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Viability and antagonistic activity of Pseudomonas spp. fluorescent lyophilized vis-a-vis

fusarium wilt.

Abstract

Our work aims to determine the effect of lyophilization and cryoprotection on the
viability and activity of Pseudomonas spp. fluorescent, biocontrol agent for fusarium wilt during
storage.

The first part of our work concerns the study of the viability of four freeze-dried
Pseudomonas spp. fluorescent strains with and without protectors (F21, BB10, BB9 and PI9)
after 5 years of storage at 4 ° C by methods of namely direct counting on a Petri dish. Petri dish
count results show that strains of Pseudomonas spp. fluorescent have diminished their viability
after 5 years of drying. The survival rate varies between 2.84% and 32.27% recorded
respectively by lyophilized BB10 and P19 strains with protector and between 4.27% and 25.21%
recorded respectively with the lyophilized BB9 and F21 strains without protector.

The second part deals with the efficacy study of the four strains of Pseudomonas spp.
fluorescent lyophilized in comparison with non-lyophilized (F21, BB10, BB9 and PI9), by the
test of the power of production of some secondary metabolites. The four strains of Pseudomonas
spp. Fluorescent assays exhibited an ability to produce secondary metabolites implicated in
phytostimulation (Acid indol acetic, phosphatase) and biocontrol (hydrogen cyanid, phenazine,
enzyme degrading such as chitinase, protease, amylase...) , hydrogen cyanid and chitinase
production was absent in all four lyophilizates.

The study of the efficacy of the four strains of Pseudomonas spp. fluorescence in
pathogen inhibition was achieved by the direct confrontation method with three fungal strains of
Fusarium oxysporum (Fusarium oxysporum f sp lycopersici, Fusarium oxysporum f sp lini and
Fusarium oxysporum f sp albedinis). This method made it possible to highlight antagonistic
potentialities in vitro, variable against the three fungal strains on the three culture media
examined (King B, Potato Dextrose Agar and Mixed). The best result was obtained by the F21
strain vis-a-vis Foln with an inhibition rate of 55.15% on the King B medium.

Key words: Rhizobacteria, Pseudomonas spp. fluorescent, Fusarium oxysporum,

lyophilization, cryoprotection.



Viabilité et activité antagoniste de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisés vis-a-vis de la

fusariose vasculaire.

Résumé

Notre travail a pour but de déterminer I’impact de la lyophilisation et la cryoprotection
sur la viabilité et I’activité de Pseudomonas spp. fluorescent, agent de biocontréle de la fusariose

vasculaire pendant la conservation.

La premiére partie de notre travaille porte a ’étude de la viabilité de quatre souches de
Pseudomonas spp.fluorescent lyophilisées avec et sans protecteurs (F21, BB10, BB9 et PI9)
apres 5 ans de conservation a 4°C par la méthode de dénombrement direct sur boite de Pétrie.
Les résultats de dénombrement sur boite de Pétrie montrent que les souches de Pseudomonas
spp. fluorescent ont diminué leur viabilité aprés 5ans de séchage. Le taux de survie varie entre
2.84% a 32.27% enregistrés respectivement par les souches BB10 et PI9 lyophilisees avec
protecteur et entre 4.27% a 25.21% enregistrés respectivement avec les souches BB9 et F21
Iyophilisées sans protecteur.

La deuxiéme partie, porte sur 1’étude de I’efficacité des quatre souches de Pseudomonas
spp. fluorescent lyophilisées en comparaison avec les souches non lyophilisées (F21, BB10, BB9
et P19), par le test du pouvoir de production de quelques méetabolites secondaires. Les quatre
souches de Pseudomonas spp. fluorescent testées ont présenté une capacité a produire des
métabolites secondaires impliqué dans la phytostimulation (Acide Indole Acétique et
phosphatase) et dans le biocontrdle (Cyanid d’hydrogéne, Phénazine et les enzymes telles que le
protéase,amylase...). La production de Cyanid d’hydrogene et de chitinase est absentes chez les

quatre lyophilisats.

L’étude de IPefficacité des quatre souches de Pseudomonas spp. fluorescent dans
I’inhibition de I’agent pathogene a été réalisé par la méthode de confrontation directe vis-a-vis
trois souches fongiques de Fusarium oxysporum (Fusarium oxysporum f sp lycopersici,
Fusarium oxysporum f sp lini et Fusarium oxysporum f sp albedinis). Cette méthode a permis de
mettre en évidence des potentialités antagonistes in vitro, variable contre les trois souches
fongiques sur les trois milieux de culture examinés (King B, Potato Dextrose Agar et Mixte). Le
meilleur résultat a été obtenu par la souche F21 vis-a-vis Foln avec un taux d’inhibition de
55.15% sur le milieu King B.

Mots clés: Rhizobactéries, Pseudomonas spp. fluorescent, Fusarium oxysporum,

lyophilisation, cryoprotection.
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Introduction

Introduction

Sur terre, les microorganismes ont colonisé a peu pres tous les écosystémes (Saharan et
al., 2011). Dans le sol, les champignons phytopathogénes constituent la premiére barriére
biotique pouvant affecter le rendement agricole. Ils sont capables de s’adapter trés rapidement a
des modifications de leur environnement comme par exemple développer des résistances a la

plupart des pesticides récents (Ashraf et al., 2012 ; Choudhary et Virma, 2016).

L’utilisation des pesticides chimiques offre généralement une protection efficace contre les
maladies fongiques des cultures. Leur efficacité est relativement peu durable a cause de
’adaptation rapide de ces populations pathogenes, la pollution et la contamination des aliments et
de I'environnement qui souléve une grave préoccupation. Pour cela, la lutte biologique semble étre
une alternative fiable qui peut fournir une sécurité écologique et une protection a long terme a la
culture (Kumar et al., 2016 ; Patil et al., 2016).

Parmi les microorganismes a effets bénéfiques, il existe des bactéries dont I’effet global
favorise la croissance des plantes qui sont connues sous le terme PGPB (plant growth promoting
bacteria) (Grobelak et al., 2014). Elles peuvent favoriser la croissance des plantes et leur
développement par des moyens directs ou indirects. Les premiers en facilitant la croissance
vegétale des plantes sous des conditions de stress biotique ou abiotique. Les seconds par le
biocontrole, par lequel les bactéries évitent les effets nuisibles des phytopathogenes (Patil et al.,
2016 ; Singh et al., 2016).

Parmi les microorganismes expérimentés avec succes, a 1’égard des maladies d’origine
tellurique, les Pseudomonas spp. fluorescents (Armstrong et Armstrong, 1981 et Benchabane,
2005). Les rhizobactéries du groupe Pseudomonas spp. fluorescents ont été largement utilisées
dans le biocontrble des pathologies vegétales d'origine tellurique vis-a-vis des trachémycoses
provoquées par Fusarium oxysporum. Plusieurs souches de ce groupe bactérien ont été
expérimentées avec succes contre de nombreuses formes spéciales de ce pathogene (Benchabane
et al., 2011 ). Elles exercent leur activité antagoniste au moyen de différents mécanismes incluant
I'antibiose. Chez les Pseudomonas, I'antibiose implique plusieurs molécules antifongiques telles
que la phénazine, la pyolutéorine, la pyrrolnitrine et le 2,4-diacétylphloroglucinol, pour ne citer

que les plus importantes (Haas et Defago, 2005).

Pour assurer une conservation optimale, compatible avec la préservation d’une viabilité
maximale, et rendre ainsi le stockage, le transport et la commercialisation des microorganismes
plus économique, le séchage des microorganismes a pour ce but (Mputu et al.,, 2014). La
lyophilisation des bactéries en général et des Pseudomonas spp en particulier (Mputu et al.,

2014), permet d’obtenir une déshydratation poussée compatible avec des durées de conservation
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trés longues. Cette méthode implique des changements de la température du produit assez
agressifs pour les microorganismes car elle nécessite une congélation. Dans certains cas, elle
occasionne des altérations cellulaires et génétiques. L utilisation des cryoprotecteurs au cours de
la lyophilisation et d’antioxydants pendant le stockage augmente sensiblement le taux de viabilité
de ces cellules (Coulibaly et al., 2010).

Dans ce sens que notre travail a été orienté dans le but de mettre en évidence I’effet de la
conservation par la lyophilisation sur la viabilité, 1’efficacité et la stabilité de 1’expression des
effets antagonistes des souches de Pseudomonas spp fluorescents vis —a- vis des souches de
Fusarium oxysporum agent de la fusariose vasculaire. A cet effet, notre travail a été réalisé en

deux parties :

l. Détermination la viabilité des souches de Pseudomonas.spp fluorescents aprés
Iyophilisation et conservation a 4°C pendant 5 ans avec et sans protection.

1. Etude de Iefficacité des souches de Pseudomonas.spp fluorescent lyophilisées par :

1- Mise en évidence de la production de quelques métabolites secondaires par les souches de
Pseudomonas.spp fluorescents lyophilisées et non lyophilisées.

2- Evaluer I’activité antagoniste des souches de Pseudomonas.spp fluorescents lyophilisees vis-
a-vis trois souches de Fusarium oxysporum en comparaison avec les mémes souches non
lyophilisees.

:
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Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Mycologie de Département de

Biotechnologie de 1I’Université Blida 1, il comprend deux parties:

l. Détermination la viabilité des souches de Pseudomonas spp. fluorescents apres
lyophilisation et conservation & 4°C pendant 5 ans avec et sans protection.
1. Etude d’efficacité des souches de Pseudomonas.spp fluorescent par :
1- Mise en évidence de la production de quelques métabolites secondaires par les mémes
souches de Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisées.
2- Evaluer Dactivité antagoniste des souches de Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisées
vis-a-vis 3 souches de Fusarium oxysporum en comparaison avec les mémes souches non

lyophilisées.

I- Matériels biologiques
1- Souches bactériennes

Dans notre étude nous avons utilisé quatre souches de Pseudomonas spp. fluorescents
(BB9, BB10, F21, PI9) isolées a partir de la rhizosphere de quelques arbres fruitiers de sud
Algérien, identifiées et lyophilisees au Centre Wallon de Biologie Industrielle (CWBI) au
Belgique, avec et sans agents protecteurs (Glycérol + Maltadextrine) (Mputu et al., 2012). Ces
souches appartiennent a la collection du laboratoire de Mycologie (département de

Biotechnologie ’'université Blidal).

2- Souches fongiques

Pour évaluer I’activité antagoniste des souches bactériennes précédemment citées, nous
avons utilisé trois formes spéciales de Fusarium oxysporum (Fusarium oxysporum f sp
lycopersici, Fusarium oxysporum f sp lini et Fusarium oxysporum f sp albedinis). Ces souches
fongiques appartiennent a la collection du laboratoire de Mycologie (Département de

Biotechnologie 1’Université Blidal).

I1- Méthode

A-Etude de la viabilit¢ de Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisées avec et sans

protecteurs

La viabilité a été évaluée apres conservation a 4°C pendant 5ans selon la méthode du
dénombrement direct sur milieu solide.1g de chaque lyophilisat a été réhydraté dans un tube a
essai contient 9ml d’eau distillée stérile. Une série de dilution (107 a 10°) a été réalisé pour

chaque suspension bactérienne préparée. 0,1 ml de chaque dilution a été prélevée a ’aide d’une

]
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pipette ensuite étalée sur un milieu KB (King et al.,1954) (Annexe 03) (fig 09). Trois répétitions
ont été effectuées pour chaque dilution. Aprés incubation a 28°C pendant 24 h, les colonies

bactériennes ont été dénombrées par un compteur de colonie.

_

Figure 10 : Réhydratation et étalement de Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisées.

La viabilité des souches de Pseudomonas spp. fluorescents a été déterminée avant et
aprés conservation (Tableau 03). Le nombre de colonies a été compté apres 24 heures
d’incubation et le taux de survie a été exprimé en Unités Formant Colonies (UFC) par g aprés

conservation (Nf) et avant la conservation (NO) (Coulibaly et al., 2009) par le rapport :
Viabilité(%) = (Nf/NO) x 100.

Chague résultat est la moyenne géométrique d'au moins trois répétitions (Coulibaly et al., 2009)
(Tableau02, Annexe02).
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Tableau 03 : Le taux de survie des souches de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisés avant

et apres 3ans de stockage.

Souches Avant stockage (cfu/g) Apres 3 ans de stockage a 4°C (cfu/g)
AP SP AP SP
BB, 4,00.10° 1,43.10%° 9,00.10° 7,37.10°
BB1g 3,80.10%° 6,40.10° 9,30.10° 8,50.10°
Fo1 6,33.10° 3,53.10° 7,77.10° 8,90.10°
Plg 2,2. 10" 7,1.10%°
/ /

AP : Avec protecteur ; SP : Sans protecteur ; /:  Absence de souche.

> Purification des souches bactériennes

e Les souches lyophilisées

Une goutte de chaque suspension bactérienne préparée a été prélevé a I’aide de la boucle
d’une once et ensuite étalée (ensemencement par épuisement) sur une boite de Pétrie contenant
un milieu KB (King et al., 1954).

La pureté des souches bactériennes a été vérifiée en réalisant plusieurs repiquages
successifs (fig 11). La production d’un pigment fluorescent a été notée par la présence d’une

couleur verdatre visible a I’ceil nu aprés 24h d’incubation a 28°C (Meyer et Abdallah, 1978).

Figure 11 : Vérification des souches de Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisées apres
plusieurs repiquages.

e Lessouches non lyophilisées
Les souches bactériennes non lyophilisées (a I’état fraiche) (fig 12 a) ont été repiquées

sur boites de Pétri contenant le milieu King B (Annexe 03) de fagons successive jusqu’a

I’obtention de culture pures (fig 12).
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Figure 12: Vérification de la pureté des souches de Pseudomonas spp. fluorescents non
lyophilisées (a I’état frais).

B- Efficacité des souches de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisées

B-1- Mise en évidence de la production de quelques métabolites secondaires impliqués dans
le biocontrdle et la phytostimulation

B.1.1. Production des métabolites secondaires

i.  Production de sidérophores
La détection des sidérophores a été réalisé dans le milieu CAS (Chrome Azurol
S) (Annexe 03) en boite de Pétrie selon les techniques de Alexander et Zuberer (1991). Des
cultures bactériennes de 24h sur milieu King B (King et al., 1954) ont été depose en spots sur la
surface du milieu CAS et incubées 72h a 28°C. L’apparition d’un halo orangeat sur le fond
bleuté du milieu indique une synthése de sidérophores (Schwyn et Neilands, 1987 ; Sharma et
Johri, 2003).

ii.  Synthése de I’acide indole acétique (AIA)
a. Estimation qualitative de la production d’AIA

La production d’AIA est déterminée selon la méthode standard de Bric et al., (1991). Une
culture bactérienne jeune de 24h de chaque souche a été étalé sur un disque de papier Wattman
stérile préalablement déposé sur des boites de pétri contenant le milieu LB (Luria-Bertani)
(Annexe 03). Aprés incubation a 28°C pendant 48h, le papier est récupéré, et traité avec le réactif
de Salkowski. Aprés 10 a 30 min, la production d’TAA et/ou de ses analogues se manifeste par
la formation d’un halo rose rouge autour des colonies. Pour les souches productrices d’autres

types d’indoles la coloration est jaune a jaune brune.
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b. Quantification de ’AIA

La quantification d’AIA et ses dérivés a été évaluée par une méthode chlorométrique
(Glickmann et Desseaux, 1995). Des flacons contenant 100 ml de milieu TSB (Annexe 03)
sont inoculés par un volume de 100ul de chacune des cultures fraiches de Pseudomonas spp.
fluorescents puis misent a I’incubation a 28°C pendant 72h sous agitation permanente (150 rpm).
Apres centrifugation a (4000g / 10min), 1ml de surnageant est récupéré et additionné de 2ml du
réactif de Salkowski. La suspension est agitée au vortex puis incubée a 1’obscurité pendant
20min. L’absorbance est mesurée au spectrophotométre a 535 nm. Le développement d’une
coloration rose est I’indicateur de la production d’AIA. La concentration d’AIA et de ses dérivés,
est obtenue par extrapolation des valeurs des souches productrices par rapport a une courbe
standard, établie a partir d’une série de dilutions d’AIA (Sigma-Aldrich) & 50ug/ml dans du TSB
(Gravel et al., 2007) (Annexe 06).

iii. Synthése des antibiotiques

a.Production de cyanide d’hydrogéne

La production d’HCN a été recherchée par la technique de Bakker et Schippers (1987)
sur le milieu TSA (Tryptone Soya Agar) (Annexe 03) supplémenté avec 4,4 g/l de glycine. Une
culture bactérienne jeune de 24h de Pseudomonas spp. fluorescents a été ensemenceé sur la gélose
en boites de Pétrie. Un disque du papier Whatman N°1 de 8 cm de diamétre a été imbibé dans
une solution de picrate de sodium (5% d’acide picrique et de 2% de carbonate de sodium) et
déposeé au fond du couvercle de la boite. La boite est fermée avec du parafilm et incubée a 28°C
pendant 96 h. Le résultat positif se traduit par le virage du papier Whatman du jaune vers une

couleur orange a marron indiquant la production de HCN.
b.Production de phénazines

La production de phénazine a été recherchée selon la méthode de Thomashow et Weller
(1988). La méthode consiste a ensemencer le milieu NBY (Nutrient Broth Yeast extract)
(Annexe 03) additionné de glucose (2%) avec une culture de Pseudomonas spp. fluorescent de
24h puis incuber pendant 48h a 28°C. L’examen des cultures sous UV (356 nm) montre le
développement de colonies pigmentées avec des halos sombres noiratres, révélateur d’une

activité phénazinique.

iv.  Production des enzymes

a. Phosphatases
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La solubilisation des phosphates a été évaluée qualitativement sur milieu de Pikovskaya
(Annexe 03). Des cultures fraiches sont déposées sur gelose de Pikovskaya selon deux méthodes:
spots (disques) ou par ensemencement par stries serrés puis ont été incubés pendant 96h a 28°c.
Les bactéries a activité phosphatasique montrent un halo transparent autour de leurs colonies
(Peix et al., 2001).Aprés incubation, le diamétre de la colonie et de I’halo qui ’entoure ont été
mesurés (Tableau 03 et 04, Annexe 04). L’indice de solubilisation a été calculé par la formule
suivante: (Paul et Narayan Sinha, 2016)

Diamétredel’halo(mm)—Diametredelacolonie (mm)

1S%= x 100

Diameétredelacolonie (mm)

b. Lesenzymes dégradant les parois cellulaires (CWDE)

e Enzymes protéolytiques

L’activité protéolytique a été déterminée selon la méthode de Smibert et Krieg (1994),
par la mise en culture pendant deux jours d’incubation a 28°C des isolats sur gélose au lait
écrémé par la méthode des spots. Le développement d’un halo autour des colonies indique une
réaction positive. Le diametre de la colonie et de I’halo qui I’entoure ont été mesurés (Tableau 05
et 06, Annexe 04). L’indice de solubilisation a été calculé par la formule précédente.

e Chitinases

L’activité chitinolytique est estimée selon la méthode décrite par Reniwick et al., (1991)
sur gélose a la chitine (Annexe 03) additionnée ou non de glucose. La formation d’halos clairs

autour des colonies aprés 5 jours d’incubation a 30°C indique une chitinase positive (Naik et

Sakthivel, 2006).
e Activité amylolytique

Des cultures fraiches sont déposées sur gélose nutritive additionnée d’amidon (Annexe
03) par ensemencement par trait au centre de la boite de Pétrie. Apres incubation a 30°C pendant
48h, une solution de lugol préalablement préparée sera dispersée sur toute la surface du milieu.
La présence de I’amidon dans le milieu donnera une couleur bleue noiratre. Ceci implique une
absence d’activité amylasique. En revanche, si I’amidon est hydrolysé, une zone claire (un halo)
apparaitrait autour de la créme bactérienne. Ce qui traduit une présence d’activité amylolytique
chez les isolats (Vinoth Raj et al., 2009).

.
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V.  Production d’ammoniac (NH3)

Ce test est réalisé selon la méthode de Capuccino et Sherman (1992). Le protocole
consiste a ajouter 100ul de culture bactérienne jeune dans 10ml d’cau peptonée. Apres
incubation a 30°C pendant 96 h, 500ul du réactif de Nessler sont ajoutés dans chaque tube d’eau

peptonée. L’ apparition d’une couleur jaune ou orange indique la production de NH3.

B.2.Test d’activité antagoniste in vitro des quatre souches de Pseudomonas spp.

fluorescents.

Le test d’activité antagoniste in vitro des quatre souches de Pseudomonas spp. fluorescents
Iyophilisées vis-a-vis trois souches fongiques de Fusarium oxysporum (G1, G2, F2) en
comparaison avec les mémes souches non lyophilisées a été réalisé sur trois milieux différents

(PDA, King B, Mixte) par la méthode de confrontation directe.

a. Purification des souches fongiques

La pureté des souches fongiques a été réalisé par transplantation successif des disques de
champignon de 7 jours dans des boites de Pétrie contenant le milieu PDA (Potato Dextrose Agar)
(Johnston et Booth, 1983) (Annexe 03) (fig 13). Ces derniers ont été incubés a 30°C pendant 7

jours. Les souches purifiées ont été conservées a 4°C.

Figure 13 : Vérification des souches de Fusarium oxysporum.

b. Potentialités Antagonistes in vitro des lyophilisats :

Le test d’antagonisme in vitro a été effectué avec quatre souches bactériennes de
Pseudomonas.spp fluorescents lyophilisées avec protecteurs et les mémes souches non
lyophilisées vis-a-vis trois souches fongique phytopatogene de Fusarium oxysporum (Fusarium
oxysporum f sp lycopersici, Fusarium f sp lini et Fusarium f sp albedenis) agents de la fusariose

vasculaire par la méthode de la confrontation directe en boite de Pétrie.

29
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Le pouvoir antagoniste de nos souches bactériennes sur I’inhibition de la croissance
mycélienne des trois formats spéciales de Fusarium oxysporum a été testé sur trois milieux
différents: le milieu PDA (favorable au développement des champignons), milieu KB (favorable

au Pseudomonas) et le milieu mixte composé de parts égale des deux milieux.

La méthode utilisées est celle décrite par Vincent et al., (1991). Les souches de
Pseudomonas.spp fluorescents sont étalées sous forme d’une ligne sur une distance de 1,5 cm a
partir des deux bords d’une boite de pétrie contient du milieu gélosé (fig 14). Aprés 24 h
d’incubation, un disque fongique de 6 mm venant d’une culture de 7 jours est déposé au centre
de la boite (fig 15). L’ensemble est incubé a une température de 28°C pendant sept jours. Trois
répétitions ont été effectuées pour chaque interaction.

Figure 14 : Ensemencement des souches de Pseudomonas.spp fluorescents sous forme de deux
stries paralleles.

]

Figure 15: Transplantation d’un disque fongique au centre de boite de pétrie contient la souche
de Pseudomonas.spp fluorescents.

La réduction du diametre des colonies mycéliennes des champignons pathogénes en
présence des souches de Pseudomonas spp. fluorescents comparé au témoin non inoculé, indique
la présence d’une activité antagoniste ou non. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la

relation suivante (Wang et al., 2002) :

% d’inhibition = (R témoin — R test) / R témoin x 100

R témoin : Distance radicale max de la croissance du champignon.

R test : Distance radicale sur une ligne en direction de ’antagoniste.
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I. Détermination la viabilité des souches de Pseudomonas spp. fluorescents apres

Iyophilisation et conservation & 4°C pendant 5 ans avec et sans protection.

I.1. Dénombrement direct sur boite de Pétrie
Les résultats de la viabilité des quatre souches de Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisée
avec et sans protecteur ont été déterminée avant et apres la conservation. Ils sont illustrés dans le

tableau(04) et la figure (16).Et I’aspect des colonies développée aprés 24h d’incubation (fig 17).

Tableau 04 : Le taux de viabilité des souches de Pseudomonas spp. fluorescent avant et apres la

conservation.

Souches |  Avant stockage (cfu/g) Apres 3 ans de stockage a | Apreés 5 ans de stockage a
4°C (cfulg) 4°C (cfulg)
AP Sp AP Sp AP SP
BBo 4,00.10° 1,43.10%° 9,00.108 7,37.10° 8.2. 108 6.4.108
(+2,00.10%) * | (£1,97.10%)° | (+2,00.10%)° | (+4,73.107)° | (+1.24.10%)2 | (+1.16.108)°
(22.50)° (05.15)° (20.5)" (4.47)°
BBu1o 3,80.10%° 6,40.10° 9,30.10° 8,50.10° 1,08.10° 7.9.108
(£8,54.10°) | (£7,94.10%)® | (#5,29.10%)° | (1,22.10°)° | (+2,57.10%)2 | (+1.16.10%)2
(24.47)° (13.28)° | (2.84)° (12.3)°
F 6,33.10° 3,53.10° 7,77.10° 8,90.108 7,66.108 7.8.10°
(£2,52.10°) ° | (¢7,57.10°)° | (+2,08.10%)° | (£1,00.107)% | (+2,73.10%)2 | (£1.75.108)°
(12.27)® (25.21)" (12)® (22.09)"°
Plo 2,2. 10" 7,1.10%° 2,18.10%
/ (4,2.10%)2 / (+2,10.10°) @ /
(32.27)" (30.7)°

a : écart type issu de trois répétions.
b : Viabilité(%) des cellules lyophilisées et stockées a4°C.AP : avec protecteur ; SP : sans protecteur.

Comme présenté dans le tableau (04), la viabilité des souches de Pseudomonas spp.
évaluée par dénombrement sur gélose KB a été diminué aprés 5ans de stockage en comparaison
avec les résultats avant stockage et apres 3 ans de stockage. Le taux de survie varie entre 2.84%
a 32.27% enregistrés respectivement par les souches BB10 et P19 lyophilisées avec protecteur et
entre 4.27% a 25.21% enregistrés respectivement avec les souches BB9 et F21 lyophilisées sans
protecteur.

L’utilisation des composés protecteurs avant la lyophilisation ont permis de maintenir une
viabilité remarquable a la fin de la lyophilisation et au cours du stockage de Pseudomonas spp.

fluorescent en comparaison avec les méme souches lyophilisées sans agents protecteurs.

De nombreux auteurs dont Palmfeldt et al., (2003) et Stephan et al,. (2007) ont mis en
évidence ’apport des composés protecteurs sur la viabilité de Pseudomonas lors des opérations

de séchage. Le choix d’un composé protecteur approprié est trés important pour assurer une
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viabilité élevée des bactéries pendant la lyophilisation et au cours du stockage (Lievense et al.,

1993 ; Leslie et al., 1995 ; Kawahara, 2008).

12
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Figurel6 : Evolution des concentrations des quatre souches de Pseudomonas spp. fluorescent
avant, t et aprés 3 ans et apres 5ans de la conservation a 4°c.

Figure 17 : Aspect des colonies de Pseudomonas spp. fluorescents.

Etude d’efficacité des souches de Pseudomonasspp. fluorescent lyophilisees

A. Production de quelques métabolites secondaires par les souches de Pseudomonas spp.

fluorescents lyophilisées et non lyophilisées.

Les résultats de la recherche de la production de métabolites secondaires testés sur quatre
isolats de Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisée et quatre isolats de Pseudomonas spp.

fluorescents non lyophilisée sont illustrés dans le tableau(05).

§
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Tableau 05 :Principaux métabolites secondaires produits par Pseudomonas spp. Fluorescents

lyophilisée et non lyophilisées.

Métabolites
secondaires. | Sid | AIA|HCN Phénazine | Phosphatase | Protéase | Amylase | Ammoniac | Chitinase
Nombre de
Souches Souches 4| 4 0 3 4 4 1 4 0
lyophilisées
%* 100 | 100 0 75 100 100 25 100 0
Nombre de
Souches non | Souches 4 4 4 3 4 4 1 4 4
lyophilisées
%* 100 | 100 | 100 75 100 100 25 100 100

AlA : Acide-indole-acétique, HCN : Cyanide d’hydrogéne, Sid : Sidérophores,%* : le pourcentage par rapport

de quatre souches testées.

Selon le tableau (05), 100% des souches non lyophilisées ont le pouvoir de produire les

sidérophores, 1I’AIA, HCN, phosphatase, protéase, chitinase et 'ammoniac, 75% produisent le

phénazine, 25% produisent ’amylase

Chez Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisée, 100% des lyophilisats ont le pouvoir de

produire les sidérophores, 1I’AIA, phosphatase, protéase et I’ammoniac, 75% produisent les

phénazine, 25% produisent I’amylase. Par contre on a marqué une absence totale de production

d’HCN et de chitinase.

i.  Production des sidérophores

Toutes les souches bactériennes lyophilisées et non lyophilisées ont montré une capacité

de production des sidérophores. Le résultat positif a traduit par la décoloration du réactif CAS du

bleu vers un halo orangeates sur le fond bleuté du ce milieu (fig18).

Figure 18 : Production des sidérophores par les Pseudomonas spp. fluorescents.
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Les Pseudomonas spp. fluorescents synthétisent de nombreux sidérophores chélateurs
du fer ionique, qui exhibent des effets fongistatique et bactériostatique, tels que les pyoverdines
(Benchabane et al., 2012). La production de sidérophores par Pseudomonas spp. fluorescents
ont été confirmés par le test Universel CAS (Bholay et al., 2012). La formation d’halo orangé
autour des colonies indique la chélation du fe3+ par les sidérophores (Guan et al., 2001;
Sreedevi, 2014).

Plusieurs auteurs confirment la production des sidérophores sur milieu chromo-azurol S
(CAS) par différentes souches de Pseudomonas spp. fluorescents (Sayyed et al., 2004 ; Aditi,
2010 et Bholay et al., 2012).

ii.  Production de I’acide —indole —acétique (AlA)

La production de I’acide — indole —acétiqgue a été déterminée qualitativement et
quantitativement, les résultats sont illustrés dans le tableau (06).
Tableau 06: Production qualitative et quantitative d’Acide Indole Acétique (AIA) chez les
souches de Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisées et non lyophilisées.

Les souches non lyophilisées Les souches lyophilisées
Souches Production Production Production Production
qualitative quantitative en | qualitative quantitative en
ug/ml ug/ml
F21 + 1.8 + 1.6
BB9 (+)* Nd (+)* Nd
BB10 +++ 5.9 ++ 4
P19 (+)* Nd (+)* Nd

(+) : légérement rose, (++) : rose, (+++) : rose virant vers le rouge, Nd : non détectable, (+)* : Analogue
d’ATA.

a. Estimation qualitative de la production d’AIA

La production qualitative de I’acide indole acétique et/ou ses analogues a été observé
chez les souches lyophilisées et non lyophilisées. BB10 et F21 ont développé une coloration rose
a rouge apresl0 a 30 min d’addition du réactif révélateur (réactif de Salkowski) indique la
production d’AIA (figl19). Pour les souches productrices d’autres types d’indoles (P19, BB9), la

coloration est jaune a jaune brune dont I’intensité varie d’un isolat a un autre (fig20).
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BB10 NL

Figure 19 : Production de I’acide-indole-acétique parla souche BB10 de Pseudomonas spp.
fluorescents. T :Témoin. L :lyophilisés. NL : non lyophilisées.

Figure 20: Production d’autres types d’AIA par quelques souches Pseudomonas spp.
fluorescent.

b. Production quantitative de I’AIA

L’apparition d’une couleur rose indique la présence de I’AIA (fig 21). La quantité de ce
dernier est déterminée, d’apres la courbe d’étalonnage (Annexe 06), par lecture de 1’absorbance a
535 nm en comparant avec un témoin (1 ml de milieu non-inoculé + 2 ml de réactif de

Salkowski). La concentration varie d’un isolat a un autre (Tableau06).

-
(ht

Figure 21 : Production de de I’acide-indole-acétique par Pseudomonas spp. fluorescents sur
milieu liquide.

Environ 80% des bactéries rhizosphériques sont capables de produire de I’acide-indole-

acétique (AIA) (Dastager et al., 2010). La synthése d’AIA est largement répondue chez les
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Pseudomonas spp. fluorescents (Oberhansli et al., 1991 ; Forlani et al., 1995 et Persello-
Cartieaux et al., 2003). La production de cette hormone par Pseudomonas est bénéfique pour la
croissance et le développement végétal. Elle joue un rdle tres important dans la division
cellulaire, I’¢longation des racines, la prolifération des poils absorbants et dans le mécanisme de
tolérance de la plante (Sandhya et al., 2010).Les rhizobactéries synthétisent d'une maniére
prédominante I'AlA a partir du tryptophane par la voie de l'acide indole-3-pyruvique. Le L-
tryptophane est considéré comme le précurseur parce que son adjonction est nécessaire a la
production. Les exsudats racinaires sont une source naturelle de L-tryptophane pour la
microflore de la rhizosphére (Dastager et al., 2010). La production de ce composé est variable
entre les souches de différentes especes. Cette variation est aussi influencée par les conditions de

culture, la phase de croissance et la disponibilité du substrat (Miraza et al., 2001).

Plusieurs auteurs confirment la production d’AIA par L-tryptophane par différentes
souches de Pseudomonas spp. fluorescents (Oberhansli et al., 1991; Munees et
Mulugeta,2013 et Karnwal, 2014).

iii.  Synthése des antibiotiques

a. Production de cyanide d’hydrogene

Une réaction négative pour ’ensemble des lyophilisats testés est marquée lors de la mise en
évidence de la production d’HCN dans le milieu TSA additionnée de 4.4 g/l de glycine apres 96h
d’incubation a 28°C (fig 22). Par contre une réaction positive pour I’ensemble des souches non

Iyophilisées indique une production important d’HCN (fig 23).

Figure 22: Production d’HCN par les souches non lyophilisés.
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Figure 23: Absence de production d’HCN par les souches lyophilisées.

La production du métabolite secondaire cyanure d'hydrogéne(HCN) est bien documenté
chez les procaryotes en particulier dans le phylum Proteobacteria, ou il a été observé dans
plusieurs especes de Pseudomonas fluorescentes comme Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas protegens. Le cyanure d'hydrogene (HCN) est un
métabolite secondaire produit par de nombreuses especes de Pseudomonas (Frydenlund
Michelsen et Stougaard, 2012). La cyanogénése posséde un role écologique. C’est le cas de la
bactérie bénéfique colonisant les racines P. fluorescens CHAO (Voisard et al., 1989), qui
protége de nombreuses plantes des maladies racinaires fongiques (Voisard et al., 1994;
Schnider et al., 1995).

Les travaux de plusieurs auteur (Fremane et al, 1975; Askeland et
Morrison,1983; Siddiqui et al.,2005; Frydenlund Michelsen et Stougaard, 2012 et Reetha et
al.,2014) ont demontré la capacité des différentes souches de Pseudomonas fluorescents
aproduire de ’HCN.

L’absence de production d’HCN par les Pseudomonas spp. fluorescentes lyophilisées est
due probablement soit a I’effet de la lyophilisation. D’aprés les travaux Mputu et al., (2014), La
Iyophilisation est la méthode de seéchage la plus utilisée pour les Pseudomonas. Mais les
changements de température induit par le séchage ne sont pas sans conséquence pour les cellules.
Ils sont responsables des altérations cellulaires (peroxydation des acides gras) de 1’oxydation des
protéines et de I’ADN. Ou bien a I’effet d’'une mutation, d’aprés les auteurs (koskiniemi, 2010 ;
Najafi et Pezeshki, 2013 et Watford et Warrington, 2017), une mutation est un changement
dans la séquence nucléotidique qui peut créer de nouvelles fonctionnalités cellulaires ou
conduire au dysfonctionnement des autres (Watford et Warrington, 2017). Elle peut étre
bénéfique ou préjudiciable, spontanées en raison de processus cellulaires, ou induites par un
mutagene dans I'environnement (Najafi et Pezeshki, 2013). La mutation joue un role

fondamental dans I'évolution, mais elle constitue également une menace potentielle pour la

s
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viabilité et la survie des cellules. Une mutation inactivant dans un gene essentiel entraine la mort
cellulaire, et pour les organismes unicellulaires tels que les bactéries, la perte de cet individu de
la population (koskiniemi, 2010). Ce qui confirme I’absence de production d’HCN avec les
souches de Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisées.

b. Production de phénazines

La production de phénazine est testée sur le milieu NBY additionné de glucose (2%),
trois souches bactériennes lyophilisées et non lyophilisées ont montré une réaction positive (P19,
F21, BB10), L’examen des cultures sous UV (356 nm) montre le développement de colonies

pigmentées avec des halos sombres noiratres, révélateur d’une activité phénazinique.

Beaucoup de Pseudomonas spp. fluorescentsont capables de protéger les plantes d'une
grande variété de pathogénes bactériens, fongiques et oomycétes. Cette protection jusqu'a
présent, a été principalement attribuée a la production d'antibiotiques. Un excellent exemple de
ceci est la production de l'acide phénazine-1-carboxylique antibiotique (Thomashow et Weller,
1988 et Morrison et al., 2017).

Beaucoup de Pseudomonas spp. fluorescent ont été identifiés comme producteurs de
phénazine (Perneel et al.,, 2006). L’activit¢ antibiotique provient d’une réaction
d’oxydoréduction sur la phénazine, (Gauthier, 2013), cette activité peut supprimer les agents
pathogenes des plantes telles que F.oxysporum et Gaeumannomyces graminis (Beneduzi et al.,
2012).

Les résultats obtenus au cours de cette expérimentation concordent avec plusieurs
travaux précedents qui ont démontré la production de phénazines par les Pseudomonas
(Thomashow et Weller,1988 ; Thomas et al.,2002; Zhengyu Huang et al.,2004 ; Perneelet
al., 2006 ; Park et al.,2010 ; Beneduzi et al., 2012 ; Parejkoet al.,2013 et Morrison et al.,
2017).

iv.  Production d’enzymes
Les tests qualitatifs permettent de démontrer la production ou non d’enzymes
extracellulaire (la phosphatase), enzymes protéolytique, enzymes dégradants les parois
cellulaires.
a. Phosphatases :
Le test de solubilisation du phosphate indique que 100% des souches lyophilisées et non
lyophilisées testées synthétisent la phosphatase pour solubilisé le phosphore inorganique sous

forme bicalcique.
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La décoloration du milieu de culture et/ou le développement d’un halo clair autour les
spots (fig 24,25 et 26) indique une réaction d’une phosphatase positive. L’intensité de la couleur
du milieu de culture et le diametre des halos sont variable selon les souches (fig 24 et 25), ce qui

montre une variabilité dans le pouvoir de solubilisation du phosphore entre les isolats testes.

Le meilleur résultat chez les souches lyophilisées est observé chez la lyophilisat F21
d’indice de 52,94% tandis que la lyophilisat BB9 a marqué un faible résultat de I’indice de
16,66% (tableau 04, annexe 04). Chez les souches non lyophilisées, le meilleur résultat est
observe chez la souche F21 d’indice de 63,1%, tandis que la souche BB9 a marqué un faible
résultat d’indice de 19,04% (tableau 03, annexe 04).

Figure 24: Forte production de phosphatase par Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisées.
(T) : Témoin.

Figure 26: Production de phosphatase par Pseudomonas spp. fluorescents non lyophilisées.

(T) : Témoin.

Nos résultats concordent avec les résultats obtenus par différents auteurs (Park et al.,
2009; Paul et Narayan Sinha, 2016 et Alemu,2013).L’amélioration de 1’alimentation minérale
de la plante en phosphore a été la premiére hypothése proposée pour expliquer I’effet bénéfique
enregistré a la suite de la bactérisation des plantes. Les Pseudomonas spp. fluorescents,
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augmentent la concentration en phosphore soluble soit par minéralisation des phosphates
organiques, grace a des phosphatases, soit par solubilisation des phosphates inorganiques, sous
Ieffet d’acides (Lemanceau, 1992). Plusieurs mécanismes peuvent étre impliqués, le principal
étant la production d'acides organiques. Les acides organiques sont signalés pour solubiliser P
insoluble en diminuant le pH ou en complexant le cation qui est lié au P (Park et al., 2009).

b. Les enzymes dégradant les parois cellulaires (CWDE)
e Enzymes protéolytiques :

L’activité protéolytique est testée sur un milieu au lait écrémé. Toutes les souches
bactériennes lyophilisées et non lyophilisées ont montré une réaction positive dans la
dégradation des protéines par production de protéases. Le développement d’un halo clair autour
des colonies indique une réaction positive (fig 27). La variation dans les diametres des halos
dépend des souches testées.

Le meilleur résultat chez les souches lyophilisées est observe chez la lyophilisat BB10
d’indice de 46,66% tandis que la lyophilisat F21 a marqué un faible résultat de 1I’indice de
10,71%(tableau 06, annexe 04).Chez les souches non lyophilisées, le meilleur résultat est
observé chez la souche BB10d’indice de 84,21%, tandis que la souche F21 a marqué un faible
résultat d’indice de 21,21% (tableau 05, annexe 04).

Figure 27 : Production des enzymes protéolytiques par Pseudomonas spp. fluorescents.

Nombreux travaux confirment la production d’enzyme de protéase par les souches de
Pseudomonas (Koka et Weimer, 2000 ; Rajmohan et al., 2002 et Kalaiarasi et Sunitha,2009).
Les protéases sont les enzymes industrielles les plus importantes exécuter une grande

variété de fonctions et avoir diverses applications biotechnologiques importantes (Kalaiarasi et
Sunitha, 2009).11s sont des enzymes extracellulaires sécrétées par les bactéries, principalement
des espéeces de Pseudomonas (Rajmohan et al., 2002). lls jouent un rdle dans la dégradation des

parois cellulaires fongiques (Stanier et al.,1966).
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e Chitinase :

L’activité chitinolytique des souches bactériennes est testée sur un milieu gélose nutritif
sans glucose additionné de 2 g de chitine. La chitinase est produite par la totalité des souches non
Iyophilisées étudiées (100%). Par contre une réaction négative pour I’ensemble des lyophilisats

est marquée lors de la mise en évidence de la production de chitinase.

Le parasitisme et/ou la lyse des champignons par les bactéries de la rhizosphere est
facilitée par la production d’enzymes hydrolytiques, qui dégradent les parois des cellules
fongiques (CWDE : cell wall degrading enzymes). Les chitinases, sont des enzymes
hydrolytiques d’importance majeure, puisque la chitine est le constituant majeure de la majorité
des parois cellulaires des champignons phytopathogenes (Kishore et al., 2005). L’activité
chitinolytique des souches de Pseudomonas spp (Verma et al., 2007) a été rapportée comme
activité antifongique.

Plusieurs auteurs confirment la capacité des souches de Pseudomonas fluorescents de

produire ce enzyme (Folders et al., 2001 ; Ramyasmruthi et al., 2012 et Suganthi et al., 2015).

L’absence de production de chitinase chez les souches lyophilisées peut étre di au
dommage subit par la membrane cytoplasmique apres la déshydratation, ce qui entraine comme
conséquence le relargage en solution des composants intracellulaires (cations, nucléotides,
enzymes, protéines) des cellules lyophilisées au cours de leur réhydratation (Mputu et al., 2014).
Ou peut étre di au dommage subit par des mutations qui peuvent conduire a des changements
dans la structure d'une protéine codée ou a une diminution ou une perte complete de son
expression. Parce gu'une modification de la séquence d'ADN affecte toutes les copies de la
protéine codée, les mutations peuvent étre particulierement dommageables pour une cellule ou
un organisme (Lodish et al., 2000).

Production d’amylase :

L’activité amylolitique des souches bactériennes est testée sur un milieu gélose nutritif
additionné de 1 g de I’amidon, La lecture s’est effectue par lugol, L’activité amylolitique est

positive que chez la souche (P19) lyophilisées et non lyophilisées (fig 28).
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Figure 28: Production d’amylase par la lyophilisat PI9.

T : Témoin ; NL : non lyophilisé ; L : lyophilisé

Le genre bactérien Pseudomonas est un producteur prolifigue d'un certain nombre
d'enzymes extracellulaires, y compris la lipase et l'amylase (Khannous et al.,2014). Les
amylases sont parmi les plus importantes enzymes dans l'industrie actuelle. Les bactéries
dégradant lI'amidon sont les plus importantes pour les industries telles que l'alimentation, la
fermentation, le textile et le papier (Sunder Alariya et al.,2013).

Notre résultat est concordé avec les travaux de ces auteurs (Sunder Alariya et al.,
2013 et Khannous et al.,2014).

V.  Production d’ammoniaque :

La production de ’ammoniaque est révélée chez toutes les souches lyophilisées et non

lyophilisées par 1’addition de réactif de Nessler. Le résultat positif se traduit par le virage la

couleur du milieu vers le jaune ou orange (fig 29).

Figure 29: Production d’NH3 par toutes les souches de Pseudomonas spp. fluorescents.

La production d'ammoniac est considérée comme un élément important des
rhizobactéries en améliorant indirectement la croissance des plantes (Joseph et al., 2007) et en
assurant un réle dans la signalisation lors de l'interaction plante-rhizobactéries (Becker et al.,
2002).Les especes de Pseudomonas sont connues avoir un réle important dans la suppression de

certaines maladies apparemment via la production d'antifongiques métabolites tels que

42




Chapitre 11 Résultats et discussion

I'ammoniac (Hamid et al.,2003). Il est bien établi que I'ammoniac libéré par les bactéries

accélere l'activité de la glutamine synthétase (Sood et al., 2002).

B.2. Résultats de test d’activité antagoniste in vitro

Le test d’antagonisme a ¢été réalisé par les quatre souches de Pseudomonas.spp
fluorescents lyophilisées en comparaison avec les souches non lyophilisées vis-a-vis trois

souches fongiques de Fusarium oxysporum.

Les tests d’antagonisme in vitro montrent que les quatre souches de Pseudomonas spp.
fluorescents (BB10, BB9, P19et F21) exercent des effets antagonistes vis-a-vis les trois formes
spéciales de Fusarium oxysporum (F.o.a, F.0.l et F.0.In) sur les trois milieux de culture (PDA,
KB et le milieu mixte), mais a des degrés divers. Cette variation dépend des souches antagonistes
utilisées et aussi des milieux de cultures. Cette inhibition a été détectée aprés 7 jours de

confrontation.

D’apres les figures (30 a 44), nous constatons que les souches bactériennes utilisées ont
montré des activités antagonistes substantielles, variables sur les trois milieux de culture
examinés, causant des zones claires d’inhibition et limitant la croissance des trois forma

spéciales de Fusarium oxysporum.
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Figure 30: Le taux d’activité antagoniste des quatre souches de Pseudomonas spp. fluorescent
non lyophilisées vis-a-vis les trois formes spéciales de Fusarium sur milieu PDA.
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Figure 31: Le taux d’activité antagoniste des quatre souches de Pseudomonas spp.

fluorescent lyophilisées vis-a-vis les trois formes spéciales de Fusarium sur milieu PDA.

A travers les résultats obtenus en comparaison avec le témoin (absence des antagonistes),
pour les lyophilisats, I’effet antagoniste le plus important a été enregistré avec les souches BB10
vis-a-vis F.o.Inavec un taux d’inhibition 49.2% et le taux le plus faible a été signalé avec la
souche BBO9vis-a-vis F.o.l avec un taux d’inhibition de 10.13%. Pour les souches non
lyophilisées, I’effet antagoniste le plus faible a été signalé par la souche bactérienne P19 vis-a-
visF.0.ln avec un taux d’inhibition de 26.98%, et le taux le plus élevé a été enregistré par la

souche bactérienne BB10 vis-a-vis F.o.In avec un taux d’inhibition de 51.58%.

Figure 32: Activité antagoniste de la souche F21 lyophilisée vis-a-vis F.0.a sur milieu PDA.
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BB10 NL

Figure 33: Activite antagoniste de BB10 et BB9 vis-a-vis F.o.l sur milieu PDA. L : lyophilisée.
NL : non lyophilisée.

BB10 NL

Figure 34 : Activité antagoniste de lyophilisat F21, BB9 etBB10 vis-a-vis F.o.In sur milieu
PDA. L : lyophilisée. NL : non lyophilisée.
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Figure 35: Le taux d’activité antagoniste des quatre souches de Pseudomonas spp. non
lyophilisées fluorescent vis-a-vis les trois formes spéciales de Fusarium sur milieu KB.
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Figure 36 : Le taux d’activité antagoniste des quatre souches de Pseudomonas spp. fluorescent

Iyophilisées vis-a-vis les trois formes spéciales de Fusarium sur milieu KB.

Nous avons noté que le lyophilisat F21vis-a-visF.o.In montre un taux d’inhibition le plus

¢levé sur milieu KB avec un taux d’inhibition 47.21% et le taux d’inhibition le plus faible a été

enregistré avec la souche P19 vis-a-vis F.o.l (9.28%). Pour les souches non lyophilisées, I’effet

antagoniste le plus important a été enregistré par la souche F21lvis-a-vis F.0.In avec un taux

d’inhibition de 55.15%, alors que le taux le plus faible a été noté par la souche bactérienne BB9

vis-a-vis F.0.a avec un taux d’inhibition de 12.57%.

Figure 37: Activité antagoniste de la souche BB9 et F21 vis-a-vis F.0.a sur le milieu KB.L :

Iyophilisée. NL : non lyophilisée.

Figure 38: Activité antagoniste de la souche F21, BB10 et P19 vis-a-vis Fol sur milieu KB. L :
Iyophilisée. NL : non lyophilisée.
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Figure 39: Activité antagoniste de la souche F21 et P19 vis-a-vis F.o.In sur milieu KB. L :
Iyophilisée. NL : non lyophilisée.

> Sur le milieu mixte

60 HF21
H BB10
50 W BB9
HPI9
& 40
= [ ]
@
T 30 HF21
=
3 ® BB10
° 20
S N BB9
10 HPI9
m
0
Foa Fol Foln mF21

Figure 40 : Le taux d’activité antagoniste des quatre souches Pseudomonas spp. fluorescent non
Iyophilisées vis-a-vis les trois formes spéciales de Fusarium sur milieu mixte.
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Figure 41: Le taux d’activité antagoniste des quatre souches Pseudomonas spp. fluorescent
Iyophilisées vis-a-vis les trois formes spéciales de Fusarium sur milieu mixte.
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Les résultats de I’inhibition de la croissance des trois formes spéciales de 1’agent
pathogéne Fusarium sur milieu mixte illustré par les figures (45 - 46) montrent que le taux
d’inhibition maximal a été noté avec lyophilisat PI9 vis-a-vis F.0.In (37.5%), et le taux le plus
faible a été obtenu avec lyophilisat BB9 vis-a-vis F.0.a (11.36%). La croissance mycélienne de
I’agent pathogéne en confrontation avec les quatre souches bactériennes non lyophilisées
correspond a des taux d’inhibition importante.La souche F21 représente I’activité antagoniste la
plus élevé vis-a-vis F.o.In avec un taux de 52.08%. Alors que la souche BB10 vis-a-vis F.o.l
montre un taux d’inhibition le plus faible 15.34%.

Figure 42: Activité antagoniste de la souche BB9 et PI9vis-a-vis F.0.a sur le milieu mixte.
L : lyophilisée. NL : non lyophilisée.

BB10 NL

Figure 43: Activité antagoniste de la souche BB10 et P19 vis-a-vis F.o.l sur milieu mixte. L :
Iyophilisée. NL : non lyophilisée.

Figure 44: Activité antagoniste de la souche F21 vis-a-vis F.o.In sur milieu mixte.L : lyophilisée.
NL : non lyophilisée.
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Les résultats obtenus sur 1’effet antagoniste des souches de Pseudomonas spp. fluorescent
vis-a-vis des trois souches de Fusarium oxysporum, reflétent clairement que les quatre souches
testées ont la capacité inhérente a induire des effets antagonistes sur la croissance du mycélium

et par conséquent sur la prolifération des trois champignons.

Tous les souches ont montré un spectre d’action important vis-a-vis de Fusarium
oxysporum f sp lycopersici, Fusarium oxysporum f sp lini et Fusarium oxysporum f sp albedinis,
avec des % d’inhibition variant de 9.28 a 55.15%. Les meilleurs résultats d’activité antagoniste

ont été marqué vis-a-vis F.o.In sur les trois milieux de culture.

Les souches F21, et BB10 présentent les taux d’inhibition les plus importants contre
F.o.In avec des taux d’inhibition dépassant les 50%, le taux d’inhibition le plus faible a été noté
par lyophilisat P19 sur le milieu KB vis-a-vis F.o.a et F.o.l avec un % d’inhibition de 9.4 % et
9.28%.

L’activité antagoniste des souches lyophilis€ées est moins importante par rapport aux
souches non lyophilisées. Ceci est dii probablement a I’effet de la lyophilisation sur les souches

de Pseudomonas spp. fluorescents ou une mutation.

Les bactéries Gram+ resistent mieux a la lyophilisation, comme les bactéries lactiques
(Castro et al., 1995 ; Selmer-Olsen et al., 1999 et Nanasombat et al., 2007), tandis que leurs
homologues Gram-, Pseudomonas et Escherichia coli, sont tres sensibles a toute forme de
séchage (Louis et al., 1994 et Palmfeldt et al., 2003).Pendant la lyophilisation, les cellules sont
soumises a des contraintes plus importantes ce qui explique pourquoi elles ci sont moins
résistantes (Palmfeldt et al., 2003 et Nanasombat et Sriwong, 2007) .Les parois cellulaires des
bactéries Gram négatives, avec une couche mince de peptidoglycane, ont tendance a une grande
rupture pendant les processus de dessiccation et de réhydratation. L’absence de I’acide techoique
chez la bactérie Gram négative réduit sa résistance au séchage par rapport a son homologue

Gram positive (Pembrey et al., 1999).

L’activité antagoniste dépend non seulement des especes et les souches testées, mais
aussi de la composition du milieu de culture (Digat, 1992). Le milieu de culture influence sur
’activité antagoniste des souches de Pseudomonas spp. fluorescents. Les souches bactériennes
appauvrissent le milieu de culture et inhibent ainsi la croissance du champignon (Jamalizadeh et
al., 2008).

La variabilité dans I’expression de 1’activité antagoniste des souches de Pseudomonas
spp. fluorescents dans les trois milieux de culture suggére une diversité dans les mécanismes
impliqués dans le biocontrdle (Benchabane, 2005).
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Sur le milieu KB, le principal mécanisme mis en cause dans ’effet antagoniste des
souches de Pseudomonas spp. fluorescent pourrait étre liée a la synthése des sidérophores qui
chélatent les ions de fer trivalent, suite a la production des pigments fluorescents (Hass et al.,
1991 ; Digat, 1992 et Weller et Thomashow, 1993). Selon O’sullivan et O’gara (1992).La
production de sidérophores par les bactéries rend le fer non disponible pour les champignons
pathogénes. Les pigments fluorescents sont synthétisés en grande quantité dans des conditions de
cultures carencées en fer (Meyer, 1977). Les pyoverdines jouent un réle de sidérophore
puisqu'elles complexent les ions ferriques (Meyer et Abdallah, 1978) et facilitent le transport du

fer au travers de la membrane bactérienne (Meyer et al., 1979).

Les résultats de test de production des métabolites secondaires, confirment la production

de sidérophores par les Pseudomonas spp. fluorescents.

Nos résultats ont révéle eégalement des activités antagonistes chez les souches appliquées
dans les milieux PDA et mixte. Ces résultats suggeérent que I’activité antagoniste exhibée par les
différentes souches sur les deux milieux, n’est pas due a I’action des sidérophores, car les deux
milieux ne favorisent pas la production des pigments fluorescents. Nous pouvons attribuer

I’activité antagoniste exercée a la production d’autres métabolites secondaires.

Plusieurs études corroborent nos résultats. Weller et al., (1988), ont confirmé que la
compétition pour le fer n’est pas le seul mode d’action des Pseudomonas spp. fluorescents
antagonistes. Colin et al., (1984) et Fravel (1988), ont montré qu’il n y’a pas de corrélation
entre I’activité antagoniste des Pseudomonas spp. fluorescents et la concentration en pigment
fluorescent, méme si ces bactéries sont plus aptes a mobiliser le fer que les Fusarium. Les
Pseudomonas spp. fluorescents possédent d’autres mécanismes inhibiteurs, qui peuvent étre
attribués a la synthése d’antibiotiques et d’autres types de métabolites secondaires a effet

d’antibiose (Lemanceau, 1992).

Selon Alabouvette et al., 1983, parmi les différents processus qui conduisent a un
antagonisme entre microorganisme, ce sont les phénomeénes d’antibiose et d’hyperparasitisme
qui ont été les plus fréquemment étudiés par les pathologistes a la recherche des mécanismes

microbiologiques utilisables pour la lutte contre les agents phytopathogénes.

La production de métabolites antifongiques, en particulier les antibiotiques dont le plus
important est ’HCN, joue un rdle important dans la suppression des champignons. Le cyanure
d’hydrogéne est un antibiotique produit par les bactéries a Gram négatifs P. fluorescens, P.
aeruginosa, et Chromobacterium violaceum (Askeland et Morisson, 1983). Selon Pierson et

Thomashow (1992), la souche Pseudomonas aureofaciens 30-84 produit principalement deux

ra
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antibiotiques majeurs de nature phénazinique : la phénazine-1-carboxylate (PCA) et le 2-
hydroxyphénazine-1- carboxylate (2-OH-PCA), et un troisieme mineur le 2-hydroxy-phénazine
(2-OHPZ)alors que Pseudomonas fluorescens 2-79 ne produit que la PCA (Gurusiddaiah et al.,
1986 et Brisbane et al., 1987).

Nos résultats de test de production des métabolites secondaires, confirment la production
des antibiotiques tel que la production de phénazines et d’HCN par les Pseudomonas spp.

fluorescents.

En effet, la production d’enzymes lytiques extracellulaires peut aussi inhiber la
croissance du champignon. Ainsi, I’exposition des phytopathogenes a des enzymes lytiques tels
que chitinase, cellulase, glucanase et des enzymes protéolytiques, peut provoquer la dégradation
des composés complexes tels que la chitine, les protéines, la cellulose, I'némicellulose, et les
glucanes. Ces composés sont des constituants importants des parois cellulaires de l'agent

pathogene, mais aussi des sources de nutrition (Islam et Hossain, 2013).

Nos résultats de test de production des métabolites secondaires, confirment la production
des enzymes tel que chitinase et les enzymes protéolytiques par les Pseudomonas spp.
fluorescents.Les souches de Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisées ont fourni une activité
importante et influente. Leurs taux d’inhibition vis-a-vis les trois formes spéciales de Fusarium
oxysporum étaient généralement proches de ceux des souches non lyophilisées. Ce qui signifie
que méme apres la lyophilisation, les souches de Pseudomonas spp. fluorescents ont conservé
leur capacité a exercer une activité antagoniste, bien que parfois elle a été remarquablement
faible. Il ressort qu’a travers nos résultats, que la lyophilisation n’a pas exercé des effets négatifs
sur les souches de Pseudomonas spp. fluorescents, et par conséquent sur I’expression des effets

bénéfiques des souches de Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisées.
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Conclusion

La pratique la plus fiable pour lutter contre les agents phytopathogénes et en baissant
I"'emploi de produits chimiques et le risques qui atteignent I’homme et son environnement est la
lutte biologique. Car elle permet une protection & long terme de la culture par I'emploie
d'organismes vivants, parmi ces derniers les PGPR. Pour développer cette méthode, des efforts

considérables ont été réalisés.

A travers I’étude qui porte sur la viabilité et 1’activité antagoniste de Pseudomonas spp.

fluorescents lyophilisés vis-a-vis de la fusariose vasculaire, il ressort :

Le dénombrement direct sur boite de Pétrie montre que la viabilité des quatre souches de
Pseudomonas spp. fluorescent a légerement diminué apres la lyophilisation et la conservation.
L’utilisation des composés protecteurs (glycérol et maltodextrine) avant la lyophilisation ont
permis de maintenir une viabilité peu remarquable a la fin de la lyophilisation et au cours du
stockage de Pseudomonas spp. fluorescent en comparaison avec les méme souches lyophilisées

sans agent protecteur.

Les quatre souches de Pseudomonas spp. fluorescent testées ont présenté une stabilité
dans la production des métabolites secondaires qui rentrent dans la phytostimulation et le
biocontrdle des agents phytopathogénes en comparaison avec les souches non lyophilisés a

I’exception de la production d’HCN et de chitinase par les quatre lyophilisats.

Les résultats de test antagoniste in vitro réalisé par la méthode de confrontation direct des
quatre souches de Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisées en comparaison avec les souches
non lyophilisées vis-a-vis des 3 souches fongiques (F.o.a, F.o.l, F.o.In) sur les trois milieux de

culture (PDA, KB et Mixte), ont permis de détecter une stabilité des potentialités inhibitrices.

La lyophilisation reste, a ce jour, la technique la mieux adaptée pour le séchage et la
conservation de Pseudomonas spp. fluorescents car elle permet 1’obtention d’une poudre ayant
une viabilité assez élevée. Le dénombrement direct en boite de Pétri présente une méthode fiable
pour I’étude de la viabilité des Pseudomonas spp. fluorescents. Il est souhaitable d’utiliser
d’autres méthodes qui permettent la précision dans la viabilité des bactéries telles que la
cytométrie de flux qui permet la détermination de I'état physiologique cellulaire (cellules viables,
cellules mortes et cellules viables mais non cultivables). Le choix et la variation dans les
composés protecteurs appropriés sont trés importants pour assurer une viabilité élevée des

bactéries pendant la lyophilisation et au cours du stockage.

Les souches lyophilisées utilisées présentent des potentialités antagonistes importantes et
une grande capacité a produire une large gamme de métabolites secondaires. Cependant, la
lyophilisation apparait la technique la plus utilisées en dépit de son cout pour le séchage et la

conservation des bactéries en général et Pseudomonas spp en particulier car elle est adaptée pour
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Conclusion

les souches sensibles a des températures élevées. De plus, elle permet d'obtenir une
déshydratation poussée compatible avec des durées de conservation trés longues et une

manipulation plus facile.

La connaissance de certains parametres responsables de la perte ~ de  viabilit¢  de
Pseudomonas spp. fluorescents pendant leur lyophilisation et au cours de leur stockage
permettra de résoudre le probléme lié a leur conservation. Dans le souci d’optimiser la
conservation de la poudre lyophilisée de P. fluorescens, certaines techniques et voies de
recherches doivent étre explorées. Nous retenons, parmi elles, 1’étude des températures
appropriées dans la phase de congélation au cours de la lyophilisation de Pseudomonas spp.
fluorescents et I’amélioration du rendement de la production de Pseudomonas fluorescens en

mimant sur les différents milieux de culture et des composés protecteurs.

Au terme de notre travail, la poursuite de 1’étude sur ces souches est nécessaire pour
confirmer d’une part les résultats obtenus in vitro par leur application in situ, et d’autre part
étudier la capacité de ces souches a produire d’autres métabolites secondaires pouvant étre

impliqués dans la promotion de la croissance des plantes.

-
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| / Rhizobactéries

I.1. La rhizosphere

La rhizosphére a été décrite pour la premiére fois en 1904 par le microbiologiste
allemand Hiltner Lorentz. Le terme « rhizosphére » est composé du mot grec « rhiza » pour
racine et du mot latin « sphaera » pour cercle d’influence est utilisé¢ pour illustrer la fraction de
sol dans laquelle la croissance des microbes est influencée par I'existence du systeme racinaire
(Balzergue, 2013).

En 1949, Clark a suggéré d'utiliser le terme « rhizoplan » pour designer la surface de la
racine. Balandreau et Knowles (1978) ont appelé 1'épiderme « I’endorhizosphére » et la zone a
proximité immédiate d'épiderme « I'exorhizosphére » (Ashwathi, 2016) (fig01). Dans cette zone
typique du sol, les caractéristiques physiques, chimiques et biologiques sont différents du sol
distant (région du sol qui n’est pas sous I’influence directe des racines). La limite extérieure de la

rhizospheére est floue et dépend du facteur considére (Seshadri et al., 2015).

—— Endorhizosphere

f Rhizoplan

Ectorhizosphere

= Microorganismes

— Poils absorbants

e Sol
Rhizosphére
Exsudats
et mucilage

Figure 01 : Diagramme d’une racine et structure de la rhizosphere (Seshadri et al., 2015).

Les communautés microbiennes de la rhizosphere peuvent varier dans la structure et la
composition des espéces dans les différentes parties du systéeme racinaire, et cette variation
dépend aussi du type du sol, des especes végétales, de 1’état nutritionnel, de 1’age, de la présence

d’un stress ou de maladie et d'autres facteurs environnementaux (Reddy et al., 2014).

Un processus majeur dans la rhizosphere consiste en la rhizodéposition, c'est-a-dire, a la
libération par les racines de composés organiques divers. Ce phénomeéne recouvre la production
de cellules de la coiffe racinaire, la sécrétion de mucilage et la diffusion passive et contrdlée de

composeés solubles appelés : exsudats racinaires (sucres, acides aminés et organiques, facteurs de
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croissance, etc.) (fig01), qui constituent une source d’énergie essenticlle pour les
microorganismes du sol et jouent un réle majeur en écologie microbienne des sols, en stimulant
les activités microbiennes et I’ensemble des chaines trophiques qui en découlent (Hinsinger,
2010).

Les bactéries sont les microorganismes les plus abondants et métaboliquement les plus
actifs du sol. On estime d’un gramme de sol peut contenir jusqu’a 10° bactérie par examine

microscopique (Malek, 2015).

La zone racinaire est un site actif ou la compétition microbienne est tres efficace entre les
rhizobactéries. L’association plante-microbe, exerce sur la croissance des plantes un effet qui
peut étre positif, neutre ou négatif. Certaines bactéries inhibent la croissance, tandis que d’autres
la stimulent. Ces derniéres sont alors reprises sous le terme des rhizobactéries promotrices de la
croissance des plantes (Plant Growth Promoting Rhizobacteria : PGPR) (Zahir et al., 2004).

1.2. Les PGPR

Les PGPR ou « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » sont des bactéries qui se
développent dans la rhizosphere et qui sont capables de coloniser efficacement les systemes
racinaires et influencent de maniére bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou en la
protégeant contre des infections par des agents phytopathogenes. Pour ces effets on les considere

comme rhizobactéries promotrice de la croissance végétale (Haas et Defago, 2005).

Ces rhizobactéries colonisent la rhizosphére en utilisant les exsudats racinaires comme
substrats nutritifs. A la différence des autres bactéries rhizosphériques, elles ont, en retour, un
effet bénéfique sur la plante via une multitude de mécanismes (Vacheron et al., 2013). Par leur
action enzymatique, elles solubilisent les éléments nutritifs présents dans les réserves organiques
et minérales du sol tels que : le phosphate, 1’azote et le fer, et les mettent a la disposition de la
plante sous forme d'ions minéraux assimilables a des taux qui correspondent a ses besoins, et ce,
aux différents stades de sa croissance. Les ions métalliques sont absorbés par les poils absorbants
des racines, se marient au glucose qui remonte vers les organes aériens pour former de nouvelles
cellules (Gagnon, 2015) (fig02).

De plus, les PGPR se trouvent dans des environnements hautement compétitifs. En
conséquence, elles ont développé plusieurs moyens offensifs pour cette compétition intra et
interspécifiques, comme : des substances antibiotiques, des enzymes bactériolytiques et des

toxines de nature protéiqgue communément connues sous le terme de bactériocines. Ces toxines

e
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sont capables de tuer les bactéries compétitives étroitement liées sans pour autant affecter la

bactérie productrice (Beneduzi et al., 2012 et Mezaache et al., 2016).

ey [0t dirwct « phytostimulation
[ TERRrRD @ et indirect = phytoprotection
— w——\
= “
PGPR Solubllisation ¢ PGPR S
) du phosphate Production de phytohormones
————p AA, gybbérellines, cytolimnes
Pathogénes ‘5:
Protection ’ % Fx
antagonisme, * 3
mpétition) ;
PGPR NO,

Figure 02 : Mécanismes phytobénefiques des PGPR dans la rhizosphére
(Khan et al., 2009).
1.2.2. Potentiel biotechnologique

Utilisées comme outils pour améliorer la croissance des plantes, les PGPR ont plusieurs
avantages pratiques elles sont répandues sur les sept continents, ils ne sont pas limités
phylogénétiquement (au moins cing phyla et 24 genres), et la plupart d'entre elles présentent une
faible spécificité a I'néte (Rubin et al., 2017). Les PGPR sont classeées en fonction de leurs

activités fonctionnelles (Antoun et Prévost, 2005) en:
-Biofertilisants : en augmentant la disponibilité des nutriments dans la rhizosphere.

-Phytostimulants : par la promotion de la croissance des plantes généralement par les

phytohormones.

-Agents de biocontr6le et de bioremédiation : en dégradant les polluants organiques et en
luttant contre les maladies et atténuer les impacts négatifs des facteurs biotiques principalement
par la production d'antibiotiques et de métabolites antifongiques (Tableau0l) et des facteurs
abiotiques (Ahemad et Kibret, 2013 ; Ngumbi et Kloepper, 2016).
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Tableau 01 : Qualités phytobénéfiques de quelques PGPR (Ahemad et Khan, 2011).

PGPR

Molécules a effets PGPR

Bradyrhizobiumsp.

IAA ,Sidephores, HCN

Rhizobium sp.

IAA,Sidephores, HCN,ammoniac,exopolysaccharides

Azotobacter

IAA,Sédephores,ammoniac

Pseudomonas, Bacillus

Phosphate solubilization,|AA,Sidephores, HCN,Ammoniac

Klebsiellaoxytoca

IAA netrogenasativity Phosphate solubilization

Pseudomonas chlororaphis

Antifungalactivity

Bcillus subtilis

Antifungalactivity

Breviabacillus spp.

Zn resistence, 1AA

Pseudomonas putida

Sidephores, Pb and Cd resistence

Pseudomonas fluorescens

IAA, Sidephores, antifugal activity, Phosphate
solubilization, Inducced systemic resistence,

Sur la base des interactions avec les plantes, ces rhizobactéries varient selon leur degreé de

proximité a la racine et I’intimité de 1’association. En général, les PGPR peuvent étre sépares

(Gray et Smith, 2004) en :

-Rhizobactéries symbiotiques, ils vivent a l'intérieur des plantes et échangent directement

des métabolites avec eux.

-Des rhizobactéries non symbiotiques, libres, qui vivent a I'extérieur des cellules végétales,

tels qu’Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus, Chromobacterium, Erwinia,

Flavobacterium, Micrococcus et Pseudomonas. Ce dernier représente 1’un des genres les plus

étudies et abondants du microbiome racinaire (Mendes et al., 2011 et Brown et al.,2012).

Il / Pseudomonas spp.fluorescent :

I1.1. Taxonomie

Le genre Pseudomonas est découvert en 1894 par Migula, il appartient au phylum des

Proteobacteria, classe des Gammaproteobacteria, famille des Pseudomonaceae, ordre des
Pseudomonales (Migula, 1894 ; Moore et al., 2006).

Les différentes especes de Pseudomonas sont divisées en cing groupes selon leur ARNT.

Le sous-groupe des Pseudomonas fluorescents, appartenant au premier groupe génomique, est

certainement le plus étudié. La fluorescence est due a la production d’un pigment fluorescent

jaune-vert appelé pyoverdine (Gao et al., 2012 ; Trogl et al., 2012). La plupart étant saprophytes

(Bossis et al. 2000), principalement 1’espece P. fluorescens, P. putida, et P. chlororaphis (Hofte

s
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et Altier, 2010), sont connues depuis longtemps pour leur aptitude a réduire I’incidence des
maladies racinaire, quelques especes comme P. syringae, sont phytopathogénes et certaines
peuvent causer des infections chez 1’humain. Particuliérement P. aeruginosa, reconnu comme
pathogéne opportuniste et causant des infections pulmonaires mortelles chez les patients atteints
de fibrose kystique (Mavrodi et al., 2001).

11.2. Caractéristique générale

Les bactéries appartenant au groupe des Pseudomonas fluorescentes sont des bacilles a
Gram négatif de 0,5 a 1 um de diamétre sur 1,5 a 5um de long, asporulées (Bell et Lynch,
2002), fermentant le glucose mais pas le lactose, oxydase positive en forme de batonnet avec des
flagelles polaires qui lui assurent la mobilité. Elles sont ubiquitaires rencontrées dans les sols, sur
les racines des végétaux, sur les plantes, ainsi que dans les eaux douces et marines (Charan et
al., 2011). Ce sont des aérobies obligatoires, a 1’exception de certaines qui peuvent utiliser le
NO3- comme accepteur d’électrons. Elles ont un métabolisme mésophile et chimio-
organothrophe oxydatif (Moore et al., 2006). Elles peuvent se développer a un pH neutre et a
une température comprise entre 4°C et 43°C (Palleroni, 1984).

Les Pseudomonas fluorescentes possedent plusieurs caractéristiques intrinseques qui les
rendent particulierement intéressantes pour une utilisation comme agents de lutte biologigue.
Ainsi leur capacité a coloniser les racines et a y maintenir une forte densité de population est
remarquable (Haas et Keel, 2003). Cette grande rhizocompétence vient de leur taux de
croissance plus élevé que celui de la plupart des autres bactéries ; et de leur capacité a utiliser
une gamme de substrats trés large, souvent issus des exsudats racinaires, comme source d’azote
ou de carbone. De plus, elles sont tres faciles a isoler et a cultiver au laboratoire et se prétent

aisément aux manipulations génétiques (Moore et al., 2006).
11.3. Applications

De plus qu’elle est utilisée en lutte biologique et comme stimulateur de croissance des
plantes PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria) (Ongena et al., 2005 ; Anita et al., 2012 et
Gao et al., 2012), Pseudomonas fluorescent a plusieurs d’autres applications. Elle est également
utilisée comme catalyseur dans la réaction de transestérification de 1’huile de Jatropha pour la
production de biodiesel (Devanesan et al., 2007). Pseudomonas fluorescent joue aussi un réle
dans la protection de I’environnement par la dégradation des hydrocarbures et d’autres types de

polluants (Moneke et al., 2010). Elle est actuellement étudiée en médecine car elle produit un
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antibiotique particulier (mupirocine) qui a prouvé son efficacité dans le traitement de certaines

maladies de la peau, des troubles oculaires et auditifs (Mazereeuw, 2006).
11.4. Mécanismes d’action

Les modes d’action de Pseudomonas fluorescent dans la suppression des maladies des
plantes sont multiples incluant la production de sidérophores (molécules de faibles poids
moléculaires ayant une trés forte affinité pour I’ion Fe3+) pour la compétition du fer disponible,

I’antibiose, et le Systéme de Résistance Induit (ISR) (Ongena et al., 2005).

La grande variété des mécanismes d'action de ces Pseudomonas.spp est principalement
liée a leur grande capacité a produire une large gamme de métabolites secondaires,
habituellement, solubilisation de phosphate, acide indol acétique (IAA), ammoniac, cyanure
d'’hydrogéne (HCN) et production des enzymes dégradant les parois cellulaires impliquée dans la
suppression de l'agent pathogéne comme la cellulase, la pectinase, la chitinase et la protéase
(Bloemberg et Lugtenberg, 2001 et Van Loon, 2007). Dans la plupart des cas d’inhibition, le
facteur déterminant est la production d’antibiotiques agissant directement sur 1’agent pathogéne

(Charde et al., 2010).
11.4.1. Action directes
o Induction de la résistance systémique

La colonisation des plantes par les Pseudomonas spp. fluorescent peut conduire a une
réaction d’immunisation permet a la plante une protection contre ’agent pathogénes. Cette «
immunisation » de la plante est appelée résistance systémique induite (ISR) (Jourdan et al.,
2008). L'ISR est généré en réponse a un stimulus externe qui fournit aux plantes une capacité
immunitaire défensive. Les mécanismes des ISR incluent : (1) la promotion de croissance, (2) la
tolérance physiologique, (3) induction du renforcement des parois cellulaires, et (4)
augmentation de la production de phytoalexines, enzymes de défense, antioxydants, proline,
protéines apparentées a la pathogenese, dép6t de lignine et modulation des phénols aux

propriétés antimicrobiennes et antioxydantes (Jain et al., 2012 ,2013,2015; Singh et al., 2014).
o Stimulation de la croissance

Certaines souches de genres Pseudomonas, ont été décrites pour leur effet direct positif
sur la croissance des plantes et I"augmentation du rendement de la culture (Esitken et al., 2002;
Dobbelaere et al., 2003; Cakmakciet al., 2006 et Orhan et al., 2006).

s
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Les Pseudomonas fluorescents peuvent favoriser la croissance des plantes hotes par
divers mécanismes tels que la fixation d"azote (N2) et la solubilisation d oligoéléments tels que
le phosphate (P) (Cakmakci et al., 2006 ; Orhan et al., 2006), I'inhibition de la synthése
d'éthyléene par la plante, la synthése des phytohormones ou de vitamines (Dobbelaere et al.,
2003), et en diminuant la toxicité des métaux lourds (Burd et al.,1998 ; Whipps, 2001).

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). Les espéces de Pseudomonas spp. fluorescents comme P. chlororaphis, P. putida et P.
aeruginosa ont été identifies comme rhizobacteries solubilisant le phosphate (Cattelan et al.,
1999; Bano et Musarat, 2003).

Les Pseudomonas fluorescents sont connus pour produire des phytohormones comme
I'acide indole-acétique (IAA), les cytokinines, les gibbérellines et les inhibiteurs de la production
d'éthyléne, ce qui peut augmenter la surface absorbante des racines des plantes pour absorber
I'eau et les nutriments (Nihorimbere et al., 2011). Les especes apparentées a Pseudomonas
fluorescent peuvent influencer directement I'état physiologique et nutritionnel de la plante

qu'elles colonisent avec l'activite d’ACC désaminase (Blaha et al., 2006).
11.4.2. Action indirect
o Compétition trophique

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 pathogenes et par conséquence, leur croissance (Piano et al., 1997 et
Reyes et al., 2004). Les rhizobactéries a croissance rapide tel que les Pseudomonas fluorescents
pourraient éliminer les pathogénes fongiques par la compétition pour le carbone et les sources
d'énergie. Pseudomonas fluorescent doit étre présent sur les racines en nombre suffisant pour
avoir un effet bénéfique sur les plantes et pour étre capable d”instaurer une compétition pour les
nutriments dans la rhizosphére (Haas et Defago, 2005). Outre la vitesse de croissance
intrinséque, les autres propriétés renforcant le potentiel colonisateur d’une souche sont la

mobilité (présence d"un flagelle) (Jofre et al., 2004).

Le fer est un micronutriment essentiel pour la majorité des organismes de la biosphere.
Dansles sols, le fer est disponible souvent sous forme insoluble (ion ferrique ou Fe*®). Les
microorganismes sont développés des mécanismes pour l'assimilation du fer, y compris la
production des molécules appelées sidérophores qui sont des molécules chélatrices du fer, ces

N
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derniers fixent le fer ferrique (Fe™®) et le transforment en sa forme soluble qui est le fer ferreux
(Fe*?). Les sidérophores sont impliquées a la fois par voie directe (la plante utilise le fer comme
nutriment) et par voie indirecte (par compétition) (Gupta et al., 2015).

° L’antibiose

L’antibiose c’est une interaction biologique dont I'un des aspects est 1’antagonisme
contre les phytopathogénes et la compétition pour les nutriments (Parray et al., 2015).
L'antibiose est définie comme « l'inhibition d'un organisme par le produit métabolique d'un autre
organisme » (Cook et Baker, 1974). Les produits métaboliques sont de différentes natures
comme des enzymes lytiques, des peptides ou protéines antimicrobiens, des composés
phénoliques, etc...(Fernando et coll., 2006). La production d'antibiotiques est considérée
comme un des mecanismes de lutte biologique les plus puissants contre les phytopathogenes les
plus étudiés chez les plantes. Certaines souches sont capables de produire un antibiotique de
nature volatile connu sous le nom de cyanhydrique d’hydrogéne (HCN) ainsi que des enzymes
telle que les chitinases, les glucanases, les protéases, et les lipases pour protéger les plantes du

stress biotiques par suppression des pathogenes (Gupta et al., 2015).

De nombreux Pseudomonas fluorescents sont capable de produire différents métabolites
a activité antibiotioques ou antifongiques, tels que le 2-4 diacétylphloroglucinol (2,4-DAPG), la

pyolutéorine, les phénazines, ’lHCN et les butyro-lactines (Suty, 2010).
I11.5. Formulation et conservation de Pseudomonas fluorescent

Les cellules microbiennes se conservent rarement a I’état natif dans leur milieu de
culture. Leur croissance est souvent réalisées en fermenteur dans un substrat liquide mais
conservées dans ce milieu aprés leur croissance, les cellules y consomment les derniers
nutriments disponibles et révelent, pour la plupart, un métabolisme fermentaire qui nuit a la
qualité¢ du produit (modification du pH, émanation d’odeurs, etc.). De plus, les cellules, apres
avoir épuisé leurs réserves, meurent en grand nombre. Il est donc nécessaire de stabiliser la
population microbienne et le séchage des cellules apparait comme une solution pratique (Zhao et
al., 2005 ; Coulibaly et al., 2011).

Le séchage des micro-organismes a pour but de leur assurer une conservation optimale,
compatible avec la préservation d’une viabilité maximale et rendre ainsi plus économique leur
stockage, leur transport et leur commercialisation (Demirhan et al., 2010). Il existe plusieurs
techniques de séchage des microorganismes appliquées a [’échelle industrielle, a savoir

I’atomisation (Coulibaly et al., 2011), la fluidisation (Li et al., 2004) et la lyophilisation

o
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(Palmfeldt et al., 2003 ; Zhao et al., 2005 ; Coulibaly et al., 2009). Ces méthodes sont assez
agressives vis-a-vis des microorganismes puisqu’elles soumettent ces derniers a des variations
plus ou moins importantes de température et ou de pression. Par ailleurs, des effets liés au flux
d’eau a travers les membranes cellulaires peuvent également étre déterminants sur la qualité du
produit séché (Coulibaly et al., 2011). La littérature indique que de toutes ces techniques, la
Iyophilisation apparait la plus utilisée en dépit de son cout, pour le séchage et la conservation des
bactéries en général et des Pseudomonas spp. en particulier, car elle est adaptée pour les souches
sensibles a des températures élevées (Harrison et Pelczar., 1963 ; Palmfeldt et al., 2003).

I11/La lyophilisation

La lyophilisation est la technique la plus utilisée pour le séchage des Pseudomonas spp
(Harrison et Pelczar, 1963; Vidhyasekaran et al., 1997 et Palmfeldt et al., 2003). L’intérét de
la lyophilisation est lié au fait que, grace a la diminution du poids total des bactéries par rapport
aux bactéries congelées, les codts de stockage et de transport sont inférieurs. De plus, les cellules
peuvent étre stockées a température ambiante pendant plusieurs jours en gardant une stabilité et
une viabilité élevée et sont plus facilement manipulables. Cependant, la lyophilisation implique
des étapes et des equipements suppléementaires par rapport a la congélation, ce qui la rend plus

co(iteuse.

La lyophilisation est une méthode qui consiste a sécher un corps imbibé d’eau par
I’action conjuguée du froid et du vide, I’extraction de I’eau congelée se fait par la sublimation de
la glace ; afin de le rendre stable a la température ambiante et ainsi faciliter son transport et sa
conservation (Rey, 1965 ; Palmfeldt et al., 2003). C’est une technique qui permet de conserver
I’aspect et les propriétés du produit traité (Perry, 1998). Elle peut avoir lieu naturellement, ou,
plus rapidement, dans un lyophilisateur. Elle s’effectue en trois phases majeures (congélation de
I’eau, sublimation de la glace et désorption de I’eau de constitution) dans un cycle de

lyophilisation.

* La congélation ou les produits sont réfrigérés a des températures de ’ordre de -20°C & -80°C ;

I’eau se transforme alors en glace (Schuch et al., 2004).

« La dessiccation primaire, sous vide, qui consiste a sublimer la glace libre (interstitielle), donc
sans effet d’¢bullition (pas d’eau en phase liquide) (Nanasombat et Sriwong, 2007 et Coulibaly
etal., 2011).
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* La dessiccation secondaire, qui permet d’extraire par désorption les molécules d’cau piégées a
la surface des produits séchés (Perry, 1998; Nansombat et Sriwong, 2007 et Colibaly et al.,
2011).

111 .1. Impact du séchage sur la viabilité des bactéries

Les bactéries Gram positive résistent mieux a la lyophilisation, comme les bactéries
lactiques (Castro et al., 1995 ; Selmer-Olsen et al., 1999 et Nanasombatet al., 2007), tandis
que leurs homologues Gram négative, notamment Pseudomonas et Escherichia coli, sont trés
sensibles a toute forme de séchage, surtout en 1’absence de composés protecteurs (Louis et al.,
1994 ; Palmfeldt et al., 2003). Cette différence de résistance au séchage entre les bactéries
Gram+ et Gram- est principalement due a la composition de leur paroi cellulaire. Les travaux
réalisés par Palmfeldt et al., (2003) et Stephan et al., (2007) ont montré que le fait de récolter
les cellules apres la phase stationnaire leur permettait de s’adapter aux conditions de stress et
d’améliorer leur viabilité aprés le séchage, tandis que Jargensen et al., (1994) ont confirmé qu’il

était essentiel pour la survie de P. fluorescens que la teneur en eau soit comprise entre 0,2 et 0,4.

Ces techniques de séchage entrainent des dommages a la membrane cellulaire, comme
une peroxydation lipidique, une dénaturation des protéines et de I’ADN conduisant a une perte
de viabilité (Zhao et al., 2005). Les bactéries séchées sont exposées aux différentes réactions
d’oxydation au cours de leur conservation. Les composants cellulaires les plus exposés pendant
le sechage et la conservation de Pseudomonas fluorescens sont : la membrane plasmique, les

acides gras polyinsaturés, les protéines et le glutathion (Mputu et al., 2012a).

. Modifications de la structure membranaire

La structure membranaire est la premicre cible de la détérioration de 1’état physiologique
des cellules lors d’une situation de stress (Béal et al., 2008), ce qui conduit a une rupture de la
paroi cellulaire (Lievense et al., 1994). Le dommage subi par la membrane cytoplasmique est
principalement dd a la déshydratation, ce qui a comme conséquence le relargage en solution des
composants intracellulaires (cations, nucléotides, enzymes, protéines, etc.) des cellules

lyophilisées au cours de leur réhydratation (Lievense et al., 1994).

Chez P. fluorescens, la lyophilisation affecte plus 1’intégrité membranaire que la
conservation ; cette rupture membranaire se traduit par une perte de viabilité au cours du
stockage (Mputu et al., 2012b).

s
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J Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est un phénomene général qui se produit en présence
d’oxygene. Les lipides membranaires sont le seuil d’intenses modifications en vue de maintenir
une fluidité et ainsi assurer la perméabilité des membranes cellulaires. Parmi les lipides
membranaires, les phospholipides sont responsables de la structure de la bicouche lipidique. Ils
possedent une partie hydrophile (constituée par une molécule de glycérol et de phosphate) et une
partie lipophile ou hydrophobe (composée par des acides gras). La partie hydrophobe des
phospholipides est liée a la présence des acides gras qui peuvent étre saturés ou insaturés. Les
acides gras polyinsaturés sont plus exposés aux attaques radicalaires et générent des peroxydes
lipidiques qui sont trés réactifs. Cette peroxydation lipidique fournit une grande variété de
produits, dont certains réagissent avec les protéines et ’ADN (Mputuet al., 2012b ; Mputu,
2013).

J L’oxydation des protéines
De la méme maniere que I'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles
d’étre oxydées. Cette oxydation provoque I’introduction d’un groupe carbonyl dans la protéine

(Levine, 2002; Peng et al., 2000).

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui
comportent un groupement sulfhydrile (SH). C'est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et
protéines de transport qui vont ainsi €tre oxydées et inactivées. D’autres 1ésions irréversibles
conduisent a la formation d'un intermédiaire radicalaire. Les protéines peuvent alors soit subir
des réticulations par formation notamment de ponts bi-tyrosine détectables par leur fluorescence,
soit subir des coupures en cas d'agression forte, soit des modifications de certains acides aminés
en cas d'agressions modérées. Les protéines modifiées par oxydation deviennent beaucoup plus

sensibles a l'action des protéases (Leslie et al., 1995).

. Dommage de ’ADN

Bien que les dégats subis par la membrane cellulaire pendant la lyophilisation jouent un
réle essentiel dans la perte de viabilité, les dommages des composants cellulaires (ADN et ARN)
affectent considérablement la viabilité des cellules lyophilisées. L’ADN est treés sensible au
séchage, comme démontré chez E. coli (Santivarangkna et al., 2007). Les modifications
observées apres l'oxydation de I’ADN sont trés nombreuses, il s’agit entre autres de la

conversion des résidus thymine en thymine glycol et en 5-hydroxyméthyluracile, de la guanine

s
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en 8-hydroxyguanine, I’oxydation du désoxyribose entraine une coupure des brins

(Santivarangkna et al., 2007).
I11.2.La cryoprotection

Le choix d’un composé protecteur approprié est trés important pour assurer une viabilité
élevée des bactéries pendant la lyophilisation et au cours du stockage (Lievense et al., 1993 ;
Leslie et al., 1995 et Kawahara, 2008). Ces composés protecteurs doivent étre peu volatils,
solubles dans I’eau et n’avoir aucun caractére toxique au niveau cellulaire. Ils ont des origines
diverses : polyols, sucres, protéines laitiéres, acides aminés, antioxydants ou macromolécules
(Béal et al., 2008).

> Agents protecteurs
L'utilisation d'agents protecteurs permet de stabiliser les microorganismes pendant la

Iyophilisation et I'entreposage. Un bon agent protecteur a comme fonctions les suivantes (Zayed
et Ross, 2004):

» Assurer une protection aux cellules pendant la congélation ;

» Sécher facilement ;

» Fournir une matrice stable ;

>

Faciliter la réhydratation.

Les cryoprotecteurs sont groupés en deux classes selon qu’ils sont a I’intérieur ou a
I’extérieur de la cellule. On note cependant les cryoprotecteurs intracellulaires et les

cryoprotecteurs extracellulaires.

. Cryoprotecteurs intracellulaires : ce sont des substances de faible poids moléculaire
qui pénetrent a ’intérieur de la cellule. Ils sont utilisés a une concentration de 1’ordre de la mol/l
et agissent principalement lors d’une congélation lente. Le plus important représentant de cette
catégorie est le glycérol (Halliwell et Chirico, 1993 ; Croweet al., 2001;Bakhach et al., 2007
et Kawahara, 2008).

. Cryoprotecteurs extracellulaires : ce sont des substances de haut poids moléculaire qui
se concentrent a I’extérieur de la cellule. Ils sont utilisés a une concentration plus faible, de
I’ordre de la mmol/l, et sont indiqués lors des congélations rapides. Parmi les molécules les plus
utilisées de cette catégorie se trouvent le lactose, le saccharose, le tréhalose, la maltodextrine, le
dextrane et I’amidon (Crowe et al., 2001; Palmfeldt et al., 2003; Nanasombat et Sriwong,
2007 et Coulibaly et al., 2011).

|
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IVV/ La Fusariose vasculaire

La fusariose vasculaire est 'une des maladies des plantes d’origine tellurique, la plus
répandue et dont les incidences sur les cultures sont les plus graves (Nelson et al., 1983). Elle
affecte le systéeme vasculaire des plantes (Gindrat, 1975). Celle-ci est connue depuis bien
longtemps comme une maladie principale des grandes cultures soit en premier stade de leur
germination soit plus tard. Cette maladie se déclare subitement et provoque un flétrissement
brutal chez les plantes atteintes (Messiaien, 1981).

L’agent responsable de cette affection est un champignon de I’ordre des hypocréales
(Fusarium oxysporum) (Marasas et al., 1984). Cet agent n’est pas parasite obligatoire, il est
capable en I’absence de la plante hote de se conserver et de se multiplier dans le sol (Henni,
1998). Ce champignon a la capacité de provoquer des maladies sur de nombreuses espéces
végétales cultivées, d’intérét économique (Armstrong et Armstrong, 1981).

Les souches pathogénes de Fusarium oxysporum sont responsables de la pourriture des
racines et le fletrissement de plusieurs espéces végeétales (Inoue et al., 2002 ; Fravel et al., 2003
et Berrocal-Lobo et Molina, 2007).

L’importance économique de la fusariose est attribuée aux pertes de rendements
considérables telles que 1’avortement des fleurs, diminution du nombre et du poids des grains et
a l’altération de la qualité des grains (Prescott et al., 1987 et Pirgozliev et al., 2003 in Ballois.,
2012).

IV.1. L’agent pathogéne

Le genre Fusarium a été décrit par Link en 1809 (Booth, 1985), et sa délimitation actuelle
a ete faite par Appel et Wollenweber en 1910, et depuis cette année, de nombreux travaux ont été
consacrés pour sa taxonomie (Messiaen et Cassini, 1968 ; Booth, 1971 ; Joffe, 1974 et Nelson
et al., 1983). Le nom du genre Fusarium est tiré du latin « fusus », vu qu’il a des spores en forme

de fuseau.

Les champignons du genre Fusarium sont ubiquistes, ils s’adaptent facilement a toutes les

conditions environnementales et sont tres répandus sous tous les climats (Burgess, 1981).

Fusarium oxysporum est une espéece fréquente parmi les Fusarium du sol, elle peut
représenter jusqu’a 70% des isolements de Fusarium est couramment dénombrée a 10°
propagules/g de sol (Messiaen et Cassini, 1981; Larkin et al., 1993 et Ocamb et juzwik,

1995). Cet agent pathogéne responsable des dégats importants dans de nombreuses cultures,
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telles que les cultures florales (ceillet, cyclamen) et maraicher sous serres (tomate, melon,

concombre), les palmeraies et bananeraies, et les cultures de coton et de lin (Nelson et al, 1981).

L’espéce oxysporum, peut vivre en saprophyte ou en parasites de vertébrés ou de plantes
(Nelson et al., 1981 et Rebell, 1981, in Bounaga, 1991). Sa forme parfaite n’est pas encore
connue. L’espéce Fusarium oxysporum se distingue des autres espéces de Fusarium par la
production abondante des microconidies, rassemblées en fausse téte qui repose sur des
monophialides courtes (Burgess et Lidell, 1983).

Seule la reproduction asexuée a été observée chez cette espéce, Ainsi, Fusarium
oxysporum est considéré comme ascomycéte bien que le stade sexuel doit étre encore trouvé. Il
est proposé d’étre plutdt proche du groupe téléomorphique Gibberella que Nectria (Di Pietro et
al., 2003, Michielse et Rep, 2009).

Le genre Fusarium appartient au phylum des Ascomycota, a la classe des
Sordariomycetes et a ’ordre des Hypocreales (Debourgogne, 2013)

Snyder et Hansen (1940), ont crée de nouveaux taxons des espéces basés sur la spécificité
et d’établir ainsi le concept de forme spéciale. Ils sont classés en plus de 150 formes spéciales et
races (Fourie et al. 2011). La reconnaissance de ces formes spéciales, ne fait appel a aucun
critere morphologique mais seulement a la pathogenicité du champignon, dont la détermination
doit se faire par la réinoculation du pathogene dans la plante héte (Bounaga, 1991). Les formes
spécialisées de Fusarium oxysporum s’attaquent a la plupart des plantes cultivées mono et
dicotylédones (EI Modafar, 1994). Quelques exemples sont montrés dans le tableau 01
(Annexe 01).

IV.2.Caractéres de I’agent pathogéne
IV.2.1. Caractéres physiologiques

Le milieu favorable au développement de Fusarium est a base de pomme de terre (PDA)
(Bouhot et Billotte, 1964). La croissance commence a 7°C, reste lente jusqu'a 12°C, se produit
plus rapidement entre 21 et 27,5°C et sarréte a 37°C (Shabaniet Kumar, 2013 et Shabani et
al., 2014). La croissance de ce champignon est faible entre les pH 8,5 et 9,7 et rapide entre les
pH 5 et 6 (Arib, 1998).




Chapitre | Revue bibliographique

IV.2.2. Caracteres morphologique

> Caractéres macroscopiques

Sur PDA, les différentes formes spéciales de F. oxysporum peuvent varier d’apparence.
Au début de la croissance, le mycélium aérien est généralement blanchatre et il vire par la suite
vers d’autres pigmentations (violette, mauve, orange ou beige, péche et rose saumon),dues a la
formation d’une multitude de spores en surface par des orages fructiferes (sporodochies,
pionnotes), ainsi qu’aux variations de la lumiére (Henni et al., 1994).

> Caractéres microscopiques
Au niveau microscopique (Komi, 1993) (fig 03), F. oxysporum se caractérise par:

- Microconidies abondantes généralement monocellulaires, ovales ou réniformes,

produites en fausses tétes sur des conidiophores monophialides courts.

- Macroconidies fusiformes, également abondantes, comportent quatre a six cellules dont

une cellule apicale plus mince que les autres et une cellule basale en forme de pied.

- Chlamydospores solitaires ou en paires, lisses ou rugueuses, globuleuses terminales ou
intercalaires de 5 a 15 um de diamétre, ce sont des organes de conservation, résultant de
I’accumulation de réserves dans une région conidie qui se dilate quelque peu et s’entoure

finalement d’une membrane ¢épaisse de teinte généralement foncée.

- N \\
. .\ — la
f ",,i f ol
/ . ) 3
~ ‘\k_\,\.
- (A) s @0 PR - '
.Q\'.
<
(C) (D)

Figure 03 : Les caractéristiques morphologiques de Fusarium oxysporum (A) microconidies; (B)
macroconodies ; (C) microconidies produites par monophialides; et (D) une seule chlamydospore

terminale (Fourie et al., 2011)

o




Chapitre | Revue bibliographique

. Les organes massifs producteurs de spores

-Les sporodochies sont des organes fructiféres en forme d’axes ramifiés qui portent a leur

extrémité les monophialides, donnant naissance aux macroconidies (Henni, 1998).

-Les sclérotes sont rares, de couleur bleue sombre a noire, ayant un diamétre de 1-2 mm,

distribués sur la surface mycélienne ou groupés (Henni, 1998).
IV .3. Cycle évolutif du Fusarium oxysporum

Suivant la présence ou I’absence de la plante héte, le pathogene au cours de son cycle de vie

présente une phase saprophyte et une phase parasitaire (Nelson, 1981 et Beckman, 1989) :

> -La phase saprophyte : elle est caractérisée par la conservation du champignon au niveau du
sol sous forme de Macroconidies, Microconidies et chlamydospores, il survit sur la matiere
organique provenant des débris des vegétaux (Beckman, 1989).

» -La phase parasitaire : en présence de plante hote, les formes de conservation germent grace
a la stimulation d’exsudats racinaire (Nelson, 1981), le filament mycélien pénétre dans la
racine et se développe dans le systeme vasculaire. Cette pénétration est facilitée par les

blessures ou par des ouvertures naturelles du systéme racinaire (Bounoua, 2008).

La prolifération du champignon augmente dans les tissus vasculaires et provoque des
altérations, tel que le blocage de circulation de la séve. Cette phase se termine par la mort de la

plante saprophyte recommence avec la dissémination du champignon (Nelson, 1981).

1-Conidies, chlamydospores ou
mycélium vivant dans le sol.

2-Germination des spores.

3-Pénétration du tube germinatif
a l’intérieur des racines.

4-Invasion des vaisseaux par les
conidies et/ou mycélium.

5-Production de gomme a
I’intérieur des vaisseaux.

6-Flétrissement et mort de la
plante.

7-Sporodochies ou  mycélium
produisant des conidies.

Spores formed by mycelium in soll N Lower branches
(AW stages present Ininfected tssues of soll) Entire plant wilts and dies D09 to wikk

Figure 04 : Cycle de vie de Fusarium oxysporum (Agrios, 2005).
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1VV.4. Fusariose vasculaire de la tomate

Tomate (Lycopersicon esculentum Mill) est I'un des légumes les plus populaires et les
plus polyvalents. C’est une culture exploitable avec de nombreuses utilisations. 11 apporte une
contribution significative a la nutrition humaine car il contient des sucres, des acides, des

vitamines, des minéraux et des antioxydants (FAO, 2018).

Flétrissure fusarienne de tomate, causé par Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici est I'un des

maladies graves les plus répandues de la tomate (Reis et al., 2005 et Sudhamoy et al., 2009).
e Lessymptomes

Fusarium oxysporum f. sp. Lycopercici provoque plusieurs symptdmes (Messiaen et al.,
1991 et Blancard et al., 2009). Il affecte les jeunes plantes ou il occasionne un ralentissement
de croissance, le flétrissement et le jaunissement des feuilles basses et les tissus vasculaires
seront fortement brunis. Bien que souvent les plantules finissent par se dessécher et mourir. Sur
les plantes adultes se sont les vieilles feuilles qui expriment les premiers symptomes et quelques

folioles présentent des chloroses sectorielles. Par la suite, le jaunissement gagne lI'ensemble de

limbe et s'étende a d'autres folioles situees sur le méme cote des feuilles (Blancard et al., 2009)
(fig 05).

Figure 05 : Les symptdmes de la flétrissure fusariennea) Jaunissement et flétrissement unilatéral
des folioles et des feuilles de la tomateb) Brunissement longitudinal de la tige c)Une coupe
longitudinale de la tige montrant le brunissement des vaisseaux (Blancard, 2013).

IV.5. Fusariose vasculaire du Palmier Dattier

Le palmier dattier est la troisieme plus importante espéce de palmiers (apres le cocotier et
le palmier a ’huile) dans les industries agroalimentaires en général (Gomez et al., 2009). Il joue
a la fois un réle économique grace a la production des dattes qui constituent la base de

I’alimentation humaine et animale, et un rdle écologique puisqu’il confere sa structure a I’oasis.

(Fernadez et al., 1995).
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Fusarium oxysporum f. sp. albedinis est un pathogene vasculaire qui cause la fusariose
vasculaire de palmier dattier (Phoenix dactylifera L) ou Bayoud, il représente le plus grave
probléme pour les cultures de Palmier dattier, particulierement dans 1I’Afrique du Nord, ce qui
conduit & la détérioration de la récolte et au manque de qualité et cela va avoir un impact négatif
sur la vie économique et sociale de la population de la région (Jaiti et al., 2007).

o Les symptomes

Le premier symptdéme de la maladie apparait sur une feuille de palmier de la couronne
centrale. Cette feuille prend une teinte de plomb (couleur gris cendré) puis se rétracte, de bas en
haut, d'une maniére tres particuliere : quelques pennées ou épines situées d'un coté de la fronde
se dessechent progressivement de la base vers le sommet. Aprées qu'un coté a été affecté (fig06
a), le blanchiment commence de l'autre c6té, progressant cette fois dans la direction opposée du
haut de la fronde a la base. Une tache brune apparait longitudinalement sur le coté dorsal du
rachis et avance de la base a l'extrémité de la fronde, correspondant au passage du mycélium
dans les faisceaux vasculaires du rachis. Ensuite, la fronde présente une arche caractéristique,
ressemblant a une plume humide et pend le long du tronc. Ce processus de blanchiment et de
mort des pennes peut prendre de quelques jours a plusieurs semaines. La palme peut mourir a
tout moment de plusieurs semaines a plusieurs mois apres l'apparition des premiers symptomes
(fig07) (Benzohra et al., 2015).

Figure 06 : Les symptomes de Bayoud apparaissent sur une ou plusieurs feuilles de

couronne centrale

Figure 07 : La palme meurt lorsque le bourgeon terminal est atteint (Béchar) (Benzohra et
al., 2015).
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1VV.6. Fusariose vasculaire de lin

Le lin cultivé (Linum usitatissimum L), généralement connu sous le nom de 'lin
oléagineux' ou 'alsi' est une culture intensivement cultivée de graine oléagineuse. Il est I'une des
cultures cultivées les plus anciennes, développé pour la fibre ou I'huile. La fibre est obtenue a
partir de la paille de lin et employée pour faire le papier et la toile, alors que I'huile est atteinte
des graines et a été employée dans les industries telles que la fabrication des peintures, du vernis,
du tissu d'huile, du linoléum, de I'encre d'imprimerie etc... (Kumar et al., 2014).

Fusariose vasculaire de lin causé par 1’espece de Fusarium oxysporum f. Sp lini cause la
perte significative de rendement. Sans compter que la perte dans le rendement de la semence,
elle également réduit la qualité de la graine (Kumar et al., 2014).

o Les symptdmes :

Les symptdmes peuvent apparaitre des le stade 40 cm avant la formation des boutons
floraux jusqu’a la maturité des lins. Quelques plantes éparses montrent un jaunissement
unilatéral caractéristique qui affecte d’abord les feuilles situées sur de méme lignes d’insertion
(fig 08). Ce changement de couleur s’étend rapidement a toutes les autres feuilles et aux plantes
avoisinantes. Celles-ci se desséchent et tombent prématurément. Les tiges prennent une couleur
rougeatre (Agrios, 1988; Smith et al., 1988 et Bert, 2013).

Figure 08 : a) Deux semis de lin montrant une flétrissure partielle, avec tige principale infectée
et en bonne santé tige latérale, b) flétrissement unilatéral d'une plante de lin ou les feuilles d'un

coté sont flétries, tandis que l'autre coté est exempt de maladie (Edirisinghe, 2016).
V. La lutte contre les fusarioses vasculaires

e La lutte culturale
Elle consiste a éviter les conditions qui favorisent la maladie, telles qu’un sol 1éger et
acide, un manque d’azote et de calcium, des températures élevées supérieure a 28°C, un stress

thermique et hydrigue (exces d'eau) (Blancard, 1997).
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o La lutte agronomique

Appelée aussi lutte par rotation et compagnonnage. Elle consiste a stopper la culture de la
plante qui héberge le parasitependant plusieurs années, ce qui permet de rompre le cycle du
pathogéne d’ou il ne trouve plus son hote favorable (Henni, 1994; Besri, 1975).
. La lutte génétique

Il s’agit d’introduction de génes de résistance au niveau des plantes qui deviennent
plantes trans-génétiques. Ces genes sont responsables de la synthése de protéines éliminatrices
du parasite. Cette technique est inefficace par le temps, d’ou I’apparition de races plus virulentes
et plus résistantes (Henni, 1998).
o La lutte chimique

C’est la méthode la plus utilisée a cause de son efficacité mais présente beaucoup d’effets
néfastes sur I’environnement et la santé du consommateur, ce qui a conduit ces dernieres années
a leur remplacement par 1’utilisation de bio-fongicides comme lutte biologique. 11 s’agit en effet
d’une désinfection du sol a I’aide de fongicides chimiques dont les plus utilisés le triazole et ces
dérivés qui sont des composés trés actifs grace a leur noyau qui posséde une activité
pharmacologique, antibactérienne, antifongique et hypoglycémique (Hamoir et al., 2001).
o La lutte biologique

La lutte biologique contre les maladies fongiques par des agents microbiens semble étre
une excellente option, car les effets néfastes secondaires sur I'environnement peuvent étre nulle
ou minime, en plus de l'avantage d'étre en mesure dexporter des produits a I'étranger sans
restriction par rapport a l'utilisation de produits chimiques. L’inhibition des pathogénes par des
souches bactériennes rhizosphériques est considérée comme un mécanisme indirect de favoriser
de la croissance des plantes (Trivedi et al., 2008)(Tableau02).

Tableau 02 : les différents microorganismes utilisés en lutte biologique.

Agents de lutte Références
Aspergillus niger (Cal et al., 1995)
(Mujeeer et Shahana, 2002)
Penicillium digittum (Cal et al., 1995)
Penicillium oxalicum (Mujeeer et Shahana, 2002)
Trichoderma harzianum (Alabouvetteet al., 1986)
Trichoderma viridae (Michelina et al., 2011)
Pseudomonas spp (Armsrong et Armstrong, 1981)
(Benchabane, 2005)
Bacillus subtilis (EI-Mohamedy et Abd EI-Baky, 2008)
(Shanmugam et Kanoujia, 2011)
Fusarium oxysporum non pathogene (Armsrong et Armstrong, 1981)
(Benchabane, 2005)

s
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Annexe 01

Tableau 01: Quelques exemples des souches de Fusarium oxysporum spp. Et de leurs

plantes hotes.

Souche Plante hote
F. oxysporum f. sp. lycopersici Tomate

F. oxysporum f. sp. radicis lycopersic Tomate

F. oxysporum f. sp. cucumerinum Concombre
F. oxysporum f. sp. betae Betterave

F. oxysporum f. sp. lentis Lentille

F. oxysporum f. sp. fabae Féve

F. oxysporum f. sp. pisi Pois

F. oxysporum f. sp. ciceri Pois chiche
F. oxysporum f. sp. melonis Melon

F. oxysporum f. sp. phaseoli Haricot

F. oxysporum f. sp. cubense Banane

F. oxysporum f. sp. coffeae Café

F. oxysporum f. sp. asparagi Asperge

F. oxysporum f. sp. canariensis Palmier des Canaries
F. oxysporum f. sp. albedinis Palmier dattier
F. oxysporum f. sp. raphani Radis

F. oxysporum f. sp. cepae Oignon

F. oxysporum f. sp. niveum Pasteque

F. oxysporum f. sp. batatas Patate douce
F. oxysporum f. sp. lini lin

(Hamini, 2010).




Annexe 02

Tableau 02: Dénombrement direct sur un milieu solide.

103 10 10° 107 108

BBo 96 78 72 48 30 34 |16 14 |13 |25 |25 / 53 49 18

BB’ | 77 54 62 31 40 72 |5 4 13 |26 |34 36 | 488 |341 |406

BB |116 |80 130 |/ / / 542 | 639 | 577 |/ / / 388 | 420 | 498

BB’ | 82 90 67 97 101 |51 |20 21 |10 |12 |13 14 | 44 / /

Fa1 69 54 107 |31 36 25 |/ / / / 640 | 457 | 320 | 301 |312

F’a 96 60 79 46 32 59 |/ 36 |17 | 112 |86 218 |95 |52 /

Plg 238 | 220 |196 |221 |73 92 |/ / / / / / / / /




Annexe 03

e Preéparation des milieux de culture

Le milieu est stérilisé a ’autoclave pendant 20 minutes, a une température environ
120°C. Ces ingrédients pour 1 litre d’eau distillé. Il est ensuite placé a une température

ambiante afin de le refroidir pour le manipuler plus facilement et surtout afin d’éviter la

condensation sur les couvercles des boites de pétries.

Milieu CAS TSA ( Tryptone-Soya-Agar)
Chrome Azorul S ......... 1.21g. Peptone de caseine ............ 17g.
Hexadecyltrimethyl ammonium bromide | Peptone de farine de soja ....... 3g.
... 1.82g. Glucose .....oovvvviiiininnnnn, 2.5g.
Milieu King B .......... 42.23g. Chlorure de Sodium ...... 59
pH =6.8. Phosphate dipostasique ........ 2.5
Glycine .........ccoovininn. 4.4¢/1

Milieu LB (Lauria Bertain)

Bactotryptone............... 10g. Bouillon nutritif ................ 8g
Extrait de levure ............. S5g. Extrait de levure ............... 2g
Nacl oo 5g KoHPOg .o 2g
Agar .....ooooiiiii S5g KH2POg4 .o 0.5g
Tryptophane.................. 5g MgSO4 7H20 ................ 0.25g.
pH=7. Glucose .....oovveiiiiiiinnnn. 2g.
Agar ... 15g.

TSB (Tryptone-Soya-Bouillon)

Lait écrémé

Tryptophane ................... S5g. Caséine ...........ccevvvvvennnn. Sg.
Peptone...................... 20g. Extrait de levure ............. 2.5g.
Glucose ......ovvvviniinnnnnn. 2.5g. Glucose ......cccevvinninnnnnn. lg.

Nacl oo 5¢g Solution de 7% de lait écrémé..... 100ml.

pH =75,




Milieu de Pikovskaya

Glucose .......coevvviiiennn. 10g.
Phosphate bicalcique ......... 5g.
Extrait de levure ............... 0.5g.
(NH4)2SO4 ..o, 0.5¢g.
MgSQO4,7H20 ....cceeeenne 0.1g.
Agar ... 17g
MNSO4 ..o, Trace
FeSOs4 e, Trace
KCL ..o 0.2g
Bleu bromophénol ............ 4ml.
pH =6.7.

Gélose a la chitine

Extrait de viande ............ lg.
Extrait de levure ........... 2.5¢.
Peptone .......cc..oooiiiiii Sg.
Chlorure de sodium ......... Sg.
Chitine .....................e. 2g.
Agar ... 15g
pH=7

Gélose nutritive additionné d’amidon

Extrait de viande ............ lg.
Extrait de levure ........... 2.5g.
Peptone .......ccoooiiiiiiiii 5g.
Chlorure de sodium ......... Sg.
Amidon ...l 2g
Agar ..., 15¢
pH=7

King B : (King et al., 1954)

Peptone.............c.ooeiil. 20g

Agar......oooiiiiiiiiiii 20g

KoHPOg4....ooii 1.5g

MgS047H20.................. 1.5g.
Glycérol..........coooiiin. 15ml.
pH=7.2.

Pomme de terre.............. 2509
Dextrose.........ccovvvvnnnne 20g
Agar.......oooiiiiiiiiiii, 20g
pH =5.6

Milieu mixte (50% PDA + 50% KB)

Pomme de terre............... 125g.
Dextrose.........ccovvvvvnnnnn. 10g.
Peptone.............ooooeiiin. 10g
Agar.....coooiiiiiiiiiii 10g
KoHPOg4..o.oeii 0.75g
MgS0s 7H20.................. 0.75g.

Glycérol............coooeen. 7.5ml.




Tableau 03:L’indice de solubilisation de phosphatase par les souches non lyophilisées.

Annexe 04

Souche Diameétre de I’halo Diametre de la 1S%
(cm) colonie (cm)

F21 3.1 1.9 63.1

BB10 3 2.2 36.3

BB9 2.5 2.1 19.04

P19 3.4 2.3 47.82

Tableau 04 :L’indice de solubilisation dephosphatase par les souches lyophilisées

Souche Diameétre de I’halo Diameétre de la 1S%
(cm) colonie (cm)

F21 2.6 1.7 52.94

BB10 2.8 2.2 27.27

BB9 2.1 1.8 16.66

P19 2.4 1.9 26.31

Tableau 05 :L’indice de solubilisation de Protéasepar les souches non lyophilisées

Souche Diamétre de I’halo | Diamétre de la 1S%
(cm) colonie (cm)

F21 4 3.3 21.21

BB9 4.4 3 36.84

BB10 2.6 1.9 84.21

PI9 3.1 2.0 55

Tableau 06 :Les résultats de production des enzymes protéolytiques par les souches lyophilisées.

Souche @ de halo (cm) Diamétre de la 1S%
colonie (cm)

F21

3.1 2.8 10.71
BB9

3.7 3.1 19.35
BB10

3.5 1.9 46.66
P19

2.8 2.2 27.2




Annexe 05

Tableau 07 : Résultat de confrontation des souches de Pseudomonas spp. fluorescent non
lyophilisées vis-a-vis les trois souches de Fusarium oxysporum.

NL Foa Fol Foln
KB | Moyenne
F2 De 3.7 4 3.9 3.7 3.5 3.8 3.5 4 3.8
1 pathogéne
(cm)
Ecart type 0.15 0.15 0.25
P1(%) 30.18 | 2452 |26.41 |47.14 |50 4571 |58.33 | 52.38 | 54.76
PDA | Moyenne
De 3.5 5.7 3.8 |53 5.1 4.9 5.5 4.2 4.9
pathogéne
(cm)
Ecart type 1.19 0.2 0.65
P1(%) 38.59 0 33.33 | 32.05 | 34.61 |37.17 |34.52 50 41.66
MIX | Moyenne
De 5.2 4.7 47 |48 3.9 5 3.3 3.7 4.5
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.28 0.58 0.61
P1(%) 20 27.69 | 27.69 |36.84 |48.68 | 34.21 |58.75 |53.75 | 43.75
KB | Moyenne
BB De 5.3 2.6 31 |4 5.1 42 |35 3.7 4.4
10 pathogéne
(cm)
Ecart type 1.43 0.58 0.47
P1(%) 0 50.94 | 4150 |42.85 | 27.14 40 58.33 | 55.95 |47.61
PDA | Moyenne
De 3.5 3.9 3.7 |44 4.8 6 3.1 3.6 5.5
pathogéne
(cm)




Ecart type 0.2 0.83 1.12
P1(%) 38.59 | 3157 | 35.08 | 43.58 |38.46 |23.07 |63.09 |57.14 |34.52
MIX | Moyenne
De 4.7 5.1 49 6.2 6.3 6.8 4 6.2 6
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.2 0.32 1.21
P1(%) 27.69 | 2153 | 2461 | 18.42 |17.10 |10.52 |50 22.5 28.57
KB | Moyenne
BB De 4.8 4.6 4.5 3.2 4.5 4.3 4.3 4 4.5
9 pathogéne
(cm)
Ecart type 0.15 0.52 0.25
P1(%) 9.43 13.2 15.09 | 54.28 | 35.71 | 38.57 |48.8 52.38 | 46.42
PDA | Moyenne
De 3.6 2.9 3 4.4 5.9 7.8 5 ) 5.1
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.37 1.7 0.05
P1(%) 36.48 |49.12 | 47.36 | 4358 2435 |0 40.47 | 40.47 |39.28
MIX | Moyenne
De 5.5 5 6.5 |6.8 6.1 6.1 5.2 4 3.8
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.76 0.4 0.75
P1(%) 15.38 | 23.07 0 10.52 | 19.73 |19.73 |35 50 52.5
KB | Moyenne
P19 De 4.3 4 3.9 4.6 4 4.5 4.2 4.2 41
pathogéne
(cm)
Ecart type 1.02 1.27 0.32
P1(%) 18.86 | 24.52 | 26.41 |34.28 |42.85 |35.71 |50 50 51.19




PDA | Moyenne
De 2.5 4.4 41 |48 6.5 4 6.5 6 5.9
pathogéne
(cm)
Ecart type 1.02 1.27 0.32
P1(%) 56.14 | 22.8 28.07 | 38.46 | 16.66 | 48.71 |22.61 |28.57 |29.76
MIX | Moyenne
De 4.5 4 4 4.1 4.2 4.5 4.2 4.3 4
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.28 0.2 0.15
P1(%) 30.76 | 38.46 | 48.36 | 46.05 |44.73 |40.78 | 475 |46.25 50
Tableau 08: Résultat de confrontation des souches de Pseudomonas spp. fluorescent
lyophilisées vis-a-vis les trois souches de Fusarium oxysporum.
L Foa Fol Foln
KB | Moyenne
F2 De 4.5 4.9 4.2 4.3 44 |55 4.3 4.5 4.5
1 pathogéne
(cm)
Ecart type 0.35 0.65 0.11
P1(%) 15.09 |754 |20.75 |3857 |37.14 |21.42 |48.8 |46.42 |46.42
PDA | Moyenne
De 4 4.1 4.2 5 5.4 5.5 5.9 4.3 4.3
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.1 0.26 0.92
P1(%) 29.82 | 28.07 |26.31 |35.89 |30.76 |29.48 |29.76 |48.8 |48.8
MIX | Moyenne
De 5.1 5.5 5.2 4.9 5.4 4.7 4.8 5.9 5.1
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.2 0.36 0.56
P1(%) 21.53 | 15.38 | 20 35.52 |28.94 |38.15 |40 26.25 | 36.25




KB | Moyenne
BB De 2.3 4.7 2.8 4.5 3.8 4.5 3.8 4.8 6.9
10 pathogéne
(cm)
Ecart type 1.26 0.4 1.58
P1(%) 56.6 |11.32 |[47.16 |35.71 |45.71 |35.71 |54.76 |42.85 |17.85
PDA | Moyenne
De 4 3.1 4.2 6.1 6 6.6 3.6 4.9 4.3
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.58 0.32 0.65
P1(%) 29.82 | 45.61 |26.31 |21.79 |23.07 |15.38 |57.14 |41.67 |48.80
MIX | Moyenne
De 5.6 5.5 5.7 5.5 6.2 6 7.2 5 6.5
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.1 0.36 1.12
P1(%) 13.84 | 1538 |12.3 |27.63 |18.42 |21.05 |10 375 |18.75
KB | Moyenne
BB De 4.4 5.9 4.7 5 35 3.7 4.8 4.7 4.7
9 pathogéne
(cm)
Ecart type 0.79 0.81 0.05
P1(%) 16.98 | 0 11.32 | 28.57 |50 47.14 | 42.85 |44.04 | 44.04
PDA | Moyenne
De 3.1 3.3 4.1 6.4 7.5 7.1 4.3 6.8 5.9
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.52 0.55 1.26
P1(%) 45.61 |42.1 |28.07 |17.94 |384 [897 |488 |19.04 |29.76
MIX | Moyenne
De 5.8 6 5.5 6 6.9 6 5.8 5.6 4.8
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.25 0.51 0.52
P1(%) 10.76 |7.96 |15.38 |[21.05 |9.21 |21.05 (275 |30 40
KB | Moyenne
P19 De 5.9 4.8 4.8 6.3 7 6.4 5.3 5.1 5.5
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.63 0.37 0.2
P1(%) 0 |94 |94 [10 [0  [857 369 [39.28 |[3452




PDA | Moyenne
De 35 3.1 4.3 4.5 6.6 6.6 5.8 6.4 6.5
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.61 121 0.37
P1(%) 38.59 |45.61 |2456 |42.3 |15.38 |15.38 [30.95 |23.8 |22.61
MIX | Moyenne
De 5.1 5 5 6.8 6.2 6 6 4.5 4.5
pathogéne
(cm)
Ecart type 0.05 0.41 0.86
PI(%) 2153 2307 |23.07 [1052 [18.42 [21.05 |25 [43.75 [43.75




Annexe 06

1-Détermination graphique de la courbe d’AIA (Mezaache, 2012)

Absorbance (535nm)
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- : °
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0.8 4
0.8 4
0.7 +
4 Ecuation y=a+b'x
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] Residual Sum 0.,00855
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0.5 |
Ady. R-Square 095919 ‘
) Value  Standard Error|
0.4 Intercept  0,23357 0,05841 |
1 B Slepe 0.01744 0,00206 |
0.3 -
| | S L] 2 T |l
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