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Introduction

Dans le sol, les champignons phytopathogénes constituent la premiere barriere 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 Varma, 2016).

Parmi les microorganismes pathogenes qui causent d’importants dommages lors de la
production de végétaux, les champignons tels que Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,

Gaeumannomyces graminis ainsi que /‘oomycéte Phytophthora capsici (Allaire, 2005).

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
I’adaptation rapide de ces populations pathogénes, la pollution et la contamination des
aliments et de l'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 & la culture (Kumar et al., 2016 ).

Le contrdle biologique des maladies telluriques par ’introduction de microorganismes
bénéfiques dans la rhizosphéere, les PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), est
proposé comme une alternative pour remplacer ou complémenter 1’utilisation des produits
chimiques de synthése. Ces microorganismes bénéfiques se manifestent par une grande
variété, dissémination facile, spécificité d’action ainsi qu’une persistance dans
I’environnement (Kouassi, 2001). L’antagonisme microbien est un mécanisme par lequel les
rhizobactéries protégent les plantes contre les microorganismes pathogenes (Adhikari et al,
2013).

Les rhizobactéries du groupe Pseudomonas spp. Fluorescents ont été largement utilisées
dans le biocontrdle des pathologies végétales d'origine tellurique vis-a-vis des 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). Ces
souches bactériennes sont les plus prédominantes grace a leur capacité de suppression des
pathogénes et la réduction de I’incidence des maladies par plusieurs mécanismes : la
compétition, 1’antibiose ou le parasitisme. Ainsi que leur capacité a sécreter des substances
antimicrobiennes ayant soit une activité antibactérienne soit une activité antifongique
(sidérophores, le cyanure d’hydrogéne (HCN) et les composés volatiles). En plus d’améliorer

la santé des plantes, ils jouent divers réles dans le sol et impactent la structure des
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communautés microbiennes ainsi que le développement des plantes (Bloemberg et
Lugtenberg, 2001).

Notre travail consiste a mettre en évidence les potentialités de deux souches
bactériennes Sz0 et CH de Pseudomonas spp fluorescents dans la production de métabolites
secondaires a effet d’antibiose sur les agents pathogénes principalement les sidérophores et
I’acide cyanhydrique. L’objectif de notre étude est I’évaluation in vitro des activités
antagonistes de deux souches de Pseudomonas spp. Fluorescents vis -a-vis de Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici agent de la fusariose vasculaire de la tomate et vis-a-vis de

Fusarium oxysporum f.sp. albedinis agent de la fusariose vasculaire du palmier dattier.
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Chapitre I La lutte biologique

La lutte biologique est un ensemble de procédes exploitant la relation de concurrence
ou d’antagonisme existante entre les étres vivants, y compris les champignons, en vue de
minimiser ou de limiter les dommages ainsi que 1’abondance des agents phytopathogenes sans

nécessairement les détruire par la suite (Alabouvette, 1986).

La lutte biologique est une solution qui a été proposées afin de rendre Il'agriculture
moderne plus propre, et moins dangereuse, et réduire ou/et annuler 1I’impact négatif sur les

cultures, sans I’utilisation des pesticides.

1. Définition :

Le terme “lutte biologique™ recouvre différents concepts selon les disciplines
impliquées dans la protection des cultures (Nordlund, 1996).

Le méme auteur signal qu’il existe de nombreuses definitions de la lutte biologique
mais nous nous en tiendrons a une definition générale, telle que celle proposée par Van
Drische et Bellows « La lutte biologique est un processus agissant au niveau des populations
et par lequel la densité de la population d'une espéce est abaissée par I'effet d'une autre espéce
qui agit par prédation, parasitisme, pathogénicité ou la compétition ».

Elle est donc I'utilisation d'organismes vivants dans le but de limiter la pullulation et/ou
la nocivité des divers ennemis des cultures « rongeurs, insectes, nématodes, maladies des
plantes et mauvaises herbes » (Philippe et al, 2013 ; Jeunot, 2005), elle permet le maintien
de la biodiversité des biotopes, et elle diminue les risques de pollution grace a la dégradation

rapide des biopesticides.

2. Historique et actualiteé :

2.1. Dans le monde :

La lutte biologique ne date pas d’hier, sa premiere utilisation a été effectuée dans les
vergers chinois, aux environs de 1’an 400 avant Jésus- Christ. Les fermiers utilisaient alors des
fourmis tisserandes pour lutter contre les ravageurs des fruits. Depuis, d’autres utilisations ont
été effectuées avec succes (Lambert, 2010). En 1762 dans I’ile Maurice, des oiseaux sont
importés pour lutter efficacement contre des sauterelles (Resche- Rigon, 2008). En 1840, le
francais Boisgiraud est le premier a tester la lutte biologique en plein champ : il a utilisé des
coléoptéres comme les carabiques et les staphylins pour en faire des lachers en vue de limiter
les pullulations du bombix disparate (ou spongieuse), puis pour combattre 1’invasion du

phylloxera de la vigne. Ces techniques tres empiriques, ont été utilisées partout dans le monde
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de maniére assez limitée jusqu’a la fin du XIX¢éme siécle (Lydie Suty, 2010) Un pionnier,
Charles Valentine Riley, a donné ses lettres de noblesse a la lutte biologique moderne (Suty,
2010). Des succes important ont donc été constatés, mais aussi beaucoup d’échecs a I’arrivée
du DDT en 1939, la lutte biologique a été boudée au profit de la lutte chimique. Depuis 1955
suite a la prise de conscience des problémes liés a I’utilisation des produits chimiques
(résistances et résidus) on se mit & penser a une mise en ceuvre de techniques de protection des
cultures associant différents moyens, dont la lutte biologique (Resche- Rigon, 2008).
2.2. En Algérie :

C’est en 1922 que les premicéres tentatives d’acclimatation et d’utilisation d’auxiliaires
ont été faites en Algérie notamment avec des coccinelles Novius (Rodolia) cardinalis pour
lutter contre la cochenille australienne Icerya purchasi. En effet, cette cochenille introduite a
Boufarik en provenance de la cote d’ Azur faisait d’énormes dégats sur agrumes. En 1925, une
autre coccinelle Pharoscymnus ancharago et un coléoptére Nitidulidae Cybocephalus
seminulum ont été ramenés d’El Goléa vers Béchar pour lutter contre la cochenille blanche du
palmier-dattier. Ce n’est que plusieurs années plus tard, que des essais de lutte biologique ont
été entrepris contre la pyrale des dattes Ectomyelois ceratoniae (Lepidoptera, Pyralidae) par
I’utilisation de 1’ooparasitoide ou parasitoide embryonnaire Trichogramma embryophagum
(Hymenoptera, Trichogrammatidae) dans des vergers de Citrus en Mitidja en 1983 et dans des
palmeraies de Ouargla en 1986 (DOUMANDJI et al., 2014).

3. Les agents de la lutte biologique (Biopesticides) :
3.1. Définition :

Les biopesticides ou agents de lutte biologique peuvent étre définis comme des produits

phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou I"'un de ses dérivés.

Ils peuvent donc étre constitués d organismes (plantes, insectes, nématodes) ou de
microorganismes (bactéries, levures, champignons, virus) exercant une activité protectrice sur
les plantes vis-a-vis d"agents phytopathogenes, mais aussi de substances d’origine naturelle

telles que des extraits vegétaux, phéromones, etc. (Thakore, 2006).

IIs peuvent étre classes en trois grandes catégories, selon leur nature : les biopesticides

vegetaux, les biopesticides animaux et les biopesticides microbiens (Leong et al., 1986).
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3.2. Les catégories de biopesticides :

e Biopesticides végétaux:

Les plantes produisent des substances actives ayant des propriétés insecticides,
aseptiques ou encore régulatrices de la croissance des plantes et des insectes. Le biopesticide
d’origine végétale le plus utilisé est I’huile de neem, un insecticide extrait des graines
d’Azadirachta indica (Schmutterer, 1990).

e Biopesticides animaux:

Les biopesticides d’origine animale sont des prédateurs, des parasites, ou des
molécules dérivées d’animaux, souvent d’invertébrés comme les venins d’araignées, des
scorpions, des hormones d’insectes, des phéromones (Thakore, 2006).Par exemple, les
coccinelles (insecte auxiliaire le plus connu) ou les acariens qui utilisent la prédation pour se
nourrir de certains insectes ravageurs des plantes (Grewal et al., 2003).

e Biopesticides microbiens:

Les biopesticides microbiens comprennent les bactéries, champignons, oomycetes,
virus et protozoaires. L’efficacité d’un nombre important d’entre eux repose sur des
substances actives dérivées des micro-organismes. Ce sont en principe ces substances actives
qui agissent contre le bio-agresseur, plutét que le micro-organisme lui-méme (Philippe et al.,
2013).

Certains biopesticides microbiens présentent des bénéfices supplémentaires a leur role
de protection. La bactérie Bt par exemple en raison de la rapidité de son mode action, de la
parfaite maitrise de sa production industrielle, de la diversité des souches permettant
élargissement de son spectre activité, et de la rareté des cas de résistance, méme apres une
application intensive et répétée. De nombreux autres biopesticides commercialisés dans le
monde correspondent a des micro-organismes utilisés contre des maladies de plantes : des
bactéries (une vingtaine de préparations commerciales), comme Agrobacterium radiobacter
ou Pseudomonas, agissent par antagonisme microbien ; des champignons (une vingtaine de
préparations également), comme Ampelomyces quisqualis, Fusarium oxysporum ou
Trichoderma harzianum, sont utilises dans la lutte contre les phytopathogenes. (Guy RIBA
et..al).

Parmi les nombreuses especes de bactéries, environ une centaine d'espéces sont

considérées comme pathogénes pour les cultures, d'autres espéces sont considérées comme
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bénéfiques soit pour leur activité fongicide, nématicide ou insecticide ou encore pour leur
activité symbiotique stimulant la croissance des plantes ou leur activité antagoniste,
particulierement dans les sols, et sont généralement considérées comme des biopesticides. Ces
bactéries entomopathogénes appartiennent surtout a trois grandes familles qui sont les
Bacillaceae, Enterobacteriaceae et Pseudomonaceae (Greathead et al., 1994). Il existe
d’autres bactéries qui appartiennent a la méme famille comme les Vibrionaceae,

Aeromonadaceae, Clostridiaceae, Spirillaceae.......

4. Les avantages de la lutte biologique :

Selon Lefort (2010) la lutte biologique présente de nombreux avantages des points de

vue environnementaux, sociaux et économiques. La lutte biologique est :

e Efficace.

e Permet de restreindre ou d’éliminer 1’utilisation des pesticides chimiques.

e Moins toxique que les pesticides chimiques.

e Elle est utilisable en serre.

e Permet de diminuer les risques d’apparition de résistances aux produits chimiques
e Plus grande spécificité d’action.

e Faible colt de développement.

e Amélioration de la qualité de vie et de la santé des travailleurs agricole.

e Pas de délai de traitement avant la récolte.

e Non contamination des produits (pas de résidus chimiques).

e Dégradation rapide des biopesticides diminuant aussi les risques de pollution.
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Dans le sol, l'activité microbienne est trés élevée, en particulier la rhizosphere, qui

contient plus d'un million de microorganismes par gramme de sol.

Certains de ces micro-organismes, principalement des bactéries, sont capables de
coloniser efficacement les systémes racinaires et influencent de maniére bénéfique la plante
en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des infections par des agents
phytopathogénes (Gray et Smith, 2005).

Ces bactéries de la rhizosphére sont alors généraliser sous le terme PGPR (Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria). Les PGPR sont caractérisés par une capacité d’adaptation
physiologique et métabolique polyvalente (Sturz et Christie, 2003), formant un groupe
hétérogéne de bactéries bénéfiques de la rhizosphére (Soltani, 2010).

Les genres connus comme PGPR sont Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium (Fernando
et al., 2005), Azospirillum Azotobacter, Burkholderia, Enterobacter et Klebsiella (Coballero
Melladoet al.,2004),Serratia (Liu et al.,1995).

1. Généralités sur les Pseudomonas :

Les Pseudomonas sont parmi les bactéries les plus importantes dans la rhizosphere.
Le genre Pseudomonas a été décrit en 1894 (Migula, 1894), est le groupe le plus hétérogéne
écologiquement significatif de bactéries connues. Les Pseudomonas spp fluorescents
appartiennent a la classe des Gamma proteobacteria, famille des Pseudomonaceae, ordre des

Pseudomonales (Moor et al. 2006).

Le genre de Pseudomonas se retrouve dans des habitats naturels comme le sol, I'eau
douce, les eaux marines etc., mais il a également été isolé des instruments cliniques, des

solutions aseptiques, des cosmétiques et produits médicaux (Franzetti et Scarpellini, 2007).

Les Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif, droits ou légérement incurvés, de
0,5a 1,0 um de diamétre sur 1,5 a 5,0 um (ou plus) de longueur, non sporulés. Ces bactéries
sont généralement mobiles grace a un ou plusieurs flagelles polaires (Garrity, 2005).La
culture de ces bactérie est facile avec ou sans production de pigments sur des milieux

minéraux synthétiques avec une source simple de carbone.

D'un point de vue taxonomique les Pseudomonas spp. fluorescents sont tres complexes
(Stanier et al, 1966). Le genre comprend les especes P. aeruginosa , P. aureofaciens , P.

chlororaphis , P. fluorescens , P. putida , et plus récemment P. protegens ainsi que des
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especes phytopathogeénes telles que P. cichorii et P. syringae (Maria Lis Yanes, 2016). Ces
espéces bactériennes sont principalement des microorganismes saprophytes d'origine
essentiellement telluriques et aquatiques (Alquati et al, 2002).

Au sein de ce groupe, les espéces saprophytes a cytochrome oxydase positive telles que
P.chlororaphis, P.fluorescens et P.putida se rencontrent a une densité élevée dans des
biotopes assez viables (Schroth et al., 1992). Les especes P.fluorescens P.putida sont
préedominantes et peuvent constituer plus de 60% de la microflore bactérienne (Digat et
Gardan, 1987).

Les Pseudomonas spp. fluorescents forment un groupe diversifié de bactéries qui
peuvent généralement étre distinguées visuellement des autres Pseudomonas par leur aptitude
a produire de pigments jaune vert solubles dans 1’eau qui sont les pyoverdines(sidérophore)

produites dans des milieux pauvres en fer (Palleroni et Migula., 1984).

Ces bactéries ont la capacité de dégrader des composes complexes tels que les protéines
et les polysaccharides complexes comme 1’amidon, et la cellulose (Palleroni et Mulagi,
1984). De nombreux isolats de Pseudomonas fluorescents et Pseudomonas putida ont été cités
comme souches capable de dégrader des molécules aromatiques plus ou moins complexes
(Campbell et al., 1995; Latour et al.,1996). Elles ont une grande capacité a coloniser les
racines et a y maintenir une forte densité de population est remarquable .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 (Haas et Keel, 2003).

Actuellement les Pseudomonas spp fluorescents font parti des P.G.P.R (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria), possedent des propriétés prometteuses dont les actions de

biocontrole des maladies des plantes causées par des agents pathogene (Wang et al., 2012).
2. Effets bénéfiques des Pseudomonas spp. fluorescents :

Les Pseudomonas spp fluorescents ont une présence bactérienne importante dans le
sol. Elles possédent plusieurs caractéristiques intrinseques qui les rendent particuliérement
intéressantes pour une utilisation comme agents de lutte biologique, elles sont responsable de
la suppression des maladies fongiques dans les cultures (Haas et Keel, 2003) et stimulent la
croissance des plantes comme le riz, le blé (Weller et Cook, 1983), la pomme de terre
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(Kloepper et al ., 1980), la canne a sucre (Suslow et Schroth, 1982), le coton (Howell et
Stipanovic, 1980).

Différents mécanismes ont été proposés pour expliquer les effets bénéfiques de
Pseudomonas fluorescents. Ces bactéries se fixent d'abord sur les racines et sont donc
distribuées passivement. Elles se multiplient alors et colonisent activement la rhizosphére

(Lemanceau, 1992).

Les effets bénéfiques des rhizobactéries sur les plantes sont divisés en deux catégories
(Van der Heijden et al., 2009) : les effets directs via les micro-organismes associés aux
racines qui établissent une relation réciproque avec les plantes et les effets indirects via les
effets des micro-organismes libres dans les plantes.(Figure.01)

PGPR
Effets directs Effets indirects
( Stimulation d -
timulation de s .
Résistance Competition Antibiose
la croissance _
induite trophique
- N
y
- Amélioration de - Sidérophore et Antibiotique
la nutrition competition pour HCN
inéral le fer.
minerete. - Compétition pour
- Substance de les nutriments.
croissance. \

délétéres.

Protection contre les agents telluriques pathogénes ou

v /
Effets bénéfiques pour la plzD

Figure 01 : Schéma des principaux mécanismes d’action des PGPR (Mattar, 1993).
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2.1. Effets direct:

2.1.1. Stimulation de la croissance :

Les Pseudomonas fluorescents stimulent et améliorent la germination des graines et
I'émergence des plantes, en particulier dans des conditions environnementales défavorables.
(Compant et al., 2005 ; Haas et Déffago, 2005). Chez certaines espéces vegetales,
notamment herbacées, apres leur bactérisation, le taux d'émergence est augmenté (Digat et
al., 1990 ; Matiru et Dakora, 2004 ; Sharma et al ., 2007 ; Wang et al., 2012). Ainsi,
Biswas et al (2000) ont montré que I'inoculation avec certaines souches bactériennes peut
augmenter significativement le taux de germination du colza semé dans un sol froid battu.
Digat et al (1990) ont montré que certaines souches de Pseudomonas peuvent stimuler
significativement la germination des graines de tomate, méme si les conditions

environnementales ne semblent pas favorables.

La stimulation de la croissance bactérienne des plantes peut étre dle a la synthése
microbienne de substances de croissance de type phytohormone (Persello-Cartieaux et al.,
2003 ; Remans et al., 2007). 1l existe cing types de régulateurs de croissance des plantes : les
auxines, Gibbérellines, cytokinines, éthylene et acide abscissique (Zahir et al., 2004). L'acide
indole-3-acétique est la phytohormone la plus répandue dans allongement des racines et

prolifération des poils absorbants (Spaepen et al., 2007).
2.1.2. Induire la résistance des plantes :

Les micro-organismes pathogenes sont connus pour leur capacité a induire des
mécanismes de défense chez les plantes grace a la résistance systémique acquise (SAR), qui
peut protéger les plantes d'attaques ultérieures par d'autres agents pathogénes. Certaines
bactéries peuvent également jouer un réle protecteur en induisant une résistance systémique
(ISR : Induction of Systemic Resistance) par ’activation des mécanismes de défense des
plantes, leur permettant de mieux se protéger d'éventuelles attaques de pathogénes (Van
Loon, 2007).

L'induction de la résistance systémique chez les plantes est un processus qui leur permet
de stimuler leurs aptitudes et capacités a induire I'activation et I'amélioration des niveaux de
résistance aux attaques biotiques et abiotiques. Les bactéries bénéfiques de la rhizosphere du
genre Pseudomonas fluorescens peuvent induire ce type de réponse en synthétisant certains

métabolites secondaires par des bactéries de la rhizosphere (Bakker et al., 2007).
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De nombreuses études ont rapporté l'implication active des PGPR, en particulier
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, et Pseudomonas aeruginosa, dans la
résistance systémique induite (RSI) chez diverses espéces végétales (Bakker et al., 2007).
Pour Andrés et al (2011), la résistance accrue des légumineuses a Fusarium solani était
associee a leur teneur plus élevée en lignine suite a l'inoculation avec une souche de

Pseudomonas putida.

D'autres travaux sur différents modéles de recherche ont mis en évidence que certaines
souches de Pseudomonas produisent des plantes avec une plus grande résistance naturelle. La
souche bactérienne CHAO provoque une augmentation des poils absorbants et une résistance

naturelle a Thielaviopsis basicola dans les plants de tabac bactérisiés (Voisard et al, 1989).
2.2. Effetsindirect :

Kloepper et Schroth (1981) ont été les premiers a démontrer un effet bénéfique
indirect des souches de Pseudomonas fluorescens sur la croissance des plantes. En effet, ces
effets bénéfiques des rhizobiums sont liés a la localisation stratégique des racines a l'interface

sol.
2.2.1. Concurrence pour I’espace et les nutriments :

Les interactions microbiennes sont déterminées par la nature et l'intensité de la
compétition entre microorganismes (Lepoivre, 2003). Cette compétition peut concerner

I'espace et les nutriments.

La compétition entre nutriments se produit lorsque plusieurs micro-organismes
consomment simultanément le méme composé. Dans certains cas, les bactéries nodulaires
racinaires a croissance rapide (PGPR) peuvent éliminer les agents pathogénes fongiques en

rivalisant pour les sources de carbone et d'énergie (Kamilova et al., 2009).

Les sidérophores des bactéries de la rhizosphére peuvent affecter directement l'apport
en fer des plantes, les rendant indisponibles pour les agents pathogénes (O'sullivan et
O'gara, 1992). Ils agissent également comme chélateurs pour les métaux de la rhizosphére
moins assimilables par les plantes, comme le Zn et le Pb (Lemanceau et al., 1988). De
nombreuses espéces végétales peuvent assimiler le complexe sidérophore bactérien Fe 3+
(Loper, 1988; Bitter et al., 1991).
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2.2.2. Antibiose :

Les antibiotiques, mécanisme d'action des agents bioprotecteurs le plus étudie,
consistent a inhiber directement la croissance des pathogénes par la production de métabolites

aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques (Défago, 1993, Haas et Defago, 2005).

Les souches de Pseudomonas produisent une variété de puissants métabolites
antifongiques qui sont impliqués dans la lutte biologique tels que acide cyanhydrique (HCN),
biscosamide, pyortéoline, 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG), pyrrolnitrine, phénazine,
butyrolactone, tensine, tropolone (Defago, 1993 ; Haas et Defago 2005).

Certaines souches de PGPR ont la capacité de dégrader les parois cellulaires fongiques
en produisant des enzymes hydrolytiques telles que la [B-1,3-glucanase, I'exo- et I'endo-

polygalacturonase, la pectinolyase, la cellulase et la chitinase (Whippes et Lumsden, 2001).
2.2.3. Modifications de I’équilibre microbien :

La microflore rhizosphérique est naturellement constituée d’un assemblage complexe de
microorganismes procaryotes et eucaryotes, dont la croissance, la santé des plantes et leur
diversité sont influencées par la diversité des populations des microorganismes présents dans
la rhizosphére (Lemanceau, 1992; Whipps, 2001 ; Weller et al., 2002 ; Van der Heijdenet
al., 2008).

Parmi cette microflore les Pseudomonas fluorescents qui ont une grande compétence
rhizosphérique, qui est définit par la capacité d’une souche a se distribuer le long des racines

de la plante hote, a se multiplier et a survivre pendant plusieurs semaines (Weller ., 1988).
3. Mécanismes d’actions :

Les Pseudomonas. Spp Fluorescences produisent une gamme importante de métabolites
secondaires, qui sont toxigques aux pathogenes du sol, dont les antibiotiques, les siderophores,

et diverses substances qui ont des activités inhibitrices de la croissance des pathogenes.
3.1. Production d’antibiotiques :

Les antibiotiques produits par les difféerents PGPR possédent un large spectre d’activité.
IIs jouent un réle majeur dans la suppression des agents pathogenes bactériens. Le groupe de

bactéries rhizosphériques le plus étudié en ce qui concerne la production d'antibiotiques est
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celui des Pseudomonas spp. Fluorescents. Ce dernier est responsable de la production du
premier antibiotique impliqué dans le biocontréle. En plus d’autres antibiotiques sont produits
par les rhizobacteries du genre pseudomonas : 2,4 diacéthylephoroglucinol (DAPG),
Pyolutéorine (PLT), les Pyrrolnitrine (PRN) etc. (Allaire, 2005). La pyrrolnitrine (3-chloro -
4-(2’- nitro-3’- chlorophenyl)-pyrrole) est un antibiotique qui inhibe la croissance des
champignons en bloquant le systéme respiratoire (Arima et al., 2002). En outre, la
production de cet antibiotique par Pseudomonas fluorescens et Bacillus cepacia est impliquée
dans le contr6le de certains agents pathogénes de plantes comme Rhizoctonia solani,

Verticillium dahliae et Fusarium oxysporum (Allaire, 2005).
3.2. Lessidérophores :

Les sidérophores sont des molécules extracellulaires de faible poids moléculaire
considérées comme des métabolites essentiels pour la régulation du fer (Fallahzadeh-
Mamaghani et al., 2009). Ces molécules sont des transporteurs des ions ferriques a

I’intérieur des cellules microbiennes.

Les Pyoverdines sont des sidérophores complexes, produites par les Pseudomonas
fluorescents (Ravel et Cornelis, 2003 ; Cornelis, 2010) ; elles sont composées par un
chromophore dihydroxyquinoline fluorescent associé a un peptide de longueur et de
composition variables. D’autres sidérophores Ferrichrome, Ferroxamine B, Pseudobactine,
Pyochéline. Leur mode d’action est li¢ a la compétition pour le fer, en carence de fer les
antagonistes produisent les sidérophores qui réduisent la germination des chlamydospores du
pathogéne Fusarium dans le sol. La capacité de produire des sidérophores est une propriété
PGPR et est aussi considérée comme une propriété de biocontrole, car la chélation du fer
permet de restreindre la quantité disponible aux pathogenes (Trapet, 2015 ; Subramanium,
et Sundaram, 2020).

3.3. Production de I’acide cyanhydrique (HCN) :

Les cyanides sont des métabolites secondaires secrétés par plusieurs micro-organismes,
produits directement a partir de la glycine ou a partir des glycosides cyanogénes. Ce sont des
substances volatiles inhibitrices, I'action bénéfique de ces composés est liée a la lutte
biologique, soit par induction des mécanismes de défense des plantes ou par antagonisme

direct avec 1’agent pathogene (Bakker et Schippers, 1987).
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La production du cyanure d’hydrogéne (HCN), été mise en évidence chez plusieurs
souches de Pseudomonas flurescens (Askeland et Moeisson, 1983). La stimulation de cette
production a amélioré 1’efficacité des bactéries a réduire la gravité de la maladie (Abbas-

Zadeh et al., 2009).
3.4. Production d’acide indole-acétique (AlA) :

L’acide indole acétique (AIA) est une auxine primaire active dans la majorité des
plantes, elle fonctionne comme une molécule-signal importante dans la régulation du
développement des plantes (Spaenpen et al., 2007).Cette phytohormone est impliquée dans
I’initiation de la division des cellules au niveau des racines et de leurs élargissements. Elle

ressemble beaucoup a un acide aminé (Salisbury, 1994).

L’AIA est synthétisé a partir de 1’indole et certains indices montrent que les plantes
peuvent le produire directement a partir du tryptophane (Raven et al., 2007) et les exsudats
des racines sont les ressources principales de tryptophane dans le sol (Spaenpen et al., 2007).

Les bactéries utilisent cette phytohormone pour établir des interactions avec les plantes
dans le cadre de leur stratégie de colonisation notamment la phytostimulation et I'intervention

dans les mécanismes de base de défense des plantes (Ryan et al., 2008).
3.5.  Solubilisation du phosphore :

Le phosphore est le cinquiéme élément composant de la matiére vivante. C’est un
élément qu'on trouve dans le sol, les plantes et les micro-organismes (Plassard et al., 2015).
Dans le sol il est présent sous deux formes ; sous forme organique (esters phosphoriques) et

inorganique (composés minéraux insolubles) (Alexander, 1977).

La solubilisation des phosphates est la capacité des microorganismes de convertir le
phosphate insoluble a une forme accessible. Ce processus permet de réduire l'utilisation

d'engrais phosphatés (Chaiharn et Lumyong, 2009).

Ces microorganismes augmentent la disponibilité du phosphore pour les plantes soit par
minéralisation des phosphates organiques a l'action des phosphatases (Abd-Allah, 1994 ;
Halder et Chakrabartty, 1993), ou bien par la dissolution des phosphates inorganiques par
l'action des acides organiques (Abd-Allah, 1994 ; Halder et Chakrabartty, 1993;
Richardson, 1994).
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Les bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate pourraient donc constituer une

source prometteuse comme agent biofertilisant dans I'agriculture (Sharma et al., 2007).
4. Les Pseudomonas spp. Fluorescents dans la lutte biologique :

La réussite de la lutte biologique nécessite 1’application d’un agent de biocontrole
efficace. L’efficacité est notamment liée a I’utilisation de plusieurs modes d’action et a la
capacité de I’agent de lutte biologique a coloniser et a s’installer dans le milieu rhizospherique

des plantes (Singh et al., 2003).

La plupart des souches bactériennes exploitées comme biopesticides appartiennent aux
genres Agrobacterium, Bacillus et Pseudomonas (Haas et Defago, 2005). Ils ont la capacité
de produire de nombreux antibiotiques, et ils sont faciles a cultiver in vitro ou a manipuler en

laboratoire.

Difféerentes especes de Pseudomonas spp. Fluorescents ont été rapportées a la fois
comme PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobactéria) et comme souches de biocontréle des

champignons phytopathogénes (de Salmone et al., 2001).

Les Pseudomonas Fluorescents produisent un grand nombre de métabolites secondaires
qui pourraient jouer un role dans 1’effet antagoniste de ces microorganismes dans le sol. Ces
agents inhibiteurs peuvent étre scindés en quatre groupes : les antibiotiques, les siderophores,

les enzymes et acide cyanhydrique (HCN) (Leisinger T, Margraff R, 1979).

Les Pseudomonas décris comme des bactéries phytoprotectrices jouant un réle
prépondérant dans le biocontrdle de la rhizosphére (Walsh, 2001). Egalement, I’application
potentielle des Pseudomonas dans la bioremediation en raison de leurs possibilités bien
connues pour dégrader les composés xénobiotiques, particulierement les produits organiques
halogénes, utilisés comme herbicides, dissolvants et des décapants (biotechnologie, 1993).
(Tableau 01)

15



Chapitre 1 :

Tableau 01 : Quelques maladies transmises par le sol contre lesquelles ’utilisation de

Les Pseudomonas spp. Fluorescents

Pseudomonas Fluorescents a déja été envisage. (Cahier agricultures 1993).

Maladies

Agents
phytopathogenes

Cultures

- Fonte des semis

- Verticilliose pourriture des
tubercules

Pourriture des racines

- Fusarioses des racines et du
collet.

- Fusariose des feuilles et
tiges.

- Piétin échaudage
- Fusarioses vasculaires

- Galle du collet

Pythium ultimum

Rhizoctonia solani.

Verticillium dahliae.

Erwinia carotovora

Fusarium oxysporum radicis

Lycopersici.

Fusarium oxysporum f sp.
lycopersici.

Gaenmannomyces graminis

Fusarium oxysporum

Agrobacterium tumefaciens

Concombre, blé, pois
chiche.....

Pomme de terre

Pomme de terre

Tomate.

Tomate

Céréales, gazon
Lin, concombre, radis,....

Acrbres fruitiers, vigne
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Chapitre 1 : Les fusarioses vasculaires

Les fusarioses sont des maladies fongiques courantes des végétaux. Elles sont
causées par certains champignons décomposeurs couramment présents dans le sol, du genre

Fusarium (deutéromycéte) mais ayant dans ces cas un développement parasitaire.

Le genre Fusarium a été décrit pour la premiére fois par Link en 1809 (in Booth,
1985). Il est économiquement trés important car il regroupe beaucoup d'especes

phytopathogenes susceptibles d’attaquer un grand nombre de plantes.

Fusarium oxysporum est certainement 1’espéce de Fusarium la plus répandue dans la
nature. Il est présent dans les sols du monde entier ou il se comporte soit en parasite, soit en
saprophyte. Il a de nombreuses formes spécialisées qui s’attaquent a une seule culture
(Champion, 1997). Plusieurs espéces de la fusariose vasculaire, dont Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici qui est ’agent de la fusariose vasculaire de la tomate, et Fusarium oxysporum

f.sp. albedinis est I’agent de la fusariose vasculaire du palmier dattier.

1. La Fusariose vasculaire de la tomate (fletrissure fusarienne de la

tomate ou tomato Fusarium wilt) :

La tomate appartient au genre Lycoperssicum de la famille des Solanacées. Elle est
le deuxieme légume le plus répandu mondialement apres la pomme de terre. La culture de la
tomate est un produit trés important dans le secteur économique Vvu son revenu et son
importance nutritionnelle, on peut la trouver dans les champs extérieurs, les maisons en filets
et sous serres. (Arbaoui, 1984).

En effet certaines souches de F. oxysporum dites pathogénes engendrent des
fusarioses sur les plantes hétes. Deux formes spéciales sont inféodées a la tomate : Fusarium
oxysporum f.sp lycopersici qui provoque des trachéomycoses, alors que Fusarium

oxysporum f.sp radicis lycopersici engendre des nécroses racinaires.

1.1. Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (FOL) :
1.1.1. Généralité :

Fusarium oxysporum est un champignon d’origine tellurique trés ubiquiste, qui
présente une trés grande diversité génétique et écologique et qui a la capacité de provoquer

des maladies sur de nombreuses especes végétales cultivées d’intérét économique.

L’existence de races physiologiques ou de spécialisation physiologique de Fusarium

orysporum f.sp. lycopersici, capables d'infecter et de provoquer le flétrissement de variétés de
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Chapitre 1 : Les fusarioses vasculaires

tomates trés résistantes a d'autres isolats du champignon connus pour leur pathogénie

virulente aux variétés sensibles, a été mise en évidence (Alexander et Tucker, 1945).

Trois races ont été identifiées chez F. oxysporum f. sp. lycopersici. Ce sont des souches
distinguées par leur virulence envers les cultivars de tomates qui contiennent des genes de
résistance. La race 1 a été initialement décrite en 1886, la race 2 a été signalée en 1945 dans

1I’Ohio et la race 3 a été observée en Australie en 1978 (Kistler et al., 1998).

Fusarium orysporum f.sp. lycopersici a été isolé a partir de la tomate, il n’affecte que
cette plante, donc il constitue ce qu’on appelle « forme spéciale lycopersici ». Agrios (Henni,

1998) a établi la classification suivante :

Domaine : Eukaryota

Regne : Mycota

Division : Deuteromycota

Classe : Hyphomycota

Ordre : Hyphale

Famille : Tuberculariaceae

Genre: Fusarium

Espeéce: Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Téléomorphe :  Gibberella (Sacco.)

Au niveau macroscopique, I’aspect cultural de F. oxysporum f.sp. lycopersici est celui
des caractéres culturaux généraux caractérisant 1’espece F. oxysporum. Caractéres sur CLA
(Carnation Leaf-piece Agar), les macroconidies sont abondantes ; elles sont de taille petite a
moyenne, falciformes, de 3 a 5-septa, avec une cellule apicale effilée et une cellule basale.
Les microconidies sont produites a partir de monophialides et de polyphialides. Des conidies
mésoides ou fusoides peuvent étre formées. Les chlamydospores sont abondantes dans les
cultures plus anciennes et assombrissent avec I'age de la plante (Leslie et Summerell, 2006).
Ainsi des caractéres sur PDA (Potato Dextrose Agar), La colonie est caractérisée par un
mycélium aérien trés abondant et extrémement dense, de couleur blanche immaculée, aussi

bien en surface qu'au contact du milieu (Tivoli, 1988). Il se développe de maniére dense et
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rapide. Au début, la culture est blanche ou rouge pale, mais avec I'age, le pigment s‘assombrit

et des sporodochies oranges peuvent apparaitre. (Leslie et Summerell, 2006)
1.1.2. Identification :

Les mycéliums (Figure.02) de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder et
Hans (2003) sont délicatement blancs a roses, souvent avec une teinte pourpre, et sont
clairsemés a abondants. Le champignon produit trois types de spores: les microconidies (B),

les macroconidies (C) et les chlamydospores (D).

Les microconidies sont portées sur des phialides simples apparaissant latéralement et
sont abondantes. Les macroconidies, clairsemées a abondantes, sont portées sur des
conidiophores ramifiés ou a la surface des sporodochies et sont a parois minces, ont une base
pédicellée. Les chlamydospores, a la fois lisses et a parois rugueuses, sont abondantes et

forment des terminaisons ou des intercalaires.

A B
Figure 02 : Identification de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Toussoun et

Nelson ,1976). Microconidies (B), les macroconidies (C) et les chlamydospores (D).
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1.1.3. Cycle de vie :

Les F. oxysporum ne sont pas des parasites obligatoires, en absence de la plante hote, ils
meénent une vie de saprophyte sur des débris végétaux et des matiéres organiques. Les
isolements effectués indiquent qu’un gramme de sol peut renfermer prés de 100.000
propagules ou les F. oxysporum représentent 80 a 90 % de la population fusarienne totale de
la rhizosphére (Correll et al , 1986).

Ces champignons persistent dans le sol principalement sous de spores de résistance
(chlamydospores) en état de dormance (Booth ,1971). En contact de I’héte et une fois les

conditions favorables le cycle se déroule comme suit (Figure.03) :

-Les chlamydospores germent et les jeunes filaments pénétrent les racines au niveau des
blessures ou des ouvertures naturelles et aprés le mycélium se ramifie et colonise toutes les

cellules avoisinantes (Smahi, 2008).

- Les hyphes mycéliens progressent a 1’intérieur des puis colonisent le cortex, arrivé au
niveau du cylindre central, le parasite s’installe dans les vaisseaux du xyléme d’ ou il se
propagera dans la tige par I’intermédiaire des macroconidies aisément véhiculées par la séve

dans toutes les parties de la plante (El Mahjoub, 1979).

-A la surface des feuilles, se forment des organes fructiféres appelés sporodochies qui
produisent des macroconidies qui vont a leur tour contaminer d’autres plantes lorsqu’elles

sont transportées par le vent, par I’eau ou bien par I’intermédiaire des insectes (El Mahjoub,

1979). 1979).
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Figure 03 : Cycle général de la maladie flétrissement vasculaire causée par F.

oxysporum .f.sp. lycopersici chez la tomate (Agrios, 2005).

1.1.4. Symptomes et dégats du Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici :

Les symptdmes produits par Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici responsable de la

fusariose vasculaire de la Tomate sont variables.

On peut observer des symptomes foliaires de flétrissement et de jaunissement, le

brunissement des vaisseaux, et enfin la mort de la plante héte (Messiaien, 1981). (Tableau

02)
a. Les symptomes externes :

- Les symptdmes de flétrissement :

La maladie offre souvent une évolution trés rapide. Brusquement les parties de limbe

attaquées flétrissent de fagon irréversible comme par manque d’ecau c’est le flétrissement

rapide.
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Dans ce cas les feuilles seches gardent leur chlorophylle ce qui leur donne aspect gris
verdatre (Laterrot et al ., 1978).

-Les symptdmes de jaunissement et nécrose :

Il apparait successivement des éclaircissements de nervures puis des jaunissements
suivis de nécrose d’une partie ou de la totalité du limbe. Les feuilles sont en général atteintes
de bas en haut, le sommet de la plante pouvant rester vivant alors que les feuilles de base sont
déja mortes (Messiaen, 1981 ;Gindrat, 1975). Souvent, les feuilles ne commencent a jaunir
que d’un coté de la tige, ou alors les jeunes feuilles d’un c6té du pétiole, peuvent étre
atteintes. Trés fréquemment aussi, il arrive qu’un seul rameau soit atteint avant que le reste de
la plante ne présente des symptdmes de la maladie. Au niveau de la tige, une dépression
longitudinale large d’un centimétre environ part du collet puis remonte unilatéralement du

coteé correspondant a la racine malade. Les tissus a sa surface sont bruns. (Bouhot, 1972).
-Les symptomes annexes :

Outre le brunissement des vaisseaux, des pétioles et de la tige, d’autres symptomes
annexes accompagnent le flétrissement et le jaunissement. L’épinastie qui se manifeste par
I’inclinaison et courbure progressive vers le sol des pétioles et limbes des feuilles. Le
ralentissement de la croissance de la plante et la formation de bourrelets adventifs sur la tige
(Laterrot, 1978).

b. Les symptomes internes :

Une coupe longitudinale au niveau de la tige des plantes atteintes, présente dans la
partie ligneuse et adjacente au cortex extérieur vert, une coloration brun sombre du tissu
conducteur d’eau. Des coupes transversales laissent voir également des tissus bruns foncés

contenant souvent des fragments du mycélium (Gindrat, 1975).
c. Lamortde la plante :

Naturellement une plante de tomate attaquée par Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici
aprés les premiers développement de la maladie, fini par se dessécher completement

aboutissant ainsi a la mort (Laterrot et al ., 1978).
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Tableau 02 : Symptomes vasculaires et induits causé par Fusarium oxysporum

f.sp.Lycopersici. I N R A -France-(Santé et Agroécologie du Vignoble)

Flétrissure fusarienne

Symptdmes

Une coupe transversale de la tige
permet d'observer localement un
brunissement plutét marqué des
vaisseaux. La moelle n'est pas
affectée. Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (fusariose, Fusarium

wilt).

Une fois les tissus superficiels de la
tige enlevés, les vaisseaux montrent
une teinte marron a brune plus ou
moins foncee.

Les tissus corticaux sont bien
nécroses et ont pris une teinte
brunatre. lls sont légerement
déprimés et conferent a la Iésion
longitudinale de la tige une apparence
plutét chancreuse.
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- Par la suite, le jaunissement gagne
plusieurs folioles situées sur un méme
c6té de la feuille. Notons que
plusieurs nervures sont encore vertes.

G

sht D. Blancard (INRAY

- La chlorose est maintenant manifeste,
et son caractére unilatéral est typique
d'une maladie vasculaire.

1.1.5. Importance économique de la maladie :

La tomate est un légume avec une grande valeur économique dans plusieurs pays, c’est
b

pourquoi il est important de prévoir les maladies de cette culture.

La tomate peut étre victime de deux maladies fusariennes differentes soit la flétrissure
fusarienne (Fusarium wilt) causée par Fusarium oxysporum lycopersici abrégee (FOL) et la
pourriture de la racine et du collet (Fusarium crown and root rot) causée par Fusarium

oxysporum radicis-lycopersici (FORL).

Flétrissure fusarienne, est une maladie responsable de dégats importants sur les cultures

de la tomate,
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2. Fusariose vasculaire du palmier dattier (Bayoud) :

2.1. Géneralité :

Le palmier dattier (Pheenix dactylifera L.) est une plante dioique, monocotylédone,
appartenant a la famille des Arécacées , anciennement palmaceae (Dransfield et al;2008), qui
comprend 200 genres et plus de 2500 espéces .Cette plante est cultivé depuis plus 4000 ans ,
le genre comprend environ 14 especes réparties dans le désert, zone tropicale et subtropicale
du globe ( Moussouni et al , 2013; Gros-Balthazard,2013; Al Antary et al . 2015 El
Kinany et al . 2017 ., Bentrad et al .,2017 ).

Le palmier dattier (Pheenix dactylifera L) malgré sa résistance a tous les facteurs abiotique
est menacé par la fusariose vasculaire (le Bayoud), une maladie cryptogamique causée par le
champignon tellurique Fusarium oxysporum f.sp .albedinis (Killian et Maire 1930). Cette
maladie est la plus destructive et la plus menagante dans I'Afrique du nord. Elle est répandue
surtout au Maroc et dans une grande partie des palmeraies de 1’ Algérie (Djerbi,

1982).
v" Classification :

La nouvelle classification taxonomique basée sur la phylogénie moléculaire selon

(Debourgogne ,2013) est la suivante :

REgNE ..o Fungi

DiVSION.........cccoeovvnen.. ASCOMYCOLA

Classe......ccccovevveveeirrannenn, Sordariomycétes

Sous classe........ccoeevenennen, Hypocreomycetide
Ordre.....ccoeveeeiicieicins Hypocreales

Famille ..., Nectriaceae

GENME....oiiiiiee e Fusarium
ESpece......coovvviiiieies Fusarium oxysporum f.sp albedinis.

v’ Caractéristiques morphologiques:

Le Fusarium oxysporum f.sp. albedinis (FOA), appartient SISV INRICIDCHICIOmycees
(champignons imparfaits). Ces formes imparfaites sont caractérisées par un mycélium septé et
des conidies généralement unicellulaires situées sur des conidiospores; elles sont classées
dans le groupe des Moniliales (Lepoivre, 2003).

Est un champignon avec un mycelium aérien qui a une pigmentation variable
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(Blanchatre, rosatre, violette, mauve, orange, ou beige) qui est due a la formation d'une
multitude de spores en surface par des organes fructiferes (Sporodochies ,pionnotes, ) ,ainsi
qu'aux variations de la lumiere et du milieu de culture. (Messaoudi et al., 1989).

Il possede un mycelium cloisonné ,fin et régulier en culture jeune .il présente des cellules
hypertrophiées en chaine d'aspect globuleux en cultures agées ayant une grande ressemblance
avec les chlamydospores, mais sans épaississement de la racine .1l est caractériser par la
production des :

Les microconidies: Les microconidies de Foa sont sphériques ou allongeées,
legerement courbées, généralement unicellulaires, hyalines, de dimension variables dans une
méme culture (3-15x 3-5 pum).

Les macroconidies: sont fusoides a falciforme, pointues aux deux extrémités
ayantgénéralement 3 a 5 cloisons, mesurent (20 a 35 x3 a5 um) (Abdullah et al , 2010).

Chlamydospores : dans les cultures agées ou dans le sol, le Fusarium oxysporum f .
sp albedinis forme des chlamydospores , réguliéres soit globuleuse , a paroi lisse et épaisse ,
et leur taille varie de 6 a 20 um. Elles sont intercalaires ou terminales et sont isolées ou
groupées (Bulettin OEPP ,2003).

v' Caractéres physiologiques:
Ce champignon se développe bien sur le milieu PDA (Louvet et al, 1973). La croissance
débute a 7°C et demeure faible jusqu’a 12°C, devient rapide entre 21°C -
27,5°C et s’arréte a 37°C (Malencon, 1947).L’optimum de croissance du champignon in vitro
est obtenu a 28°C et la meilleure germination des microconidies est a 27°C (Bounaga, 1975).
Cet auteur montre que la croissance est faible entre les pH 8,5 a 9,7et rapide pour les PH 5 a
6.
Il est tres inégalement réparti dans le sol, il a été isolé entre 0 et 30 cm de
profondeur dans les sols des palmeraies infectées mais parfois il peut descendre jusqu’a 1 m
(Tantaoui, 1989).Concernant les conditions thermiques de culture du FOA, Elle se situe entre

21°C et 27°C et au-dela de 40°C le champignon ne se développe pas (Bounaga, 1975).

2.2Cycle de vie :
Le cycle de vie de Fusarium oxysporum f. sp albedinis est représenté en deux phase :

colonisation et parasitisme (Lemanceau et Alabouvette ,1993). Figure 1.
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Le Fusarium oxysporum demarre son cycle de développement en affectant le systeme
souterrain de I’hote (racines) avant de devenir systémique dans les tissus
conducteurs. Ensuite son développement est li¢ aux modalités d’interaction entre la
variété hote et la race de 1’agent pathogene (Mourichon, 2003).

En contact avec 1’hote et dés que les conditions sont favorables, et dans le cas
d’une interaction compatible d’une race sensible, les chlamydospores s’adhérent, germent
et pénétrent dans les tissus vasculaires des racines, a partir desquels le mycélium atteint la
tige et se ramifie au niveau des cellules épidermiques (Djerbi, 1983).

Arrivé au niveau du cylindre central, le parasite s’installe dans les vaisseaux du
xyleme (tissu conducteur) et le mycélium produit des microconidies qui sont transportées
vers le haut par la seve montante. Quand ce mouvement est empéché par une paroi
transversale, les microconidies germent, le tube germinatif pénetre dans la paroi et la
formation de microconidies reprend de l'autre c6té de la paroi. La mort de l'arbre
intervient quand le champignon atteint avec ses toxines le bourgeon terminal. Au cours de
sa progression, F.O. albedinis s'échappe du xyléme et colonise le parenchyme environnant
par un mycélium inter et intracellulaire, c'est ce qui donne plus tard la coloration brun
rougeatre caractéristique des arbres malades. Aprés la mort de l'arbre, le mycélium
continue & se développer dans les tissus morts et forme de nombreuses chlamydospores
dans les cellules du sclérenchyme ( Galiman, 1957; Louvet, 1977).

A Dextérieur, se forment des organes fructiféres a la surface des feuilles appelées
sporodochies et développent des macroconidies qui a leur tour contaminent d’autres
plantes, lorsqu’elles sont transportées par le vent, 1’érosion ou bien par les insectes (Jones

et Woltz, 1981).

Dans un hote résistant, cette progression est stoppée dans les cribles au niveau
desquels on observe des tyloses obturantes. Les modalités et intensités de réaction de
I’h6te sont variables selon les variétés. Généralement, dans le cas d’une résistance
marquée on observe une rapide mise en place des réactions de défense qui se traduisent

par un blocage de la colonisation systémique des vaisseaux du xyléeme (Mourichon, 2003).

Le dessechement de la plante résulte donc du blocage de la circulation de séve,
conséquence des différentes altérations du systéeme vasculaire (Tantaoui et al., 1996).

En général, les conditions favorables a une croissance rapide du palmier-dattier
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favorisent aussi le développement de la maladie. La température de croissance optimale
du pathogéne est entre 21 et 27,5°C ; la croissance reste importante a 18°C et a 32°C, mais
s'arréte a 7°C et a 37°C (Bounaga, 1975).

Apparnton des symptdmes
S los paimes Oe la couronne

moyenne

dans las fasceaux vasculaires

\ VIE SAPROPHYTIQUE

sof TIIITITT :;5 sof
Germmation ces ‘ k
chiamydospores en ’4 e — & bération et conservation
presence des racines de propaguies (Chlamydospores)

Figure 04: Cycle infectieux du Fusarium oxysporum f. sp. albedinis(Sedra, 1992).
2.3. Symptomes :

Le premier symptome externe de la maladie s'observe sue une palme de la couronne
moyenne, cette palme prend un aspect plombe et se desseche selon un processus trés
particulier. En effet, les folioles ou les épines situées d'un cété de cette palme se dessechent
progressivement du bas vers le sommet, et se replient vers le rachis. Ce desséchement gagne
ensuite les folioles du cdté opposé, progressant cette fois de haut en bas, et toute la palme
finit par se desseécher complétement et prend une couleur blanchétre. Ce symptdéme est a
I’origine du nom de la maladie bayoud dérivant du mot arabe «abyed » qui veut dire blanc, et
de la forme spéciale albedinis du Fusarium oxysporum responsable de la maladie, tiré du

latin albus (blanc).

La cote dorsale du rachis est marquée d'une strie brune longitudinale, qui avance de la
base vers I'apex de la fronde, et qui correspond au passage du mycelium dans les vaisceaux

vasculaire du rachis.
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Ensuite, la feuille va prendre une forme arquée, similaire a une feuille vivante, et
pend le long du tronc. Les mémes symptdémes apparaissent ensuite sur les palmes voisines,
puis l'attaque se généralise a I'ensemble du palmier entrainant sa mort au bout de 6 mois a 2
ans (Djebri 1988).

Figure 05 : Symptémes de Bayoud sur des pieds de palmier dattier (Lepoivre, 2007).

4. Importance économique de la maladie :

Le Bayoud provoque chaque année la mort de 4.5 a12% de la population phoénicicole
des palmerais infectées (Djerbi , 1983,1986).

Cette maladie n'a pas seulement provoqué la perte d'un aliment de base pour les
populations sahariennes, mais aussi la perte d'une source de revenus et de devises
indispensables a la vie quotidienne des oasiens. Elle a réduit considérablement étendue des
périmetres cultivés et a accéléré le processus de désertification. Par exemple, le Maroc qui
était un exportateur traditionnel des dattes, occupait le 3¢éme rang parmi les pays producteurs,
actuellement, il importe des dattes pour satisfaire le marché national. Dans la plupart des
oasis, plus de 50% des cultivars de bonne qualité dattiers ont été détruits au profit de la
prolifération des cultivars peu productifs produisant des dattes communes qui sont souvent
impropres a la consommation humaine. (Harrak et Chetto 2001).
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Ce phénomene entraine la disparition progressive des cultivars de qualité reconnus
mondialement et par voie de conséquence, une forte réduction de la densité des palmiers.
(Saaidi, 1979; Djerbi et al., 1986).

3. Les moyens de lutte contre les maladies fusarienne :

Les méthodes de lutte appliquées pour le contrdle des fusarioses et pourriture grise sont
généralement limitées. Comme c’est le cas pour I’ensemble des maladies parasitaires, il
n’existe actuellement aucun moyen réellement efficace pour controler totalement ces

maladies, les mesures de controle demeurent dans leur globalité d’ordre préventif (Rouxel et

al., 1979).
2.2. Lutte culturale :

D’apres Abadie et al., (1998), la lutte culturale se pratique par I’utilisation des cultivars
résistants, en pratiquant la jachere, réaliser des rotations de 5 a 7ans en assurant que le
précédent cultural est une légumineuse, tout en évitant 1’utilisation des grains et des plants

infestés.

Diminuer la croissance et la virulence du pathogéne en élevant le PH du sol par 1’ajout
d’amendement de chaux (Scott, 1923), et par le maintien d’une fertilisation azotée élevée

surtout sous forme de nitrates (Barna et al., 1985).

Et enfin I’inactivation de 1’agent pathogeéne en pratiquant la solarisation du sol, qui
consiste a couvrir le sol avec un film en plastique clair ce qui augmente la température jusqu’a
40° et 60°C, étant donné que les pathogénes sont généralement mésophiles, ces températures
leur sont nuisible (Anchisi et al, 1985).

2.3. Lutte physique :

Anchisi et al (1985) ont développé un traitement des racines avec de I’eau chaude de
48° a 49°C pendant 30 secondes. La stérilisation et/ou la solarisation ne sont pas des solutions

pratiques a long terme.
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2.4. Lutte chimique :

Elle consiste en I’utilisation de fongicides systémiques ou incorporés dans le sol comme
le Binomyl ou le capta fol qui sont des produits efficaces (Maw et kempton, 1973). La
fumigation avec le methyl Bromide qui a montré une efficacité contre la fusariose vasculaire
(Maw et Kempton, 1973).

Selon Touze et al (1979), il existe plusieurs inconvénients suite a 1’utilisation de ces

produits chimiques :

Apparition de souches résistantes difficiles a traiter.

Déséquilibre de la microflore du sol (élimination des microorganismes qui maintien
I’équilibre de I’écosysteme).

Pollution de I’atmosphére, de 1’eau et du sol.

L’intoxication des €tres vivants consommateurs des plantes traitées.

Codt élevé du traitement.

2.5. Lutte intégré :

C’est la réunion de toutes les méthodes précédemment cité pour lutter contre les
phytopathogénes a longue durée. Ces méthodes ne peuvent émerger que d’une meilleure
connaissance des mécanismes fondamentaux qui sont a la base des interactions entre les

plantes et leurs agents pathogénes (Corbaz, 1990).
2.6. Lutte génétique :

Afin de contréler la maladie, la lutte génétique exploite la diversité phyto-génétique. La
technique consiste a introduire au niveau des plantes des génes codant pour des protéines de
défense, ces plantes sont appelées : plantes transgénétique. Mais cette technique fut inefficace

car il y a eu I’apparition de nouvelles races plus virulentes du parasite (Henni, 1998).
2.7. Lutte biologique :

La lutte biologique est un ensemble de procédés exploitant la relation de concurrence ou
d’antagonistes existant entre vivantes y compris les champignons, en vue de minimiser ou de
limiter les dommages ainsi que 1’abondance des agents phytopathogénes sans nécessairement

les détruire par la suite (Alabouvette et al.,1986).
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Plusieurs chercheurs se sont intéressés aux micro organismes tels que les bactéries et les
champignons dans I’espoir de mettre au point un procéde de lutte efficace capable de limiter
la gravité des fusarioses (Alabouvette et al ., 1986).
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3- Caractérisations biochimique des souches bactériennes :

L’identification des souches bactériennes utilisées dans notre travail, est basée
essentiellement sur 1’é¢tude des caracteres suivants : recherche de I’oxydase, milieu TSI
(Triple Sugar Iron Agar), milieu mannitol — mobilité, milieu au Citrate de Simmons,

recherche des VP — RM, milieu urée-indole, quelques acides aminés et quelques sucres
- Mannitol Mobilité :

Le principe du milieu repose sur I'aptitude de certaines bactéries a fermenter le mannitol
(Virage au jaune).Ensemencer au moyen d'un fil de platine par piqdre centrale jusqu'au fond
du milieu Mannitol Mobilité. Incubation a 28°C pendant 24h.

e Virage de milieu en jaune : mannitol +.

e Milieu rouge : mannitol- (Sayad, 2008).

- TSI (Triple Sugar Iron Agar) :
Le but de ce test est de mettre en évidence cinq caracteres:
» Fermentation du Glucose, Lactose et Saccharose
* Production de Gaz
* Production d’hydrogéne sulfureux (H2S). (Lebres, 2004).

Ensemencé le milieu TSI a I’aide d’une anse stérile par des stries longitudinales au
niveau de la pente et par une piqire centrale dans le culot. Nous avons incubé les tubes
ensemencés a 28°C pendant 24 heures. La méthode utilisée pour les deux souches

bactériennes Sz0 et CH agés de 24h.
- Citrate de Simmons :

Le milieu Citrate de Simmons permet de mettre en évidence certaines bactéries qui sont
capables d’assimiler le citrate de sodium comme seule source de carbone et d’énergie. Ces

bactéries possédent un citrate perméase et les enzymes du catabolisme du citrate, ainsi qu’il
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posseéde un indicateur de pH « le bleu de bromothymol » dont il vire vers la couleur verte (a

pH acide) et en bleue (a pH alcalin).

La pente du milieu est ensemencee par strie longitudinale, réalisée a I'anse, a partir
d'une suspension de la culture solide en eau distillée stérile. Mettre a I'étuve pendant 7 jours
Apres incubation a 28°C pendant 24h, s’il y a une culture avec une alcalinisation du milieu
(virage de l'indicateur au bleu), la bactérie est de Citrate positive. S’il ya pas de culture et la

couleur du milieu inchangée, la bactérie est de citrate négatif (Carbonnelle et al., 1988).
- Urée-Indole :

Ce milieu synthétique permet de réaliser trois tests biochimiques qui interviennent dans la
différenciation et/ou dans 1’identification des souches bactériennes. Le milieu urée — indole

contient du tryptophane, de 1’urée et du rouge de phénol comme indicateur de pH.

La recherche de l'uréase consiste a constater l'alcalinisation d'un milieu contenant de

l'urée d'ou I'utilisation de milieu urée-indole.

L’indole est le métabolite terminal de la dégradation du tryptophane présent initialement
dans le milieu. Seules les bactéries indologénes permettent cette dégradation jusqu’a la
formation de I’indole. Ce dernier va réagir avec le réactif de Kovacks (acide nitrique nitreux)

pour former un anneau rouge surnageant (nitrose indole).

Ensemencement du milieu urée — indole avec la suspension bactérienne Sz et CH.
Aprés incubation a 28°C pendant 24h, nous avons ajouté quelques gouttes de réactif de

Kovacs. La lecture de I’indole est immédiate :
* Réaction indole positive : anneau rouge ou rose.

* Réaction indole négative : anneau brunatre. (Carbonnelle et al., 1988).
- VP (Voges-Proskaver) :

Nous avons ajouté les suspensions bactériennes Sz et CH dans les tubes de milieu Clark
et Lubs pour la réaction VP, puis incubation a 28°C pendant 24h. Ajouté 10 gouttes d’alpha
naphtol et le méme volume de potasse.En suite incliné le tube pour permettre une bonne
oxygeénation et on attend quelque minute a une heure. Lorsque le milieu devient rouge le VP+,

ou bien devient jaune VP- (Boukrouma, 2008).
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- RM (Rouge Méthyle) :

Le test RM met en évidence les bactéries produisant des acides organiques (éthanoique...)
par la voie des acides mixtes. Ensemencement des suspensions bactériennes Szo0; CH dans des
tube Clark et Lubs. Puis incubation a 28°C pendant 24h.Aprés, on ajoute 2 a 3 gouttes de
rouge de méthyle. La lecture est immédiate, si milieu rouge : RM+ ; Jaune : RM- .

- ADH (Arginine dihydrolase) :

La mise en évidence de cette enzyme est intéressent pour la caractérisation des bactéries.

Le role de cette enzyme est de libérer I’ammoniac a partir de 1’arginine.

Pour effectuer ce test on utilise les tubes de I’ADH (ce milieu contient un indicateur de
pH, le pourpre de bromocrésol), on ajoutant les suspensions bactériennes Sz0 et CH. Apreés
I’incubation a 28°C pendant 24h, si la couleur du milieu vire au jaune puis vers le violet ceci
indique la présence de I’enzyme et la dégradation de 1’arginine. Si elle reste jaune cela veut

dire que la bactérie est ADH négative.
- Hydrolyse de la Gélatine :

La gélatine peut étre incorporée dans un milieu de culture afin de mettre en évidence sa
dégradation par certaines bactéries possédant une gélatinase. Cette enzyme hydrolyse le

collagene en acides aminés ou peptides (Joffin et Lyeral, 2006).

Une quantite importante de la souche bactérienne Sz0 et CH a tester est ensemencée dans
un tube contenant de la gélatine. Apres incubation a 28°C pendant 24h, on a mis directement

le tube a 6 °C pendant 30 min et juste aprés on a fait la lecture :
- Si la gélatine a demeuré liquide, donc la souche bactérienne est gélatinase positive (+).

- Si la gélatine est devenue solide, donc la souche bactérienne est gélatinase négative (-)
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- Catalase :

Sur une culture bactérienne Sz et CH agée de 24heures, on instille quelles gouttes de
I’eau oxygéne a 10 volumes. La présence d’une catalase (catalase positive) se traduit par

I’émission de bulbes gazeux juste apreés contact selon la formule :

H202 »H20+1/2 02

- Test oxydase : test oxydase est a la base de I’identification des bactéries Gram,
négatives. Il permet de mettre en évidence une enzyme la phényléne diamine oxydase. Selon
la techniqgue de KOVACS (1956) il est réalisé en déposant un disque pré-imprégné par le
réactif N diméthylparaphényléne diamine, sur une colonie bactérienne agée de 24h. La lecteur
des résultats se fait immédiatement, une réaction positive se traduit par 1’apparition d’une

couleur violette au bout de 10 secondes.
- Tolérance au sel:

La détermination de la résistance des isolats bactériens Sz et CH a la salinité a été
effectué par I’ensemencement en stries des souches agées de 24 heures sur milieu de culture
Chapman. La lecture des résultats portant sur la présence ou I’absence de la croissance

bactérienne est réalisée aprés incubation de 24 & 72 heures a une température de 28°C.

Figure 07 : La galerie biochimique des suspensions bactériennes Szo; CH.
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Résultats et discussions

3. Caractérisations biochimique et physiologiques des souches

bactériennes :

La série des tests biochimiques effectués pour les deux souches bactériennes ont révelé

les résultats suivant:

» Sur le Mannitol-mobilité, les deux souches sont mobiles mais elles n’ont pas la
capacité a utiliser le mannitol.
» Sur le milieu TSI:

Dans les tubes testés par la bactérie CH nous avons observée la production
d’hydrogéne sulfureux (H2S) qui se traduit par une coloration noire de milieu donc c'est
(H2S +) avec( glucose +) car méme si la couleur du culot ne peut pas étre vue a cause du
noircissement du milieu , la bactérie est glucose (+),car s'il n'y avait pas consommation de

glucose la formation de I'H2S ne pourrait pas avoir lieu .

Aucun développement bactérien, ni changement de la couleur au niveau de la pente n’a

été observe cela signifie que la bactérie CH est Lactose (-) et saccharose (-).

Dans les tubes testés par la bactérie (Sz0), nous n’avons pas observé un changement de

couleur de milieu donc c'est H2S(-), glucose (-), saccharose (-) et lactoses (-).

Figure 17 : Test TSI des deux souches CH et Sxo.
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» Sur milieu citrate de Simmons, nous avons observe une coloration bleu et il y a eu
alcalinisation du milieu (virage de l'indicateur au bleu), ceci explique la capacité des
bactéries a se développer en utilisant le citrate de sodium comme seule source de
carbone donc les souches CH et Szo possedent la citrate-perméase, (Citrate de
Simmons +).

» Sur milieu Urée-Indole nous avons observee la formation d’un anneau rose qui vire

vers rouge dans la partie supérieur de milieu ce que signifie une réaction positif (+).

. Résultats
Témoins

Figure 18 : Résultats du test urée indole des deux souches CH et Szo.

> Sur le milieu Clark et Lubs, La souche CH présente une réaction négative via le
rouge de Méthyle (RM-), et présente une réaction positive via le Voges Proskauer
(VP+).
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Contrairement a la souche Szo, cette derniére elle présente une réaction positive
via le rouge de Méthyle (RM+), et une réaction négative via le VVoges Proskauer (VP-

)-

RM

Figure 19 : Réactions de RM et VP.

» Pour Arginine dihydrolase (ADH), nous avons observer un changement de couleur de
milieu Moller qui vire au jaune puis vers le violet, ceci indique la présence de
I’enzyme et la dégradation de 1’arginine.qui présente une réaction positif (ADH+) pour

les deux souche CH et Sx.
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Figure 20 : Test ADH des deux souches CH et Sy

> Les deux souches ont montré une réaction positive sur milieu gélatine aprés avoir

observé que la gélatine a demeuré liquide donc les bactéries posséde les gélatinasses.

Figure 21 : Test gélatine des deux souches CH et Sy,
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> En contact des souches bactériennes CH et Sy avec de 1’eau oxygénée nous avons
observé des bulles gazeuses, ce sont des catalase positive (+).
Pour la Tolérance au sel: Les deux souches bactériennes CH et Szo ont montré une
inaptitude totale a croitre et a se développer sur milieu Chapman, ce qui explique
qu'elles sont incapables de tolérer le sel.
Teste oxydase : Les disques d’oxydases déposées sur les souches bactériennes CH et
S20 prennent une teinte violette. ce qui signifie que les deux souches sont oxydasse
positive.
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Tableau 03 : Caracteres physiologiques et biochimiques des deux souches B1 et B2

(CH et S20).
\ CH S20
Bactéries Teste
Mannitol-mobilité Mannitol- Mannitol-
Mobilité+ Mobilité +
Citrate de Simmons + +
TSI H2S+ H2S-
Lactose- Lactose-
Saccharose- Saccharose-
Glucose+ Glucose-
L'urée indole + +
Clark et Lubs RM- RM+
VP+ VP-
ADH + +
Gélatine + +
Catalase + +
CHAPMAN + +
Oxydase + +
KOH + +
Coloration de Gram

(+): réaction positive.

(-):réaction négative.
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D’apres les résultats obtenus les souches ont montré une certaine stabilité des
caractéres culturaux et biochimiques ce qui confirme la pureté des deux souches, et leur
appartenance au genre Pseudomonas.

Les souches testés CH et S20 sont Gram - négative, mobiles mais elles n‘ont pas la
capacité a utiliser le mannitol, elles utilisent le Citrate de Simmons, leurs catalase est
positive.

La production de pigments fluorescents a été observée chez les deux souches, cette
production est une spécificité des Pseudomonas Fluorescents qui se distinguent visuellement
des autres Pseudomonas par leur aptitude a produire un pigment jaune-vert soluble dans I’eau
(Palleroni, 1984).

6. Interpreétation :

Nos résultats montrent que les rhizobactéries étudiées produisent des sidérophores, et
jouent probablement un r6le majeur dans la promotion de la croissance des plantes. Ces

bactéries sont par conséquent bénéfiques aux plantes.

Djibaoui et Bensoltane (2005) rapportent que Pseudomonas fluorescens sécrete des

pyoverdines pour couvrir ses besoins essentiels en fer.

En plus, Radzki et al. (2013) ont constaté une meilleure croissance de plante de tomate
traités par une culture bactérienne ou le surnageant de la souche CHAO de Pseudomonas

Flurescents productrice de quantités élevées de sidérophores.

Les sidérophores microbiens peuvent stimuler directement la croissance des plantes en
augmentant la disponibilité du fer dans le sol entourant les racines ou indirectement par
inhibition compeétitive de la croissance des pathogénes des plantes en piégeant le fer et le
rendant moins disponible pour les agents pathogenes (Fgaier et Eberl, 2011).

En ce qui concerne la production de I’acide cyanhydrique, les souches Sz et CH
produisent d’une maniére importante I’HCN pourrait jouer un réle important dans la

protection des plantes contre les champignons telluriques phytopathogénes. Elles sont, utilisée
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comme agent de biocontréle, colonisant les racines et protégeant de nombreuses plantes des

maladies causees par les champignons telluriques (Ramette et al, 2003 ; Jousset et al, 2006).

La souche CHAO productrice de HCN, produit aussi une molécule ayant des
caractéristiques du phloroglucinol (Benlarbi et Taleb, 2013). Cette bactérie pourrait jouer un
role dans la protection des cultures de blé car il a eté démontré que le HCN et le 2,4-
diacétylphloroglucinol, produits par les bactéries, jouent un rdle important dans la suppression

de la pourriture noire du tabac causee par Thielaviopsis basicola (Nadeem et al, 2012).

Les bactéries testées sont considérées comme favorisant la croissance des plantes. Elles
produisent des métabolites secondaires comme les sidérophores et I’THCN. Selon Rajkumar
et al. (2006), le maximum de stimulation de croissance par Pseudomonas sp. peut étre attribué

a la production de sidérophores et ’HCN.

Le test d’antagonisme in vitro des souches bactériennes Pseudomonas spp fluorescence
S20 et CH vis-a-vis de deux isolats Fusarium oxysporum f.sp Albedinis FOA et Fusarium
oxysporum f.sp Lycopersici FOL par la technique de confrontation directe et indirecte, nous a
permis d’estimer le potentiel inhibiteur des bactéries vis-a-vis les deux souches fongiques
phytopathogénes utilisés. Cette évaluation a révélé des intensités inhibitrices variables selon

la souche antagoniste. Et selon le milieu de culture et 1’agent pathogene.

Le pouvoir antagonistes des Pseudomonas spp. Fluorescents lié essentiellement a leur
capacité de synthétiser abondamment des pigments fluorescents. Selon Misaghi et al, (1982)
qui en étudiant ’action antagoniste des Pseudomonas fluorescents sur les Fusarium
oxysporum a montré une corrélation entre la quantité de pigment fluorescents et le pouvoir
antagoniste de ce genre de bactérie, plus la quantité de ces pigments est importante plus
I’antagonisme est accentué. Ce résultat semble confirmer celui obtenu par les bactéries Szo et

CH. La meilleure activité inhibitrice a été obtenue sur milieu King B.

L’activité antagoniste dépend non seulement des souches bactériennes testées, mais
aussi de la composition du milieu de culture (Digat, 1992). Le milieu de culture influence sur
I’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).
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Sur le milieu KB, le principal mécanisme mis en cause dans 1’effet antagoniste des
souches de Pseudomonas spp. Fluorescent (Sz20; CH) pourrait étre liée a la synthése des
sidérophores qui chélate les ions de fer trivalent, suite & 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 pathogenes. Les pigments fluorescents sont synthétisés en

grande quantité dans des conditions de cultures carencées en fer (Meyer, 1977).

Nos résultats ont révélé également des activités antagonistes chez les souches
bactériennes dans le milieu PDA. Ces résultats suggerent que ’activité antagoniste exhibée
par les différentes souches sur le milieu, n’est pas due a 1’action des sidérophores, car le
milieu ne favorise pas la production des pigments fluorescents. Nous pouvons attribuer
I’activité antagoniste exercée a la production d’autres métabolites secondaires. Plusieurs
modes d’action peuvent avoir lieu simultanément ou séparément. Nous pouvons supposer que
la bactérie a diffusé des antibiotiques dans le milieu qui ont inhibé la croissance du pathogéne.
Nous supposons aussi une possible émission, par la bactérie, de substances volatiles. Mais les

mécanismes d’antagonisme chez le groupe des Pseudomonas fluorescents sont trés nombreux.

En effet, des taux d’inhibition appréciables ont été enregistrés dans les deux milieux,
dépassant parfois les 50% dans milieu PDA et les 65% dans milieu King B, ce qui confirme le
haut pouvoir antagoniste des deux souches.

Les résultats de la confrontation indirecte, ont révélé que les deux souches testées
présentent un effet antagoniste contre les deux champignons phytopathogénes. Moore-
Landecker et Stotzky (1972) ont montré que certaines bactéries produisent des substances
antibiotiques volatiles qui inhibent fortement la croissance et la sporulation de plusieurs
champignons phytopathogénes.

D’aprés les résultats obtenus de la confrontation indirecte, la souche bactérienne CH
présente un taux d’inhibition <20%, par contre le taux d’inhibition de la bactérie S2o varie
entre 24% et 39%. Dans le méme ordre d’idées Hmouni et al. (1999) avait rapporté que
certaines bactéries sont plus actives via la libération des substances volatiles que diffusible et

Vis versa.
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Les pourcentages d’inhibition des souches Pseudomonas sp est moins élevés, ceci
montre que 1’action des composés volatiles sur la croissance des champignons utilisés est
moins importante que lors de la confrontation directe. Tripathi et Johri (2002) ils n’ont
constaté que les composés volatiles antifongiques produits par des Pseudomonas fluorescens

ayant un pouvoir antifongique moins important que leurs produits diffusibles.
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Conclusion

L’¢étude morphologique et biochimique ont permis de confirmer que les deux souches
utilisés sont du groupe Pseudomonas spp. Fluorescents. Les souches bactériennes testées ont
montré une production importante de pigment fluorescent donc elles synthétisent les
sidérophores. En ce qui concerne la production de 1’acide cyanhydrique, les deux souches
bactériennes sont capables de produire de I’THCN d’une maniere importante en présence de

glycine apres 72h d’incubation.

Les résultats de I’essai de I’antagonisme microbien in vitro ont révéelé une inhibition de
la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici et de Fusarium oxysporum
f.sp. albedinis par les souches bactériennes de Pseudomonas sp. Fluorescent (S0 et CH) en

confrontation directe et en enregistrant des taux d’inhibition supérieurs a 20%.

Egalement, nous avons constaté un ralentissement de la croissance mycéliennes des deux
isolats fongiques FOA et FOL en présence indirecte des souches bactériennes (confrontation
indirecte) en enregistrant des taux d’inhibition qui varient de 16,66% a 39,96%. Cela prouve
que les souches bactériennes utilisées sécrétent des substances volatiles capables de stopper a

distance le développement des isolats fongiques.

L’activité antagoniste a été plus marquée sur milieu King B avec des taux d’inhibition

assez importants de 69,49% par rapport au milieu PDA avec un taux de 52,02%.

Cette forte activité inhibitrice des souches bactériennes sur milieu King B peut étre
justifiée par la capacité de ces souches a produire les sidérophores dans un milieu carencé en

fer tel que le milieu King B.

Nous avons enregistrées également des activités inhibitrices sur milieu PDA. Cette
activité peut étre liée a I’implication d’autres mécanismes a effet toxique tel que la production

d’antibiotique ...etc.

Les résultats obtenus confirment que les souches bactériennes testées sont capables de
synthétiser des metabolites toxiques et ainsi d’assurer une inhibition des pathogénes
fongiques in vitro. Il est intéressant de poursuivre des essais d’évaluation des potentialités de
bioprotection chez les souches bactériennes a travers des applications in situ en interaction

avec les espéces végétales vis-a-vis des agents pathogenes.
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Les Annexes

Les milieux de culture :

Annexes.01 : Milieu King B (King et al ; 1954).

PePLONE.....coviiiiiiiie e 209
GIYCErol.......cooviiiiiie, 15

K2 HPOA......coovvoeeeoeeeeeeeeeeee e, 159
MG SO4.....ooiiiee 159
AQar -Agar.. ..o 209
Eau distillée g.5.0...cccccevevrevieiirennene, 1000 ml

Ajuster a un PH=7,2. Autoclavage a 120°C pendant 20mn

Annexes.02 : Milieu Chapman

Extrait de viande...........ccccooveveeieiieiicenn, 19
NACL....coiie 759
PEPLONe......ooieii 209
Mannitol.........ccoviiiiie 10g
GEIOSE. ...t 20g
Rouge de phénol............cccovvevviieiicceee, 0.25g

Eau distillée g .S.p..cceevecieiieiecieceee e 1000ml



Annexes.03 : Milieu Mannitol de mobilité (Gardan et Luisetti, 1981).

®  Peptone ..o 20g

e Nitrate de Potassium ...........cooiiiiiiiiiiiiii e, g

o Mannitol .....o.iiii 2g

e RougedePhénl............coooiiiiiii 40g

0 GlOSE. ettt 4g.

o EBaudistille §.S.q cvovvvieiii i 1000Mml

Ajuster a un PH=8,1. Autoclavage a 120°C pendant 20mn

Annexes.04 : Milieu Citrate de Simmons (Garden et Luisetti, 1981).

e Sulfate de magnésium (Mgs04).......ccccvviviiiiiiiinnin... 0,2g
e Ammonium dihydrogenophosphate.......................... lg

e Phosphate dipotassique ..........ccevviiiiiiiiiiiiiiienan, lg

o Citrate de Sodium...........ccoviiiiiiiiiiii 2g

e Chlorure de Sodium( Nacl) .............ooeviiiiiiiin.. S5g

e Bleu de bromothymol.......................ooiiLL, 0,08¢g

@ A AT 20g

e Faudistillée q.8.q .covvvvveiiiiiii 1000ml

Ajuster a un PH=6,6. Autoclavage a 120°C pendant 20mn

Annexes.05 : Milieu de Gélatine (Garden et luisetti, 1981).

o Extraitdelevure .............oooiiiiiiiiiiiii 3g

®  Batériopeptone.......c.oovuiiiiiiiiiiii e S5¢g

®  GRlAtINE. ... oot 120g

o Faudistillée q.8.q oovvriiiiiiii i 1000ml.

Ajustez a un PH = 6.8. Autoclavage 120°C pendant 20 mn.



Annexes.06 : Milieu de Clark et lubs (Marchl et Bourdon, 1982).

e Peptone trypsique ou polypeptone............ccoeeviiiiiinnnn... 5a7g
@ GIUCOSE. ..ttt e e e S5¢g

e Phosphate bipotassique (K2PO4)...........ccoiiiiiiiiiiiin.. S5¢g

o FEaudistillé q.8.q..covvviiiiii e, 1000ml

Ajuster a un PH=7,2. Autoclavage a 120°C pendant 20mn

Annexes.07 : Milieu TSI (Garden et Luisetti, 1981).

@ PePIONE ..ottt 20g
o Extraitde viande.............ooiiiiiiii 3g

o Extrait de levure .........oooiiiiiiiiiii i 3g

o Chlorure de Sodium..........coooiiiiiiiii e, S5g

O CHtrate fRITIQUE ....vieieitt ettt e 0.3g
e Thiosulfate de Sodium ..........oooiiiiiiiiii 0.3g
L B 101 (01 T 10g
®  SACChArOSe. .. ..ottt 10g

®  GIUCOSE vttt ettt e e g

e Rougede Phénol ..o 0.5g
O AQAN mA AL s 2g.

Ajuster aun pH =7.4

Annexes.09 : Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Jonsthon et booth, 1954).

®  POMME A€ LI . ..uvtentte ettt e e e e 200g
o DextroSe(0U GIUCOSE). .. uuiitiiie e e e ee e 20g
LN T T 20g

o Baudistillée......oooooiiiiiii 1000ml.



Annexes.10 : Milieu HCN (Cyanure d’Hydrogéne) (Scheele, Gay-Lussac, 1782).

e Préparation de la solution d’acide Picrique a 0,5%
e Carbonate de sodium a 2%

e Milieu King B additionnée de 4,4g/l Glucine.

e FEaudistillée ...q.S.p.ccocvevveennennnn... 1000ml.
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