
Gousse 0,795 + 0,130 (0,256 =+ 0,212
Partie aérienne 1574 + 0,373 [0,237 * 0,063
C7RI12 Partie sous-terraine |0,590 + 0,297 |0,061 * 0,022
Gousse 1,079 + 0,416 0,213 =+ 0,163
Partie aérienne 1,939 =+ 0,448 |0,260 = 0,061
PP Partie sous-terraine |0,958 + 0,450 |0,093 * 0,038
Gousse 1,044 + 0,232 (0,150 =+ 0,046
F21xRIV Part!e aérienne _ 2,016 + 0,192 (0,269 + 0,035
Partie sous-terraine |0,503 + 0,361 |0,080 + 0,057
Gousse 0,665 =+ 0,218 |0,076 <+ 0,037
Partie aérienne 0,901 + 0,324 |0,147 =+ 0,050
Fop R2F42 x F21 Partie sous-terraine | 0,147 + 0,042 |0,037 £ 0,010
Gousse 0,632 + 0,221 0,088 + 0,044
Partie aérienne 0,846 + 0,366 (0,221 + 0,102
Fop R2F42 x BBI10 Partie sous-terraine |0,162 + 0,044 |0,041 <+ 0,007
Gousse 0,647 =+ 0,376 |0,332 + 0,254
Partie aérienne 0,861 + 0,036 |0,155 =+ 0,077
Fop R2FA2x C7R12 ;e sous-terraine |0,276 + 0,123 0,046 + 0,010
Gousse 0,562 + 0,302 |0,075 =+ 0,043
Partie aérienne 0,999 + 0,281 |0,335 + 0,214
Fop R2F42 x PP Partie sous-terraine |0,186 + 0,058 |0,046 <+ 0,010
Gousse 0,567 + 0,269 |0,200 =+ 0,126
Partie aérienne 1,074 + 0,420 |0,289 + 0,130
Fop R2FA2 x F21 X RIV b, e sous-terraine | 0,658 + 0,215 0,117 * 0,067
Gousse 0,809 + 0,196 |0,361 + 0,173

Table



4.2.La longueur de la tige

Selon nos résultats (Tableau 18), nous remarquons un effet de phytostimulation chez le

génotype Polar qui a enregistré une longueur de tige de 26,00cm (EDS), 42,80cm (PP),
38,00cm (BB10), 37,75cm (C7R12), et un effet de bibcontrole des traitements bactérisés en

présence du pathogene en enregistrant des longueurs de 25,00cm (Fop R2F42), 33,40cm (Fop
R2F42 x F21 x RIlv), 29,80cm (Fop R242 x PP) et de 29,20cm (Fop R2F42 x BB10) (

Tableau 18).

L’analyse statistique des résultats a été basée sur I’analyse de la variance (ANOVA)

enregistrée dans les traitements. Dans le cas de différences significatives, et afin de

déterminer I’amplitude significative des traitements, une comparaison de ces traitements est

établie par le test de Nexman-Keuls au seuil de risque d’erreur de 5% (Baird et al., 2002)

(Tableau 17).

Tableau 17 : Analyse de variance de la longueur de la tige chez le génotype Polar

Valeur

Source  des|Sommes des|Degré de|Moyenne des critique pour
variations carrés liberté carrés F Probabilité  |F
Lignes 1960,6472 |11 178,24066 |386,83447 |5,648E-40 2,014046
Colonnes 33,04713 4 8,2617824  (17,930489 |8,437E-09 2,5836674
Erreur 20,273759 44 0,4607673
Total 2013,9681 |59
Tableau 18 : Longueur de la tige pour le génotype Polar

Polar Suivi 1 Suivi 2 Suivi 3 Suivi 4 Suivi 5
EDS 20,67 21,00 22,17 23,00 26,00
FopR2F42 23,60 23,60 24,00 24,00 25,00
F21 33,00 35,67 35,67 35,67 35,67
BB10 36,20 36,40 36,50 36,60 38,00
C7R12 34,60 34,60 34,70 34,80 37,75
PP 41,20 42,60 42,60 42,60 42,80
Rlvx F21 32,20 34,40 34,40 34,40 35,00
FopR2F42xF21 26,80 26,80 27,60 28,00 28,00
Fop R2F42x BB10 27,20 27,40 28,20 28,20 29,20
Fop R2F42x C7R12 24,60 24,60 25,40 25,60 25,00
Fop R2F42xPP 26,60 28,20 28,40 28,40 29,80
Fop R2F42xRIvx F21 31,60 31,80 31,90 32,00 33,40




5. TENEUR EN CHLOROPHYLLE

Selon les résultats obtenues (Tableau 20), nous remarquons que la bactérisation a eu un
effet positif sur ’augmentation de la teneur en chlorophylle uniquement avec les deux
bactéries F21 et PP, avec des valeurs de 42,96mg/g MF (Fop R2F42 X F21) et de 42,48mg/g
MF (Fop R2F42 X PP), alors que le témoin malade (Fop R2F42) a enregistré une teneur de
34,30mg/g MFFop (Tableau 20).

Tableau 19 : Analyse de variance de la teneur en chlorophylle de génotype Polar

Valeur
Source  des|Sommes des|Degré de|Moyenne des critique pour
variations carrés liberté carrés F Probabilité  |F
Lignes 376,511281 |11 34,2282983 |1,91966212 |0,06264992 |2,01404601
Colonnes 10405,1414 (4 2601,28535 |145,890658 |8,6913E-25 (2,58366743
Erreur 784,536566 (44 17,8303765
Total 11566,1893 (59

Tableau 20 : Teneur en chlorophylle de génotype Polar

Traitement | Moy (647) | Moy (664) |Chl(a) Chl(b) Chl Total
EDS 1,47266667 2,293 | 23,88879| 19,54096| 43,42975
Fop R2F42 1,164 |1,80866667 | 18,83626| 15,46424 34,3005
F21 1,59233333|1,60133333 | 15,10967| 25,60659| 40,71626
BB10 1,01833333|1,21866667 | 12,03877| 15,38365| 27,42242
C7R12 1,652 | 1,50466667 13,7629 | 27,36512| 41,12802
PP 1,38766667 | 1,13266667 9,95827| 23,65581| 33,61408
RlvxF21 1,38433333 1,795| 18,05466| 20,20721| 38,26187
Fop R2F42

x F21 1,824 1,317 10,99161 31,97034 42,96195
Fop R2F42

x BB10 0,82066667 | 1,32633333 | 13,90487| 10,64204| 24,54691
Fop R2F42

x C7R12 1,35366667 1,207| 10,96074| 22,55557| 33,51631
Fop R2F42

x PP 1,86233333 | 1,15066667 8,85373| 33,63169| 42,48542
Fop R2F42

x Rlv x F21 1,219|1,25666667 | 11,94289| 19,44599| 31,38888




6. Discussion

Les résultats obtenus dans le test d’antagonisme et de phytostimulation, concordent
avec ceux déja obtenus dans plusieurs recherches sur des essais réalisés sous serre ou en plein
champ (Benchabane, 2005 ; Toua et al., 2013 ; Ouserir, 2009 ; Yala, 2016). Ces essais
montrent ’effet bénéfique des rhizobactéries en tant qu’agent de biocontrole contre les
agents pathogénes telluriques (Lemanceau, 1992). Ces essais montrent que 1’utilisation des
cing souches bactériennes a permis de réduire I’infection de la fusariose vasculaire du pois
et sa SEveérité en ayant un effet positif direct sur la diminution des valeurs d’AUDPC, tout en
stimulant la croissance de la plante. Selon les résultats obtenus, nous constatons que la
bactérie la plus performante est la souche de P. fluorescens C7R12 suivi de la souche P.

fluorescens F21.

La réduction du taux d’infection et de la sévérité de la maladie, causée par Fop R2F42
au cours de notre essai sous serre, peut étre expliquée par plusieurs mécanismes. Il parait
clairement que ces mécanismes responsables sur les effets de certaines rhizobactéries
reposent sur leur activité antagoniste, par la production des métabolites secondaires qui

ont un effet suppressif sur I’action de 1’agent phytopathogéne (Paul et Nair, 2008).

L’augmentation de la sévérité de la maladie, que nous observant rarement chez
certaines interactions (plante x rhizobactérie x pathogéne), peut étre expliquée par 1’effet
délétere des bactéries. Cet effet dépend largement des conditions d’environnement
défavorables (Bakker et al., 1986). Il est probable aussi qu’il existe dans la
rhizosphére une compétition entre la plante et les microorganismes envers certains éléments
minéraux, en condition expérimentale, la pseudobactine excrétée par Pseudomonas
fluorescents séquestre le fer et peut empécher ainsi son assimilation par de jeunes plantes de
pois et de mais, provoquant une chlorose généralisée (Becker et al., 1985).

La bactérisation a permis chez certains traitements une augmentation de teneur en
chlorophylle et de la longueur des tiges, comme nous avons constaté aussi une augmentation
considérables de la biomasse chez les génotypes étudiés, et cela s’explique par le fait que
I’action phytostimulante des bactéries s’exprime par le renforcement de la structure
morphologique de la plante due principalement aux différents mécanismes d’action des
bactéries bénéfiques  sur celle-ci par la solubilisation du phosphate, synthese de

phytohormone... etc.



La lutte biologique est une approche importante pour la gestion des maladies des
plantes. Tout comme les autres agents de lutte biologique, les biopesticides microbiens sont
écologiquement beaucoup plus compatibles que les produits chimiques et ont une
spécificité accrue vis-a-vis des pathogeénes contre lesquels ils sont dirigés (Thakore, 2006).
Parmi les agents exploités en lutte biologique vis-a-vis de la fusariose vasculaire, les
rhizobactéries ou les PGPR, ont été reconnues comme des agents potentiels de biocontrole
(Bloemberg et Lugtenberg, 2001). Les effets des rhizobactéries peuvent permettre non
seulement de stimuler la croissance des plantes mais aussi de s’opposer aux agents

pathogénes (antagonisme) (Weller, 1988).

Plusieurs mécanismes peuvent étre impliqués pour donner 1’effet de bioprotection
des rhizobactéries. Ces mécanismes reposent sur la production de différents métabolites
bactériens : la production des sidérophores, d’antibiotiques, des substances de croissance,
de lipopolysaccharides, et la solubilisation des minéraux (Gupta et al., 2000). Les
rhizobactéries ont été étudiés comme agents potentiels de lutte contre la fusariose vasculaire
du pois. Ces bactéries doivent avant tout coloniser la rhizosphére concernée, et cela implique
un chimiotactisme envers les exsudats racinaires, une adsorption des microorganismes
sur les racines, et enfin une compétition pour les substrats nutritifs présents, afin
d’occuper ce site privilégié¢ et d’empécher la croissance d’autres microorganismes, dont le
pathogéne responsable de la fusariose vasculaire du pois (Jacques et al., 1993 ; Kanchana et
al., 2013).

Les Pseudomonas fluorescents, assurent de multiples actions phytobénéfiques, tel
que la phytostimulation de la croissance des plantes, la bioprotection contre plusieurs agents
phytopathogénes (Leong et al., 1986), I’induction de la résistance systémique chez les
plantes (Bakker et al., 2007) et la stimulation des interactions entre la microflore

symbiotique et la plante hote (Howell et al., 1987).

Plusieurs études ont récemment montré qu’en plus de la stimulation de la nodulation
et la fixation d’azote, l'inoculation des Rhizobium avec d’autre souches PGPR,

augmenterait la croissance et le rendement des Iégumineuses (Ott et al., 2005).

Le probléme le plus important qui rend le succes de 1’utilisation des PGPR incertain en
agriculture, provient de leur inconstance a promouvoir la croissance des plantes, et selon
les conditions d’expérimentation, les souches rhizobactériennes peuvent se révéler efficaces

lors d’un essai et inefficaces lors du suivant. Cette variabilit¢ peut s’expliquer par les



facteurs biotiques et abiotiques affectant la survie et les effets des PGPR dans la rhizosphere.
Il est donc important de comprendre les premicéres étapes de 1’établissement de

I’association PGPR-plante afin d’optimiser les succés de la colonisation racinaire.



Conclusion

Les maladies causées par les micro-organismes pathogenes d'origine tellurique
prennent constamment de I'importance. Ces maladies sont difficiles a combattre (Messiaen et
al., 1991). Le développement de 1’agriculture biologique est basé a 1’origine sur la conduite
d’un systéme de culture équilibré, c’est pour cela que les agriculteurs sont incités a se

spécialiser pour atteindre des rendements nécessaires a la demande du marche.

La recherche de nouvelles méthodes alternatives a la lutte chimique pour lutter contre
les maladies telluriques a pris beaucoup d'importance de nos jours. La lutte biologique
représente a cet égard une solution intéressante (Nikolay et al., 2005). Il a été démontré que
certains microorganismes ont un pouvoir limitant I’activité infectieuse de plusieurs formes

spéciales de F. oxysporum.

L’utilisation des PGPR, peut permettre de stimuler la croissance des plantes et de
réduire 1’effet des agents phytopathogénes. Dans certains cas, une réduction de la maladie
peut étre associée a une colonisation importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce
qui réduit le nombre de sites habitables pour les micro-organismes pathogénes et par
conséquence, leur croissance. Cependant, cette corrélation peut contribuer a une compétition
importante pour les nutriments dans la rhizosphére ou par la synthése d’antibiotiques ou

d’autres métabolites a effet inhibiteur de 1’agent pathogene.(Haas et Defago 2005).

D’aprés notre expérimentation, 1’application des cinq souches rhizobactériennes, en
tant qu’agent de lutte contre la fusariose vasculaire de pois, nous a permis de mettre en
évidence des potentialités antagonistes et phytostimulantes chez ces souches, plus précisément
chez le génotype Polar, ou nous avons constaté que le biocontréle a permis de réduire
I’infection de la maladie et sa sévérité, ayant une cons€quence positive direct sur la
diminution des valeurs de I’AUDPC enregistrées chez les traitements bactérises. Comme cette
situation a permis aussi I’observation d’une augmentation considérable de la biomasse fraiche
et séche de la partie aérienne, souterraine et des gousses, tout en augmentant la longueur des

tiges et la teneur en chlorophylle chez certains traitements bactérisés.

Toutefois chez le génotype P21, bien que I’effet antagoniste n’a pas été observé, nous
avons pu constater une augmentation importante de la biomasse des traitements bactérisés

allant jusqu’a trois fois leur poids normal.



Nous souhaitons continuer les recherches sur les effets bénéfiques des rhizobactéries,
surtout dans des conditions controlées, afin de mieux comprendre certains mécanismes

d’action qui peuvent &tre spécifiques selon les souches.

Pour la poursuite de ce travail, il est fortement souhaitable d’approfondir les
investigations par d’autres souches qui ont démontré leur efficacité antagoniste, et surtout de

travailler sur des génotypes locaux.
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Annexes 1

Les milieux de culture

Milieu B de King (KB)

Agar 159
Peptone 2049
K2 HPO 4 159
MgSO 4 159
Glycérol 15 ml

pH7,2+0,2a25°C

Utilisation : pour I’isolement non sélective, la cultivation et la mise en évidence de la
pigmentation des especes de Pseudomonas.

Potatos Dextros Agar (PDA)

Agar 209
Galactose 20 g
Pomme de terre 200 g

pH 5.6+ 0.2 4 25°C

Utilisation : pour la cultivation des levures et les champignons filamenteux

Yeast Mannitol Ager (YMA)

Agar 209
Mannitol 10¢g
Na-glutamate 0,5
K2HPO4 0,5
Extrait de levure 1g
MgSO 4 0,29
NaCl 01g
FeCl 3 4 mg

pH 6.8 + 0.2 4 25°C
Utilisation : pour la cultivation des especes de Rhizobium et Azorhizobium.
Préparation des milieux : ajouter les composants a 1’eau distillée et ajuster le volume a 1

litre. Chauffer le tout en mixant la solution. Verser le liquide dans des flacons. Autoclaver
pour 20 min a 120 °C, puis verser dans des boites Petri



Annexes 2

Tableau de I’AUDPC de génotype Polar.
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