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Introduction générale

Tout au long de leur cycle de vie, les plantes et les agents pathogénes interagissent avec
une grande variété d’organismes ; ces interactions peuvent affecter la santé des plantes d’une
maniére positive et/ou négative (Corbaz, 1990 ; Nakkeeran et al., 2005). L’inquiétude envers
les maladies phytopathogénes devient de plus en plus grave du fait de 1’extension des cultures
intensives (Seitz et al., 1982 ; Alderman et al., 1996). On estime que pres de 50% de la
production agricole mondiale est perdue avant et apres la récolte.

La tomate (Solanum lycopersicum) fait partie de la grande famille des solanacées est considérée
comme premier légume apres la pomme de terre et deuxieme ressource alimentaire mondiale
apres les céréales. Elle est adaptée a des conditions de culture trés variés et destinée a la

consommation en frais ou a la transformation industrielle (Causse et al., 2000).

D¢s la levée et pratiquement jusqu’a la récolte, la production de tomate est confrontée
a plusieurs problémes majeurs notamment d'ordre phytosanitaire, parmi les différents bio-
agresseurs de cette plante, les champignons phytopathogénes occupent la premiere place dont
le Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici agent de la fusariose vasculaire de la tomate. Cette
derniére est parmi les maladies les plus graves et les plus fréquentes, provoquant des pertes
appréciables dans les cultures. En fait, la tomate est tres sensible a ces microorganismes mais
des rendements acceptables peuvent étre obtenus si 1’on pouvait réduire les pertes dues a ces
bio-agresseurs en utilisant des moyens respectueux de I’environnement et de la santé du
consommateur.

Pour faire face a ces problémes, des solutions alternatives sont donc recherchées. De
nouvelles stratégies biotechnologiques ont pour but d’introduire des microorganismes
bénéfiques afin de stimuler les capacités défensives naturelles des plantes et d’interférer avec
les mécanismes employés par les bioagresseurs. La compréhension des bases moléculaires des
systemes de defense des plantes et des stratégies des attaques microbiennes a ouvert de
nouvelles voies pour une agriculture durable et plus respectueuse de I’environnement (Gust et
al., 2010).

Le contrdle biologique des maladies telluriques par 1’introduction de microorganismes
bénéfiques dans la rhizosphére est proposé comme une solution de rechange ou complémentaire
a I’utilisation des produits chimiques de synthese. Certaines bactéries associées aux plantes
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria) ont été exploitées comme des inoculants pour
I’induction de la résistance systémique chez les plantes, le biocontréle, la biofertilisation et la

phytostimulation (Choudhary et al., 2009). Parmi ces bactéries les Pseudomonas spp.

1



Introduction générale

Fluorescents font I’objet d’une attention particuliére, un groupe de bactéries treés répandues et
diversifiées qui colonisent de nombreuses niches écologiques et dont quelques grammes ou
milligrammes/ha suffisent pour I’amélioration du rendement (Raaijmakers et al., 1995). Elles
sont connues comme promotrices de la nutrition et la croissance des plantes par la solubilisation
de minéraux comme le phosphore ou par la production de sidérophore. Elles peuvent modifier
la morphologie et la physiologie racinaire par la production de régulateurs de croissance. Elles
peuvent également augmenter le niveau de résistance des plantes aux maladies diverses grace
a leur activite antagoniste vis-a-vis de pathogenes (Lemanceau, 1992). Pour la majorité d’entre
eux la production des métabolites secondaire tels des antibiotiques, constitue le mécanisme
primaire de biocontr6le (Waller et Thomashow, 1993). Aussi des études ont démontré que
la glycine est le précurseur métabolique immédiat du HCN chez les protéobactéries incluant
Pseudomonas sp. (Blamer et amp; Haas 2000)

Notre étude consiste a mettre en évidence la capacité des souches CH et S20 a
produire 1’acide cyanhydrique dans le milieu King de B additionné de la glycine. Un essai est
réalisé en microcosmes afin de pouvoir évaluer I’aptitude rhisosphérique des souches
bactériennes.

Egalement, une ¢étude sur ’effet antagoniste des souches bactérienne S20 et CH de
Pseudomonas spp. Fluorescents) vis-a-vis Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici agent

pathogene de la fusariose vasculaire, a été effectuée par des essais réalisés in situ.
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Chapitre | Interaction Plante- microorganismes-sol

1 Rhizosphere et les bactéries rhizospheriques

Le sol est la partie superficielle de 1°‘écorce terrestre, plus ou moins tendre et friable, qui
est le résultat de 1‘action conjuguée des altérations des roches méres du sous-sol et de la
décomposition de la matiére organique sous l‘effet de divers facteurs (climats, nature de la
roche mére, activité biologique...) (Bouras., 2014). Il existe une zone ou les relations entre
plantes et microorganismes sont particulierement actives ; c’est la rhizosphére.
Le terme « rhizosphere » dérive d’un mot grec « Rhizo » =racine et « Sphere » = champs
d’influence (Morgan et al., 2005). Il a été utilisé la premiére fois en 1904 par le microbiologiste
et agronome bavarois Lorenz Hiltner pour designer la zone du sol influencée par les racines et
leurs microorganismes associés (Garbaye, 2013).
La rhizosphére est la fraction du sol qui entoure les racines des plantes qui est sous l'influence
des exsudats racinaires, c’est le lieu d‘interaction entre le sol, la plante et les
microorganismes qui s’étend de quelques micromeétres a plus de 2 mm en dehors de la surface
racinaire (Kennedy et de Luna, 2004).

La rhizosphere est divisée en trois zones ; I'endorhizosphére (la partie de I'endoderme,
le cortex radiculaire et I'espace apoplastique entre les cellules) ; rhizoplan (la surface de la
racine) ; et ectorhizosphére (la zone s'étendant du rhizoplan au sol en vrac) (Mcnear, 2013).

ENDORHIZOSPHERE

4 B
Poil absorbant

RHIZOPLAN
Stéle (xyléme et phloéme)

Endoderme
ECTORHIZOSPHERE Cortex
Mucigel Epiderme
(mucilage végétal Coiffe

et nucrobien)
Sol :
thizosphénque e—— e ¥
Exsudats _{. <
Mucilage végétal

Cellules mortes de
la coiffe

Figure 01 : Représentation schématique des zones de la rhizosphére (Lepinay., 2015).
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La rhizosphére est composée du sol, d'eau, de dépdts (exsudats et mucilages) et
Microbiotes (bactéries, champignons, algues). Le pH est un facteur abiotique qui conditionne
et caractérise le fonctionnement de la rhizosphere, sa valeur entrainer l'inactivation des
enzymes présentes dans les micro-organismes et perturber la fixation des minéraux nutritifs.
D'une autre part, I'eau joue un role important dans les interactions rhizosphériques, liée
directement a la porosité du sol et son potentiel est contrélé par les micro-organismes qui
améliorent I'aération et la capacité d'infiltration du sol. En relation aux dépots, les plantes
libérent des produits photosynthétiques de faible poids moléculaire par leurs exsudats radicaux,
qui favorisent la diversité et la croissance microbiennes dans la rhizosphére. Ces composés
organiques attirent les micro-organismes a la surface des racines et fournis une source de
nourriture et d'énergie.

Certains de ces micro-organismes, principalement des bactéries, sont capables de
coloniser efficacement les systémes racinaires de maniere bénéfiques de la plante. Ces bactéries
de la rhizosphere sont alors reprises sous le terme Plant Growth Promoting Rhizobacteria
(PGPR) provenant de 1‘anglais « Plant Growth Promoting Rhizobacteria" désigne les bactéries
qui exercent un effet bénéfique sur la croissance et le développement des plantes par différents
moyens (Abnatura., 2013).

Dans les dernieres décennies, l'utilisation des PGPR est devenue une alternative pour
améliorer la production agricole (Vargas et al., 2009) peuvent coloniser les racines et exercer
des effets bénéfiques sur la croissance des plantes par différents mécanismes (Nelson, 2004).
Grace a leur pouvoir adapté aux conditions rhizosphériques et leurs mécanismes d’action
bénéfiques, ces rhizobactéries améliorent le développement des systémes racinaires,
augmentate la capacité d’absorption de 1’eau et des éléments nutritifs (Siddiqui, 2003)
renforcement des capacités défensives des plantes contre les maladies, elles affectent
positivement la levée des semences et améliorent le rendement des cultures. Parmi elles,
nombreuses souches appartiennent aux genres : Pseudomonas, Mycobacterium, Micrococcus,
Bacillus, Achromobacter, Erwinia, Agrobacterium, Flavobacterium, Rhizobium. Egalement les
bactéries du genre Pseudomonas spp. Fluorescents présente un groupe hétérogéne bénéfiques
de la rhizospheére (Soltani, 2010).
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2 Geénéralités sur les Pseudomonas spp. Fluorescents

Les Pseudomonas spp. Fluorescents, sont des bactéries, saprophyte, ubiquistes
particulierement abondantes dans les sols au niveau des rhizosphéres, sur les végétaux et dans
I’eau. Elles posseédent plusieurs caractéristiques intrinseques qui les rendent particuliérement
intéressantes pour une utilisation comme agents de lutte biologique.

Les Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif, batonnets, droits et fins ou
Iégerement incurvés, de 0,5 a 1,0 um de diamétre sur 1,5 a 5,0 um (ou plus) de longueur, non
sporulés, mobiles grace a un ou plusieurs flagelles polaires « ciliature polaire » (Garrity, 2005).
Elles se cultivent facilement au laboratoire et sont
capables d’utiliser de nombreux substrats hydrocarbonés comme sources de carbone et
d’énergie.  Elles  présentent un type respiratoire  aérobie  strict et un
type métabolique chimio-organotrophe oxydatif et peuvent utiliser H, comme source d’énergie
et n’ont pas besoin de facteurs de croissance pour ce multiplier. Le genre Pseudomonas
comprend des especes fluorescentes qui ne se cultivent pas a 37°C alors que la température de
30°C convient a tous, pathogénes et saprophytes. Elle produisant des pigments spécifiques dont
les deux pigments les plus fréquents et caractéristiques sont la pyocyanine et la pyoverdine qui
sont solubles dans les milieux de culture. Les especes pigmentées sont par exemple : P.
aeruginosa produit les deux pigments, mais pouvant étre perdus par mutation. P. fluorescens,
P.putida, P.syringae, et P. cichorii produisent de la pyoverdine et P.aureofaciens : produit un
pigment jaune orange ou pourpre. Certaines souches sont apigmentées tel que P. alcaligenes,
P. stutzeri. (Martin, 2007).

3 Taxonomie des Pseudomonas spp. Fluorescents
Selon (Palleroni, 1984 ; Holt et al.,1994) les Pseudomonas sont classés :

Tableau 1 : Classification des Pseudomonas spp. Fluorescents

Phylum Proteobacteria

Régne Bacteria
Embranchement Prokaryota

Division Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas




Chapitre | Interaction Plante- microorganismes-sol

La classification des Pseudomonas spp. Fluorescents reste toujours controversée,
surtout dans le cas des especes présentant des biotypes ayant des caractéristiques taxonomiques
intermédiaires entre diverses espéces connues. Parmi les diverses espéces qui constituent ce
grand groupe taxonomique on cite : Pseudomonas putida et Pseudomonas fluorescens que 1’on
retrouve majoritairement dans la rhizosphere qui se subdivisent respectivement en plusieurs
biovars. Pour cela la majorité des auteurs pour les designers, utilisent le groupe « Pseudomonas
spp. Fluorescents ou Groupe Pseudomonas flurescens-Putida (Defago et Haas et al., 1990)

4 Effets bénéfiques des Pseudomonas spp. Fluorescents

L’association des bactéries du genre Pseudomonas aux différentes especes végétales
cultivés induit deux types de réactions qui peuvent mener a une situation de déséquilibre
métabolique causant une maladie chez les plantes hotes sensibles ou alors a des interactions
mutualistes trés largement répandu parmi les bacteéries a effet PGPR, promoteur de la croissance
des plantes, via I’amélioration de la santé des plantes et I'induction de la résistance systémique
contre plusieurs agents phytopathogéene de sol par leurs actions antagonistes ce qui engendre
I’augmentation de rendement des cultures. D'autres effets bénéfiques ont été décrits sont
conférés pour leurs réle dans la dégradation de certaines substances xénobiotiques dans le sol.
4-1 Stimulation de la croissance des plantes

Les Pseudomonas spp. Fluorescents sont impliqués dans de nombreuses interactions
avec les plantes. De nombreux travaux font état d’une stimulation de la croissance des plantes
et du rendement des cultures apres bactérisation. Des études ont été réalisées avec des plantes
hotes et des conditions expérimentales variées. Il apparait clairement que 1’augmentation de
rendement, observée en conditions normales de production, est toujours inférieure a
I’augmentation de croissance des plantes cultivées en conditions controlées (Lemanceau.
1992). La sécrétion de certains régulateurs de croissance telle que les cytokinines, 1’ Acide-
Indole- Acétique (AIA), I’acide gibbérellique, 1’éthyléne, ont un effet important sur la
stimulation de la croissance des plantes.

Les Pseudomonas spp. Fluorescents ont la particularité de solubilisé certains éléments
nutritifs de sol comme le phosphore par la sécrétion d’enzyme phosphatase ce qui favorise
’augmentation de leurs concentrations sous sa forme assimilable HPO.? et H.POxs', cela
engendre une meilleure croissance des plantes. Comme elles peuvent étre stimulée par certain
métabolite améliorant 1’alimentation de plante telle que les sidérophores qui sont des molécules

chélatrices du fer.
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Aussi, certaines souches appartenant au groupe des Pseudomonas spp. Fluorescents,
semblent améliorer la germination des graines lorsque les conditions environnementales sont
défavorables. Ainsi, Kloepper et al, (1989), ont démontré que le taux de germination des
graines de colza, semeés dans un sol froid et battant, pouvait étre significativement augmenté
grace a I’inoculation préalable de ces souches. De méme Hofte et al (1991), ont enregistré une
augmentation significative du taux de germination de semences de mais soumises au froid apres
inoculation de deux souches de Pseudomonas Fluorescents. L’une d’entre elles a, de plus,
permis de maintenir le pourcentage de germination d’un lot de semences agé de 2 ans au méme
niveau que celui uniquement agé de 1 an.

4-2 Résistance Systémique Induite (ISR)

La résistance systémique induite ISR ou (Induced Systemic Resistance) est une réaction
de défense initiée par la plante suit a I’interaction avec certain rhizobactéries bénéfique telle
que les bactéries & Gram négatif les plus étudiées dans ce contexte qui appartienne au genre
Pseudomonas ou des bactéries Gram positive, elle peut stimuler le systeme immunitaire des
plantes et leur permettre une résistance contre certaines agressions causees par des organismes
pathogeénes.

Lors de ce phénoméne, des rhizobactéries peuvent conférer a la plante un certain degré
de protection a des attaques ultérieures par un phytopathogene via la stimulation de mécanismes
de défense systémique. Cette « immunité » s’initie suite a la perception par la plante de
molécules dites « élicitrices » produites par le microorganisme bénéficiaire. Ce phénomene fait
appel a la reconnaissance par 1’hote d’éliciteurs produits par 1’agent inducteur a I’émission d’un
signal requis pour propager 1’état induit de maniere systémique et a I’expression de mécanismes
de défense sensu stricto qui permettent de limiter la penétration du pathogene dans les tissus de
la plante.

Ainsi, la transmission du signal émis suite a la perception de 1’agent infectieux repose
sur différentes voies dans lesquelles 1’acide salicylique, I’acide jasmonique et 1’éthyléne jouent
unrole crucial (Glazebrook et al., 2003). Cependant, ces voies s’interpénétrent et agissent avec
d’autres mécanismes pour former un réseau de régulation modulable permettant a la plante
d’initier une réponse défensive spécifique en fonction de la nature du pathogéne, qu’il soit virus,
bactérie, champignon, insecte ou nématode (De vos et al., 2005).

4-3 Compétition pour I’espace et les nutriments
Dans certains cas, une réduction de la maladie peut étre associée a une colonisation

importante des racines par des rhizobactéries, qui peuvent aussi éliminer les pathogénes
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fongiques par une compétition qui s’exprime surtout par rapport au fer, élément indispensable
au métabolisme des organismes aérobies. La compétition pour I’espace et les nutriments est un
mécanisme biologique, présente l'interaction indirecte dans laquelle les pathogénes présents
dans la rhizosphere sont en concurrence les uns avec les autres pour la nourriture.
L’environnement de la rhizosphere est souvent limité en nutriments, et pour que les microbes
réussissent a coloniser et a survivre, ils occupent les sites ou l'eau et les nutriments sont
assimilables et sécretent des sidérophores qui ont une forte affinité avec le fer, en le rendant
moins disponible aux pathogénes et en inhibant leur croissance dans la rhizosphére d’une part
et favorisant celles des plantes d’une autre part.
4-4 Antibiose

L'antibiose est généralement la production des antibiotiques qui sont responsables de la
protection biologique contre les maladies, ils manifestent des propriétés antagonistes a
I’encontre de différents champignons telle que (Fusarium Alternaria, Cladosporium,
Diplodia, Helminthosporium, Pyricularia, Pythium, Rhizoctonia). La production
d'antibiotiques est un meécanisme extrémement efficace des rhizobactéries pour inhiber les
infections pathogenes dans la rhizosphere des plantes (Hakim et al., 2021). Les antibiotiques
sont des toxines de bas poids moléculaire produites par les communautés bactériennes qui
peuvent tuer et/ou empoisonner d'autres microbes. Cependant, plusieurs antibiotiques et des
toxines ont été identifiées a partir de la population bactérienne vivant dans la rhizosphere
(Tabassum et al., 2017).
5 Mécanismes d’actions

Les souches de Pseudomonas spp. Fluorescents influence sur la croissance d’une
facon directe ou indirecte par la réduction des maladies de sol par la sécrétion des régulateurs
de croissance tel que I’acide-indole-acétique, la synthese des antibiotiques et les siderophores,
elles facilitent aussi 1’absorption des nutriments (la solubilisation du phosphore).
5-1 La production des phytohormones

La production des phytohormones par les PGPR est considérée comme 1’un des
mécanismes les plus importants qui peuvent avoir des effets bénéfiques sur la croissance
végétale et le developpement des plantes (Moore, 2012). Ce sont des petites molécules de
signale produites en tres faible concentration, elles agissent comme des messagers chimiques
influengant les processus biochimiques, physiologiques et morphologiques dans les plantes
(Han et al., 2005 ; Kloepper et al., 2007 ; Martinez Viveros 1 et al., 2010). Les hormones

bactériennes stimulent le développement du systeme racinaire et la croissance globale de la
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plante grace a la grande sensibilité des racines aux hormones (Bashan et Holguin, 1997 ;
Vessey, 2003). 1l existe cing catégories des régulateurs de la croissance végétale : les auxines,
les gibbérellines, les cytokinines, 1’éthyléne et ’acide abscissique (Zahir et al., 2004).

5-1-1 Production d’acide-indole-acétique AIA

Les Pseudomonas spp. Fluorescents peuvent stimuler la croissance des plantes en
produisant de I'acide indole 3-acétique (AIA) (Patten et Glick, 2002), qui constitue une
hormone primordiale pour le développement des plantes et I'une des principales raisons de
I’augmentation du rendement (Khakipour et al., 2008). il joue un réle trés important dans
I’élongation des racines et dans la prolifération des poils absorbants (Spaepen et al., 2007). Il
implique dans l’initiation de la division des cellules au niveau des racines et de leurs
¢largissements. L’AIA est synthétisé a partir de I’indole et certains indices montrent que les
plantes peuvent le produire directement a partir du tryptophane (Raven et al., 2007), ainsi que
d’autres composés voisins, par un grand nombre de microorganismes rhizosphériques (Davet,
1996).

L’analyse du role de I’ATA montre que 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).

5-2 La production des antibiotiques

La synthése des antibiotiques est un mode d’action indirecte chez les Pseudomonas spp.
Fluorescents pour promouvoir la croissance des plantes. Ils consistent a éliminer les agents
phytopathogene d’origine telluriques par antibiose. Certaines de ces molécules sont de
véritables antibiotiques, qui jouent un rdle important dans I’inactivation des facteurs de
germination du pathogéne ou la dégradation de leurs facteurs de pathogénécité comme les
toxines (Benmati, 2014).

Des recherches ont été mises en évidence in vitro de quelques souches de Pseudomonas
spp. Fluorescents qui portent des genes impliquée dans la synthése des antibiotiques par
I’utilisation la technique de PCR. Ainsi, plusieurs métabolites a effet antibiotiques tels que : le
2,4- diacéthylephloroglucinol (DAPG), Les phénazines (PHZ), la pyrrolnitrine (PRN), la
pyolutéorine (PLT) et le Cyanure d’hydrogéne (HCN), la tropolone, I’oomycine, des

viscosinamides, des tiensines et des amphisines, ont été isolés a partir de ces bactéries.
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5-3 Le cyanure d’hydrogene HCN

Le cyanure d’hydrogéne HCN est une flavoprotéine membranaire qui catalyse la
formation de cyanure d’hydrogéne et de CO2 a partir de la glycine (La glycine est un acide
aminé considéré comme le meilleur précurseur de la production des cyanides chez les
microorganismes (Askeland et Morrison, 1983). Le cyanure d’hydrogéne (HCN) est un
métabolite secondaire produit par les protéobactéries impliqué dans la suppression d’agents
pathogenes (Laville et al, 1998). En effet La production d’HCN a été mise en évidence chez
plusieurs souches de Pseudomonas spp. Fluorescents (Askeland et Moeisson ,1983) dont la
souche CHAO, qui jouent un rdle important dans la limitation du développement des
pathogenes telluriques (O’sullivanet O’gana, 1992) et qui assure un role bénéfique pour la
plante par son effet antagoniste contre les maladies des racines (Defago et Haas, 1990).

La production d’HCN par les Pseudomonas est impliquée dans la suppression d’agents
pathogenes comme Thielaviopsis basicola, Septoria tritici et Puccinia recondita (Ramette et al.
2003). Le composé agit directement sur les cellules de I’agent pathogéne en bloquant le
cytochrome oxydase dans la chaine respiratoire. Cependant, en plus d’une activité protectrice,
le HCN peut également étre nocif pour la plante.

Au niveau de I’adaptation a la rhizosphére, la production d’HCN peut étre avantageuse
pour acquérir des nutriments. Par exemple, le HCN cause une augmentation de 1’exsudation
de nutriments par les tissus de la plante (Ellis et al., 2000). Comme il peut aussi contribuer a
I’acquisition de certains ions métalliques en formant des complexes avec ceux-ci (Blumer et
al. 2000).

5-4 Production des sidérophores

Les Micro-organismes ont la capacité de synthétiser des composés s’appropriant les ions
ferriques présents dans la rhizosphére et les rendent ainsi indisponibles pour les champignons
pathogénes entrainant ainsi une diminution de sa croissance. Bien que le fer soit lI'un des
minéraux les plus abondants sur terre. La quantité de fer soluble dans le sol est beaucoup trop
faible soit environ 10-18M a pH 7,4, Pour acquérir de facon efficace le fer, les bactéries ont
développé differentes stratégies de capture du métal qui dépendent de sa disponibilité dans
I’environnement, de sa nature (ionique, héminique), et de son degré d’oxydation (Schalk 1J.,
2013, Cornelis P et al., 2013). Lorsque le fer est en quantité limitée, les bactéries produisent et
sécretent des sidérophores. Ce sont des molécules de faible poids moléculaire, sécrétées par les
bactéries dans leur environnement et capables de chélater avec haute affinité le fer ferrique
Fe3+ (Crumbliss et al, 2002, Hider, Kong., 2010). Les complexes
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sidérophores Fe3+ sont ensuite récupérés par la bactérie grace a des transporteurs

membranaires spéecifiques (Hider, Kong., et al 2013, Schalk et al., 2012). Dans la bactérie,
la dissociation du fer de son chélateur nécessite en général une réduction du fer Fe3+ en fer
Fe2+ et une dégradation ou une modification chimique du sidérophores le rendant moins affin
pour le métal (Schalk 1J, Guillon L., 2013).

Cependant il existe une grande diversité de sidérophores bactériens avec plus de 500
chélateurs identifiés a ce jour, de structures chimiques différentes dont les pyoverdines qui sont
des sidérophores complexes, produites par les Pseudomonas fluorescens (Ravel et Cornelis,
2003). Ces composés améliorent 1’apport du fer a la plante. Les bactéries de la rhizosphére
produisent ces composés pour augmenter leur potentiel de compétitivité et leur activité
antimicrobienne. Les bactéries productrices de sidérophore renforcent la santé de la plante a
différents niveaux : elles augmentent la nutrition en fer, inhibent la croissance de
microorganismes par production d’antibiotiques et empéchent la croissance des
microorganismes phytopathogenes en limitant le fer disponible. Habituellement, ce sont les
champignons qui sont incapables d’assimiler le complexe sidérophore-fer, par conséquent,
leur croissance est inhibée par les bactéries productrices de sidérophore. De plus ces bactéries
interviennent aussi dans la diminution de ’utilisation des pesticides et des fertilisants par les
plantes (Khan et al., 2009 ; Solano et al., 2009).

5-5 Solubilisation du phosphore

La solubilisation des phosphates est 1’une des fonctions qui est devenue un sujet de
recherche en raison de son importance pour 1’agriculture. Le phosphore (P) fait partie des
trois éléments majeurs pour la croissance des végétaux. Il est impliqué dans les premiers stades
de développement de la plante, joue un réle primordial dans tous les processus métaboliques
majeurs dans les plantes y compris la photosynthése, le transfert d'énergie, la transduction du
signal, la biosynthese macromoléculaire et la respiration (Khan et al., 2010).

La solubilisation des phosphates est qualitativement évaluée en milieu Pikovskaya
selon la méthode décrite par Mehta et Nautial (2001) In Mezaache-Aichour (2012). Dans
notre environnement, le phosphore se retrouve sous deux formes majeures : Le
phosphore inorganique (Pi) et Le phosphore organique (Po). Cette réserve naturelle non
disponible ne permet donc pas de couvrir pleinement les besoins en phosphore des plantes.

75 a 90 % du phosphore contenu dans les engrais peut étre instantanement immobilisé
par les différents constituants du sol, et ne profitent ainsi pas a la culture en place. Les plantes

sont incapables d'utiliser le phosphate car 95 a 99 % de présents sous la forme insoluble,
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immobilisée et précipitée. Les plantes absorbent le phosphate uniquement sous deux formes
solubles : les ions monobasiques (H2POg4) et basique (HPO42) (Govind et al., 2015).

La solubilisation microbienne du phosphate joue un réle important dans la conversion
du phosphore insoluble en phosphore soluble, En effet, il a été démontré que certains
microorganismes du sol sont impliqués dans la solubilisation des phosphates insolubles. Cette
derniére se fait sous 1’action des acides organiques de faible poids moléculaire (Ahemad et
Kibret, 2013) et de différentes phosphatases (Glick, 2012) synthétisés par certaines bactéries
du sol appartenant aux genres : Azotobacter spp., Bacillus spp., Enterobacter spp., Erwinia
spp., Flavobacterium spp., Microbacterium spp., Pseudomonas spp., Serratia spp. Et
Rhizobium spp. (Bhattacharyya et Jha, 2012). La présence de ces bactéries dans le sol
augmente la quantité d'ions différents, I'un d'eux étant le phosphore qui, lorsqu'il est hydrolysé
par des enzymes, facilite la mobilité de cet élément dans le sol et le transforme en un composé

accessible pour la plante.

12



Chapitre Ii

_a fusariose vasculaire de la tomate



Chapitre Il La fusariose vasculaire de la tomate

1 La plante hote : Tomate (Lycopersicon esculentum Mill).

1-1 Historique et origine de la tomate

La tomate Lycopersicon esculentum Miller est une plante herbacée annuelle, appartient
a la famille des solanacées, cultivée pour son fruit, originaire des régions Andines cotieres du
Nord-Ouest de I’Amérique du Sud, dans une zone allant du Sud de la Colombie au Nord du
chili et de la cote Pacifique, aux contreforts des Andes (Equateur, Pérou).

Chaux et Foury (1994) arappellent que le genre Lycopersicon comprend neuf espéces,
dont une seule espece Lycopersicon esculentum sous sa forme sauvage ceraciforme (tomate
cerise) pourrait étre directement a 1’origine de nos variétés, a émigré vers le Sud de I’Amérique
du Nord. C’est au XVIeme siécle au Mexique actuel que la tomate a gros fruits a été découverte
et domestiquées en premier. Les indigénes I’appelaient « Tomati », ce nom provient d’un nom
Aztéque « Zitomate », ou ’ont trouvé les Conquistadors Espagnols lors de la conquéte de
Tenochtitlan (Mexico) par Hernan Cortés en 1519 (Boutoumou et Boumaza, 2016). Elle fut
introduite en Europe au XIVéme siécle par les Espagnols, Depuis le mi 16éme siecle, les
tomates ont été cultivés et consommeées en Europe du Sud, mais ils ne se sont pas répandues en
Europe du nord-ouest jusqu’a la fin du 18 éme siécle. Au 17¢éme siccle les européens ont
introduit la tomate a la Chine, au sud et I'Asie orientale et dans le 18éme siecle au Japon et aux
USA (Atherton, 2005).

1-2 Classification de la tomate

En 1753, le botaniste Linné Swidish 1’a nommé Solanum lycopersicon, mais 15 ans plus
tard Philip Miller a remplacé le nom donné par Linné avec Lycopersicon esculentum
(Valimunizigha, 2006).

Le nom du genre Lycoperessicom est un composite gréco- latin, il signifie « péche de
loup ». Le nom esculentum vient du latin, il signifie « comestible ». Selon Dupont et

Guignard, (2012) et Spichiger et al, (2004) la tomate appartient a la classification suivante :
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Tableau 02 : Classification de la tomate Dupont et Guignard, (2012) et Spichiger et al,

(2004).
Reégne Plantae
Sous-regne Trachenobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida.
Sous classe Asteridae
Ordre Solonales
Famille Solanaceae
Genre Lycopersicum
Espece esculentum Miller

1-3 Description botanique de la tomate

La tomate est une plante herbacée annuelle, appartenant au groupe des légumes-fruits est
caractérisée par :

e Racines

Forte racine pivotante qui pousse jusqu’a une profondeur de 50 cm ou plus. La racine
principale produite une haute densité de racines latérales et adventices (Shankara, 2005).

e Tiges

Les tiges sont vertes, épaisses aux entre-nceuds, poussent jusqu’a une longueur de 2m Elles
disposent de deux types des poils blanchatres : des poils simples et des poils glanduleux qui
contiennent une huile essentielle, qui donne lI'odeur de la tomate et la coloration verte.

e Feuilles

Les feuilles sont disposées en spirale de 15 a 50 mm de long et de 10 a 30 mm de large avec
un pétiole mesurant entre 3 et 6 cm de long. Les folioles sont ovées a oblongues, couvertes de

poils glandulaires.
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e Fruit

Le fruit de la tomate est une baie charnue, de forme globulaire ou aplatie avec un diamétre

de 2 a 15cm. En genéral les fruits sont ronds et réguliers ou cotelés.
e Graines

Les graines sont nombreuses : en forme de rein ou de poire, elles sont poilues, beiges, de 3
a5 mm de long et de 2 a 4 mm de large. L’embryon est enroulé dans 1’albumen. Mille graines

environ pesent approximativement 2,5 a 3,5 g (Naika et al., 2005).
e Fleurs

Les fleurs sont bisexuées, régulieres de 1,5 et 2 cm de diametre. Elles poussent opposées

aux feuilles ou entre elles. Le tube du calice est court et velu, les sépales sont parfois persistants.

1-4 Principales exigences ecologiques et climatiques de la plante
Le Lycopersicum esculentum Mill a des exigences particulieres envers les conditions de
I’environnement (sensibilité au froid et au gel, les vents chauds et la température élevée (Polese,
2007)

< Sol

La tomate pousse bien sur la plupart des sols minéraux qui ont une bonne capacité de
rétention de I'eau et une bonne aération. Elle préfere les terres limoneuses profondes et bien
drainées (Boutoumou et Boumza, 2016). La tomate tolére modérément un large intervalle de
valeurs du pH, mais pousse le mieux dans des sols ou la valeur du pH varie entre 5,5 et 6,8 et

ou I’approvisionnement stimule une bonne croissance (Shankara, 2005).

< Latempérature

La tomate demande un climat sec et frais, avec une température optimale variant de 21° C
a 24 °C pour fournir une bonne récolte. Par ailleurs les plantes peuvent supporter un certain
intervalle de températures, mais en- dessous de 10°C et au-dessus de 38°C, les tissus des plantes

seront endommageés dans ce cas.

15



Chapitre Il La fusariose vasculaire de la tomate

% Lalumiére

La tomate étant une plante exigeante en énergie lumineuse, il est donc important de
maintenir une longueur appropriée d’obscurité afin de contrOler sa croissance et son
développement. De plus, I’intensité de la lumicre affecte la couleur des feuilles, la mise et la
couleur des fruits (Cirad, 2002).

% Eau et humidité

La plante est trés sensible a I’hygrométrie, elle ne tolére pas les sols engorgés ni un taux
d’humidité élevé (plus de 80%) et une hygrométrie relativement ambiante de 60% a 65% est
la meilleure pour la fécondation. En effet, I’humidité trop élevée accompagnées de la chaleur
favorise le développement des maladies cryptogamiques. Il est essentiel de prévoir un apport
d’eau suffisant, le stress causé par une carence d’cau et les longues périodes arides fait tomber

les bourgeons et les fleurs et provoque le fendillement des fruits.

1-5 Importance économique de la tomate

1.5.1. Dans le monde

La tomate est le Iégume le plus consommeé dans le monde apres la pomme de terre, soit
frais soit apres transformation (Blancard 2009). La culture de la tomate est tres importante
dans le secteur économique vu son revenu et son importance nutritionnelle. Elle est cultivee
dans plus de 130 pays sur une surface avoisinante 2,5 millions Ha sous toutes les latitudes
dans des conditions trés variées.

Le 21 octobre 2021, les prévisions de transformation de tomate a 1’échelle mondiale
sont estimées a 38 708 (MT), dont 18774 (MT) proviennent des pays membres du WPTC
(World Processing Tomato Councel). (1)
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Figure 02 : Histogramme de Production de tomates transformées au niveau des pays membres
de I’AMITON : (WPTC 2021) (2019-2021) (1)

La production annuelle de tomate a été estimée a 1.1 million de tonnes contre 1.2 million de
tonnes en 2020, soit un rendement de 65tonne/ha. Au niveau de la transformation la
campagne 2021 a été cloturée par la transformation de 926 000 tonnes de tomates fraiches,
permettant la production de 138 mille tonnes de concentré de tomate, contre 145 000 tonnes en
2020. (1)
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Figure 03 : Courbe d’évolution de la transformation mondiale de la tomate (1990-2022)
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Suite aux derniers chiffres recueillis auprés des membres du WPTC (World Processing Tomato
Council) a la date du 03 Juin 2022, la production mondiale de tomates est estimée a environ
38,8 millions de tonnes soit prés d’un million de tonnes de moins que les prévisions initiales
de mars. (2)
1-5-2 En Algérie

La culture de la tomate en Algérie se place en seconde position apres la pomme de terre.
Elle occupe une place prépondérante dans I'économie agricole algérienne. La récolte et la
transformation de la tomate industrielle, notamment, battent tous les records, avec
une production globale de prés de 13 millions de quintaux (2019-2020) ; soit une augmentation
de 77% comparativement aux quantités réalisées a la méme période de 1’année précédente ou

la production avait atteint 7,2 millions de quintaux.

Cette forte production a permis de transformer plus de 5,3 millions quintaux de tomate,
avec une production de 471.780 quintaux en équivalent triple concentré de tomate (TCT) et
239.922 quintaux de double concentré de tomate (DCT) (Salim Benalia., 2020).

Cependant la production s'est élevée a plus de 23 millions de quintaux en 2021,
enregistrant une croissance de plus de 17%, ce qui a permis a I'Algérie d'assurer son
autosuffisance en double concentré et triple concentré de tomate, a indiqué un responsable du
ministere de I'Agriculture et du Développement rural. (3)
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Figure 04: les quantités produites de la tomate en Algérie (1989-2021)
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1-6 Principales maladies de la tomate

De la levée et pratiqguement jusqu'a la récolte, les cultures de la tomate sont sujettes a de

nombreuses maladies causees par divers agents pathogeénes tels que : les virus, les bactéries, les

champignons, les nématodes et les insectes etc.... (Causse et al., 2000) (Tableaux 3, 4, 5)

Tableau 03 : Les principales maladies bactériennes de la tomate (Snoussi, 2010).

Maladies

Symptémes et dégats

Agents causal

Chancre bactérien

Flétrissement uni latéral sur feuille,
suivi d’un desséchement total des
coupes longitudinales sur tige et
pétioles.

Sur fruits, se forment des taches

blanchatres.

Clavibacter
michiganensissubsp
michiganensis.

Moucheture
bactérienne

Sur feuillage : Apparition des taches
noires de contour irrégulie entourées
d’un halo jaune.les folioles se
desséchent et tombent

Pseudomonas syringae
pv. tomato.

Gale bactérienne

dessechement de folioles et la chute des
feuilles, Sur fruit, de petits chancres
pustuleux aspect liégeux.

Xanthomonas
compestrispv. vesicatoria
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Tableau 04 : Les principales maladies fongiques de la tomate (Causse et al, 2000 ; Naika et

al., 2005)

Maladies

Symptémes

Causees par

Anthracnose

Taches plus ou moins circulaires de 1 cm
avec un centre noiratre sur les fruits mars.

4

e

Colletotrichum coccodes

Mildiou

Légeéres taches foncées avec un point jaune

en leur centre sont visibles sur les feuilles

ayant parfois un développement centrifuge
et centripete.

Sur la face inférieure des feuilles les taches
sont blanches.

Les fruits se couvrent de taches brunes et
les feuilles flétrissent

Phytophtora infestans
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Verticilliose

Jaunissement en forme de V des feuilles de

bas en haut suivi d'un flétrissement avec un

Iéger brunissement des vaisseaux aprés une
coupe.

Verticillium albo-atrum

Alternariose

Téaches rondes et brunes avec des cercles
concentriques apparaissant sur les feuilles
avec un diametre de 1,5 cm.

Des grosseurs peuvent apparaitre sur les
tiges et les feuilles.

Les fleurs et les jeunes fruits tombent.

Alternaria solani

Flétrissure
fusarienne*

Jaunissement des feuilles de bas en haut,
apparition de racines avortées au bas de la

tig

Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici

Pourriture des
racines et du
collet

Brunissement des racines, de leur cylindre
central et des vaisseaux situés au niveau du
pivot et du collet, Flétrissement juste avant
la cueillette. Les feuilles hautes fanent
avant les feuilles basses avec une

Fusarium oxysporum f.sp
radicis-lycopersici
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décoloration jaune ou dorée. Les fruits n'ont
pas leur brillance normale.

Pourriture grise

Taches beiges en anneaux centriques en
plus des chancres gris beige légerement
déprimés avec un duvet grisatre constitué
des fructifications conidiennes du
champignon. Sur fruit, On observe une
pourriture molle avec affaiblissement des
tissus qui débute généralement au niveau
des sépales ou pétales desséchés.

Botrytis cinerea

Tableau 05 : Les ravageurs de la tomate (ZIRIS .2011).

Insectes et

ravageurs

Symptémes et dégats

Causées par

Nématodes a galles

Des galles sur les racines de plantes
attaquées .la tige rabougrit, les feuilles

jaunissent, puis la plante dépérit.

Meloidogyne
incognitochitwood.etM.arenar

iaNeal.

Acariens

La face inférieure des folioles devient
brune a bronzee .sur fruit, la peau
présente des craquelures.

Tetranychus(URTICAEKOC
HE,1836).et

T.cinnabarinus(Boisduval
,1867).
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Agrostissegetum
N I
octuetles (Oberdorfer,1938)
terricoles

Noctuelles des

Les jeunes chenilles dévorent le collet et
entrainent la mort de la plante.

Chlorideaarmigera

. Trialeuro des vaparariorum
Rabougrissement des apex et
développement de fumagine sur le miellat (Westwood,1856).et
Aleurodes produit par les larves, transmission des . )
Virus Bemisiatabaci
(Gennadius,1889).
TOCV, TICV et TYLCV.
_ Transmission du Hialestherobsoletus
Cicadelles
stolbur, mycoplasmose.
Liriomyzatrifolii(Burgess
,1880),L.strigata(Meigen,18
Mineuses Galeries dans le “|mb|e des feuilles agées 30) etTuta
ar les larves. .
g absolutaMeyrick.
Enroulement des feuilles, développement | Macrosyphoneeneuphorbiae
PuUCerons de la fumagine et transmission de virus.

(Buninge, 1985). Myzu

Spersicae (Sulze, 1776).

2 La fusariose vasculaire de la tomate

2-1 Généralité sur la fusariose vasculaire de la tomate

Les plantes de tomates peuvent étre victimes de plusieurs maladies fusariennes au

nombre desquelles figure la fusariose vasculaire. Cette pathologie a souche fongique et

particulierement dommageable, affecte la croissance végétative de la tomate. Egalement

appelée la flétrissure fusarienne (Fusarium wilt), elle est généralement observée sous les

climats tropicaux ou subtropicaux (Page, 2013).
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La flétrissure fusarienne est une maladie dévastatrice pour les cultures de tomate partout
dans le monde, elle est causée par F. oxysporum f.sp. lycopersici (FOL). Ce champignon
pénétre dans la plante par les racines envahit les tissus ligneux et provoque le jaunissement, la

flétrissure puis la mort de la plante.

Néanmoins, dans la mesure ou il existe aujourd’hui de nombreuses variétés résistantes
au F. oxysporum f.sp. lycopersici, ce pathogene ne représente plus un grand danger pour la

culture de la tomate.
2-2 Symptomes de la fusariose vasculaire sur tomate

La flétrissure fusarienne présente différents symptdmes internes ou externes sur les
différentes parties de la plante et pendant les différents stades de vie. Ce dernier évolue trés
rapidement, les parties des limbes touchés flétrissent comme par manque d’eau, c’est le
fletrissement rapide. Il provoque une décoloration du feuillage, s’ensuit d’un jaunissement
souvent sur a un coté d’une feuille, d’une branche ou une plante puis s’étend lentement de bas
vers le haut, jusqu’a ce que toute la vigne soit infectée. Les vignes brunir le long des nervures,
puis commence a flétrir a mesure que la maladie se propage. Au niveau de la tige de la plante
atteinte, une coupe longitudinale apparait dans la partie ligneuse et adjacente au cortex vert
montre une coloration brune, qui part du collet puis remonte unilatéralement. Ce flétrissement
est permanent, entraine un rabougrissement de la plante et les jeunes plantules peuvent mourir.
(Channel, 2021)

A : Jaunissement de plusieurs pétioles situés sur un des cotés du rachis foliaire

B : Jaunissement de plusieurs folioles situées sur un méme coté de la feuille
C : Symptome interne de la fusariose vasculaire de la tomate causée par Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Blancard, 2013).

Figure 05 : Symptomes de la fusariose vasculaire de la tomate causés par FOL (Blancard,
2009).
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2-3 L’agent pathogéne de la fusariose vasculaire “Fusarium oxysporum f.sp.
Iycopersici”

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici FOL, est un champignon pathogene du sol
responsable de la fusariose vasculaire, il a été isolé a partir de la tomate, il n'affecte que cette
plante, donc il constitue ce qu’on appelle « forme spéciale lycopersici ». Décrit pour la premiére
fois en Europe a la fin du X1Xe siéecle, il est maintenant présent dans plusieurs dizaines de pays
répartis sur tous les continents, ou ses dégats fluctuent en fonction de la race et de la variété
cultivée (Blancard, 2009).

Ce micro-organisme phytopathogene résiste au froid il préfere les températures élevées
et ’humidité, il sévit durant les périodes chaudes de 1’année, son optimum thermique se situe
aux environs de 28°C. Il se développe rapidement dans les sols riches en azote et faible
enpotassium. 1l peut vivre dans le sol a une profondeur de 80cm pendant plusieurs années grace

a ses chlamydospores aux parois épaisses et résistantes.

2-3-1 Classification de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Tableau 06 : Classification de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Agrios.,

1998)
Domaine Eukaryota
Regne Mycota
Division Deuteromycota
Classe Hyphomycota
Ordre Hyphale
Famille Tuberculariaceae
Genre Fusarium
Espece Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
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2-3-2 ldentification de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Les myceliums (Fig. 06) 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, les macroconidies et
les chlamydospores. Les microconidies sont portées sur des phialides simples apparaissant
latéralement et sont abondantes, ovales-ellipsoides, droites & incurvées, de 5-12 x 2,2-3,5 mm
et non réagies. Les macroconidies, clairsemées a abondantes, sont portées sur des conidiophores
ramifiés ou a la surface des sporodochies et sont a parois minces, trois a cing-septées, fusoides-
subulées et pointues aux deux extrémités, ont une base pédicellée. Les conidies a trois cloisons
mesurent 27- 46 x 3-5 mm tandis que les conidies a cing fentes mesurent 35-60 x 3-5 mm. Les
spores a trois cloisons sont plus communes. Les chlamydospores, a la fois lisses et a parois

rugueuses, sont abondantes et forment des terminaisons ou des intercalaires. lls sont

généralement solitaires, mais se forment parfois en paires ou en chaines.

A
Csﬂ

oy}

mycelium of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici;
Microconidie;

Macroconidie;

O 0w >

Chlamydospores.

Figure 06 : ldentification de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.)
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2-3-3 Cycle de vie de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Les F. oxysporum 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 (Smith,
1965).

En contact de 1’hote et une fois les conditions favorables, les chlamydospores germent
et les jeunes filaments pénétrent au niveau des racines.
Aprés pénétration dans la cellule épidermique, le mycélium se ramifie, colonisant ainsi toutes
les cellules avoisinantes.
Les hyphes mycéliens progressent a I’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.
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).

infectés ou dans: le sol de fusariose fétrie de feuille:

1-conidies, chlamydospores ou mycélium vivant dans le sol ;
2-germination des spores ;

3-pénétration du tube germinatif a I’intérieur des

racines ;

4-invasion des vaisseaux par les conidies et /ou

mycélium ;

5-production de gamme a I’intérieur des vaisseaux ;

6- Flétrissement et mort de la plante ;

7-Sporodochies ou mycélium produisant des conidies.

Figue 07 : Cycle de la maladie flétrissement vasculaire causée par Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici chez la tomate (Agrios, 2005).
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3 Lutte contre les maladies fusariennes

Les méthodes de lutte appliquées pour le contrble des fusarioses 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.

Le contrble de la fusariose vasculaire est difficile en raison de la nature du pathogene
transmis par le sol et sa capacité de persister de longues périodes, méme en 1’absence de la
plante hote (Frederix et Den Brader, 1989). 1l a été signalé I’'importance de certaines méthodes
prophylactiques telle que la solarisation des sols et le choix conforme d’une conduite culturale
défavorisant I’installation et la croissance de 1’agent pathogeéne. Les fusarioses vasculaires
sévissent moins en conditions d’irrigation réduite ainsi que dans des sols a pH élevé, riche en
calcium et potassium, pauvres en oligoéléments, magnésium et dont 1’azote est surtout sous
forme nitrique plutdét qu’ammoniacale (Woltz et jones, 1981). Toutes ces conditions ne sont
pas suffisantes pour protéger totalement contre les infections et en outre, la plupart d’entre elles

sont defavorables a une bonne productivité.

e Lutte chimique
La lutte chimique est ’utilisation des fongicides pour détruire, affaiblir ou réprimer le
champignon. Plusieurs d’entre eux est appliquées pour lutter contre le FOL comme le bromure
de méthyle qui posséde une forte capacité de pénétration dans le sol et assure une bonne
stérilisation bien que on les utilise avec précaution vue qu’ils ont un effet néfaste sur
I'environnement, la santé humaine et d'autres organismes non vises, y compris les formes de

vie bénéfiques.

e Lutte culturale
La lutte culturale est un ensemble de mesures Préventives vise a réduire le potentiel
d'inoculum et a limiter les conditions qui favorisent la maladie soit : un sol léger et acide, un

manque d’azote, de calcium, des températures élevees et un manque de lumiére en intensité et
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en temps. Barna et al. (1985) désigne I’importance de maintenir une fertilisation azotée élevee
afin de produire beaucoup de posse jeune. La méthode de prévention la plus courante est le
chaulage afin de maintenir le pH entre 6.4 et 7.0 (Scott, 1923).

e Lutte agronomique
Elle est considérée comme la plus pratique, elle consiste a stopper la culture de la plante
qui héberge le Fusarium pendant plusieurs années. Ainsi I’arrét de I’exploitation des champs
garantit I’apparition des chlamydospores (Smahi, 2008).
e Lutte génétique
Elle consiste a introduire des génes de résistance au niveau des plantes appelées plantes
transgénétique. Ces sont responsables de la synthése de protéines capables d’éliminer le parasite
(Smabhi, 2008).

e Lutteintégrée
C’est la combinaison de toutes les techniques précédentes afin de lutter contre les
phytopathogéne pour une longue durée. Ces méthodes ne sont efficaces que si 1’on a une
meilleure connaissance des mécanismes qui sont a 1’origine des interactions entre la plante et
I’agent pathogene.
e Lutte physiques

La méthode consiste a traiter les racines avec de I'eau chaude a 48-49C pendant 30
secondes avant de transplanter ou moins de 48 heures aprés pour protéger les plants dans un sol
qui présente de maladie. Cela stimule la croissance des racines. La taille des racines améne

aussi une protection contre la fusariose pour la méme raison.

e Lutte biologique
La lutte biologique consiste a utiliser contre un organisme pathogene d’autres
organismes saprophytes afin de diminuer la population pathogéne au-dessous d’un seuil

critique (ou économique) a long terme (Jones, 1981 ; Henni, 1982 ;Gendrier, 1999).

La lutte biologique contre Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici met en ceuvre plusieurs
antagonistes (Alabouvette et al., 1993). En effet Rouxel et al. (1980) ont démontré qu’il
suffisait d’introduire des populations de Fusarium. oxysporum et Fusarium. solani non

pathogénes saprophytes dans le sol pour induire un bon niveau de résistance. Une intense
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colonisation du rhizoplan par des Fusarium non pathogénes bloquerait 1’accés de 1’agent
pathogene, pourtant présent dans le sol. Ces travaux ont été repris par Alabouvette et al.
(1984) puis par Fravel et al. (2003) qui ont confirmé qu’au niveau de la rhizosphére, se
déroulent des phénoménes de compétition qui délimitent I’activité de 1’agent pathogene
(Alabouvette et al., 1996 ; Edel et al., 1997 ; Larkin et al., 1998 ; Steinberg et al., 1999).
Larkin et Fravel (1998) démontrerent que les Fusarium non pathogénes sont plus efficaces
quant a la réduction de I’incidence de la fusariose vasculaire. Couteaudier et Alabouvette
(1985) ont démontré que I’incorporation des Trichoderma spp aux sols maraichers infestés de
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici a abouti a une protection durable des plantes cultivées.
L’inoculation des semences avec Trichoderma harzianum permet également d’accroitre les
rendements de 26% dans des sols infectés (Sivan, 1987). Les bactéries a leur tour tiennent
une place importante dans la lutte biologique, Pseudomas fluorescens a fait I’objet de plusieurs
travaux a savoir : Gamiel et Katan (1992), Lemanceau et al. (1993), Larkin et Fravel
(1998), et Benchabane et al. (2000).

Des recherches se sont orientées vers des méthodes alternatives de lutte biologique
notamment vers I’usage des métabolites secondaires des plantes tels que les huiles essentielles
qui ont donné des résultats intéressants sur les mycoses (Adam et al., 1998 ; Zirihi et al.,
2003 ; Camara et al., 2007 ; Hamini et al., 2014). Les extraits de ces plantes auraient ainsi

des propriétés antifongiques et antibactériennes (Oxenham et al., 2005 ; Abdesselem, 2017).
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Matériel et méthodes

1 Matériel biologique
1-1lsolat fongique

L’isolat Fusarium oxysporum f.sp. lycopercisi (FOL) a été utilisé dans notre étude. Pour la
purification et la régénération de I’isolat fongique un repiquage a été effectué sur milieu PDA,
a I’aide d’une anse de platine stérile, au bord de la colonie on enléve un disque du mycélium et
le déposer au centre de la nouvelle boite de pétri. L’incubation des cultures est effectuée a 30°C
pendant 5a 7 jours. L’identification de ce champignon fait essentiellement appel aux caracteres
culturaux morphologiques, a la pigmentation et la forme des colonies (poudreuse, duveteuse,
cotonneuse.). En plus, nous nous sommes basés sur 1’aspect microscopique de ces
microorganismes, en prenant en considération les caracteres suivants : La forme du mycélium,
la présence ou I’absence de cloisons ainsi que le mode de ramification, la taille, la morphologie,

la coloration et la segmentation des spores.
¢+ Observation microscopique a I’état frais

A D’aide d’une anse de platine stérile, on préléve un échantillon du mycélium dans la
colonie, puis le déposer dans une goutte d’eau sur une lame en verre, on dilacere le fragment
mycélien avec 1’anse de platine pour le rendre moins dense et mieux observable, pour autant
I’abimer complétement, ensuite on recouvre la préparation par une lamelle, puis on passe a

I’observation microscopique photonique aux grossissements (10x40).
1-2Souches bactériennes

Deux souches de Pseudomonas spp. Fluorescents ont été utilisées dans nos
expérimentations, il s’agit des souches S20 et CH. Ces deux souches font partie de la collection
du laboratoire. La pureté des souches a eté veérifiee en réalisant plusieurs repiquages successifs

sur le milieu B de King (Annexe 1). Les cultures pures sont conservées a 4°C.
1-3 Matériel végétale

Le matériel utilisé est la tomate (lycoperscicon esculentum) variété (Marmande). Le
choix de cette variété s’est basé sur sa sensibilité au Fusarium oxusporum f.sp. lycopersici
(FOL).

1-4 Substrat

Le sol utilisé dans notre expérimentation a été prélevé a partir d’une parcelle nue non

cultivée au niveau de BOGHNI. Les échantillons du sol sont prélevés a partir de 10 a 20 cm du
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profondeur, aprés avoir écarté la couche superficielle du sol. Aprés séchage et tamisage (1
mm). Le sol a été désinfecté par autoclavage (deux autoclavages a 120°C pendant 30 minutes
séparées de 24 heures d’intervalle). Les analyses physico-chimiques du sol ont été effectuées

au niveau du laboratoire de département d’agronomie de ’'UMMTO.

Tableau 07 : Caractéristiques physico-chimiques du sol

Caractéristiques physico-chimiques Taux %
Ph 7.8
Humidité 8.228%
Argile : 10%
Granulometrie Limons : 50%
Sables : 40%

2 Caractéres morphologiques des souches bactériennes
2-1 Caractérisation macroscopique

La caractérisation morphologique des souches bactériennes a été effectuée sur milieu B
de King apres incubation a 30°C pendant 24 heures. Elle permet d’effectuer une premiére
caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de 1’identification. La
détermination des caractéres macroscopiques, se fait a I’ceil nu qui nous permet de renseigner
sur la couleur, la forme des colonies (rondes, irrégulieres, etc.), la surface (lisse, rugueuse,

séche...etc), la taille par la mesure du diametre, 1’aspect, la consistance, I’opacité et 1’odorat.
2-2 Caractérisation microscopique

L’examen microscopique des souches bactériennes a été effectué par a 1’aide de la

coloration de gram.

La coloration de Gram est un aspect important pour I’identification d’une bactérie isolée
et la vérification de la pureté des souches bactériennes qui a été réalisé selon la technique
classique décrites par Hilderbrand et al., (1988). A partir d’une colonie de 24h, un frottis

bactérien doit étre préparé : Déposer sur une lame propre une goutte d’eau physiologique stérile,
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puis prélever un fragment de colonie d’une bactérie fraiche a 1’aide d’une anse a boucle, ensuite
dissocier la colonie dans la goutte d’eau, puis sécher et fixer le frottis au-dessus de la flamme
de bec bunsen sans trop chauffer. Recouvrir la lame de violet de Gentiane pendant une minute,
puis rincer rapidement a 1I’eau de robinet. Ensuite, 1’ajout d’un fixateur qui est le Lugol pendant
30 secondes. Puis rincer rapidement a 1’eau de robinet. Le frottis est ensuite décoloré avec de
I’¢éthanol jusqu'a ce que le colorant cesse de s’échapper librement du frottis. A ce stade, les
cellules Gram négatives seront incolores et les cellules Gram positives violettes. Ensuite, le
frottis est soumis a une contre coloration de 30 secondes a la fuchsine, pour colorer les cellules
Gram négative présentes. Apres un bref ringcage, le frottis est séché puis observé au microscope

optique (objectif 10x100) en utilisant I’huile a immersion.
2-3 Caractérisation biochimique

Les tests biochimiques constituent une approche classique pour 1’identification des
bactéries, il n’en demeure pas moins qu’ils soient particulierement utiles pour la
détermination de certaines espéces et sous especes de bactéries. La caractérisation
biochimique a été faite par la réalisation d’une galerie biochimique classique comprenant les

tests suivants :
» Etude des dérivés de I’acide pyruvique

Par une anse de platine contenant une colonie bactérienne de 24 heures, une pigdre centrale
est faite dans le tube du milieu Clark et Lubs. Ce milieu permet de mettre en évidence deux

voies de dégradation :

1) Réaction Rouge de méthyle (RM) : Apres incubation 2 a 3 gouttes d’une solution alcoolique
de rouge de méthyle a 0,2 % sont ajoutées sur le tube ensemencé et incubé. Cela laisse supposer

que :

- Les bacteéries RM (rouge de méthyle) positif sont des bactéries produisant des acides

organiques (éthanoique...) par la voie des acides mixtes. Coloration rouge.

- Les bactéries RM (rouge de méthyle) négatif sont des bactéries produisant des acides

organiques faibles et plutdt du CO2 par la voie butane-diolique. Aucune coloration.

2) Réaction Voges Proskauer (\VP) : Pour la recherche de I’ Acetoine, 0,5 ml de la solution VPI
(naphtol) et 0,5 ml de la solution VPII (4N) sont ajoutées sur le tube ensemenceé et incubé. Si

une coloration rouge violacée apparait en surface, la bactérie transforme 1’acide pyruvique en
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Acetoine, la réaction VP est positive (VP+).
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» Test Mannitol mobilité

A T’aide d’une anse de platine contenant une colonie pure de 24 heures une piqlre centrale
est réalisée dans un tube de milieu Mannitol-Mobilité. La transformation de la couleur du jaune
signifie que la bactérie est Mannitol (+). L’apparition d’un trouble de part et d’autre de la piqQre

centrale indique que la bactérie est mobile.
» Utilisation de I’ion citrique

L’utilisation de citrate par les bactéries comme seule source de carbone et d’énergie est mise
en évidence sur le milieu gélosé de citrate de Simmons (Gardan et luisité, 1981).
L’ensemencement des souches est effectué sur la pente du milieu de culture, ’utilisation des
citrates est marquée par le virage de la couleur du milieu vers le bleu donc citrate-perméase

positive.
» Hydrolyse de la gélatine

Le tube contenant le milieu gélatine (Gardan et Luisetti, 1981) (annexe N°1), ont été
ensemencé avec la creme bactériennes par une piqure au centre du culot. Si le milieu de culture

est liquide, la bactérie hydrolyse la gélatine donc elle synthétise la gélatinasse.
» Les nitrates réductases

Le test décrit par Gardan et Luisetti (1981) consiste a ensemencer les isolats bactériens
jeunes dans le milieu bouillon nitraté. La lecture des résultats se fait aprés addition des deux
réactifs spécifiques révélateurs des nitrates 1 et 2 et une pincée de Zinc. Les notations sont en

fonction de la coloration obtenue :

-Si une coloration rose apparait les nitrites sont présents. La bactérie posséde une nitrate-

réductase
-Si le milieu reste incolore, on ajoute de la poudre de zinc

-Si le milieu devient rose, les nitrates sont présents da bactérie ne posséde pas de nitrate-

réductase

-Si le milieu reste inchangé, les nitrates ont été réduits en nitrites a un stade avancé.
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» Utilisation des glucides

Le milieu Triple Sugar Iron (TSI) (Garden et Luisetti., 1981) est un milieu utilisé pour
voir si la bactérie est capable de réduire le sulfate, et la fermentation, lactose, saccharose et le
glucose. L’ensemencement des souches bactériennes de 24h est réalisé en stries serrées sur la

pente puis par piqdre centrale le culot.

Aprés incubation de 24h, la lecture des résultats se fait au niveau du culot et au niveau de la

pente :

-au niveau du culot : le virage au jaune signifie que la bactérie est glucose (+). Décollement du

milieu signifie qu’il y a une production de gaz divers.

-au niveau de la pente : le virage au jaune de la pente signifie qu’il ya fermentation du lactose

et du saccharose.

-s’il y a un noircissement au milieu, cela signifie qu’il ya une réduction des sulfates ferreux en

hydrogéne sulfureux (H2S)
» Testd'arginine dishydrolase (ADH)

Ce test est réalisé, par ensemencement du milieu Moeller avec la suspension bactérienne.

La lecture des résultats se fait apres incubation de 24h a 28 °C de température.

-Si le milieu deviendra jaune, les bactéries ont fermenté I’acide aminé, le milieu acide donc
Si le milieu d d , les bact t fi té I’acid , 1 | ded

jaune ADH (-).

-Si le milieu restera violet, donc la bactérie posséde dihydrolactose, la production d’amine

basique provoque 1’alcalinisation du milieu qui passe au violet ADH (+).
» Tolérance au sel

La détermination de la résistance des isolats bactériens a la salinité a été effectué
I’ensemencement en strie des souches agées de 24 heures sur milieu de culture de Chapman
(Annexe N° 1). La lecture des résultats portant sur la présence ou I’absence de la croissance

bactérienne est réalisée apres incubation de 24 a 72 heures a une température de 28°C.
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3 Mise en évidence de la production de I’acide cyanhydrique (HCN)

Des cultures de 24h des souches bactériennes S20 et CH ont été ensemencés sur milieu
de culture B de King additionné avec 0.66g de glycine. A la surface interne du couvercle des
boites de pétris ensemences, des disques de papier wattman stériles imbibés d’une solution
stérile (100ml d’eau distillée stérile + 0.5g d’acide picrique + 2g de carbonate) a été placés.
Les boites ont été bien fermées avec du parafilm et incubées a 28°C pendant 24heures a 72h.
Le virage de couleur du papier wattman au brun-orangé serait révélateur de I’activité

cyanogénique des souches testées ce qui signifie qu’il y a une production d’HCN.
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Partie 111 Résultats et Discussions

1 Caractérisation des isolats bactériens
1-1 Caractérisation macroscopique (morphologique)

Aprés 24 heures d’incubation a une température de 28°C les colonies des souches
bactériennes S20 et CH de Pseudomonas spp. Fluorescents ensemencées sur milieu B de King
apparaissent avec un aspect lisse de couleur beige claire de forme réguliére, avec un diameétre
qui varie de 2 a 4 mm. Elles sont capables d’¢laborer un pigment jaune-vert fluorescent visible

a I’ceil nu sous lumiére naturelle diffusible dans le milieu (Fig. 08).

Figure 08 : Production de pigment fluorescent par les deux souches bactériennes S20 et
CH sur le milieu B de King. (Originelle, 2022)

1-2 Caractérisation microscopique
L’examen microscopique apres 1’utilisation de la coloration de Gram relevé que les
cellules bactériennes sont de forme bacille droites isolées ou groupées, de couleur rose (Fig.09).

Elles sont dites Gram négatives (-).

Figure 09 : Observation sous microscope optique des deux souches CH et S20 au G : 10x100.
(Originelle, 2022)
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1-3 Caractérisation biochimique et physiologique

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

résultats suivant (Tableau 08, Fig.10) :

Sur milieu citrate de Simmons, une coloration bleu est observée, ce qui signifie que les
deux souches possedent la citrate-permease.

Sur le mannitol-mobilité, les deux souches sont mobiles ; il y a apparition d’un trouble
au niveau de la pigdre centrale. Les souches S20 et CH ne sont pas capable d’utiliser
le mannitol.

Sur le milieu Clark et Lubs, la bactérie CH présente un résultat négatif pour la réaction
RM et un résultat positif pour la réaction Voges-Proskauer (VP). La bactérie S20
présente un résultat positif pour la réaction RM et un résultat négatif pour la réaction
Voges-Proskauer (VP).

Sur le milieu gélatine, le contenu de milieu de culture est liquide ce qui signifie que les
deux souches hydrolysent la gélatine donc elles synthétisent, la gélatinase.

Sur le milieu Triple sugar iron (TSI) les deux souches bactériennes n’utilisent pas le
lactose, le saccharose et le glucose. Une couleur noire observée dans le cas de la bactérie
CH qui signifie qu’il ya production d’un gaz « sulfure d'hydrogene H2S » donc la
bactérie possede les sulfates réductase.

Sur le milieu Méeller, le milieu reste violet ce qui signifie que les bactéries ont acidifié
le milieu a partir du glucose puis réalcalinisé en utilisant 1’acide aminé donc Arginine
dihydrolase +.

Sur le milieu bouillon nitraté, une coloration rose apparait sur les deux souches ce qui

signifie que les bactéries possédent une nitrate-réductase.

FigurelO : Galerie biochimique des souches bactriennes S20 et CH. (Originelle, 2022)
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e Tolérance au Nacl

Les deux souches bactériennes ont montré une inaptitude totale a croitre et a se développer

sur milieu Chapman, ce qui explique qu’elles sont incapables de tolérer le NaCL.

Tableau 08 : Résultats des tests biochimiques de souches de Pseudomonas spp. Fluorescents

A

Figurell : Culture bactériennes sur milieu Chapman. (Originelle, 2022)

isolées.
Tests Bactérie CH Bactérie S20
Clark et Lubs RM - RM +
VP + VP -
Mannitol mobilité Mannitol - Mannitol -
Mobilité + Mobilité +
Utilisation de I’ion citrique + +
Hydrolyse de la gélatine + +
Les nitrates réductases + +
H2S + H2S -
Lactose - Lactose -
Saccharose - Saccharose -
Utilisation des glucides TSI Glucose - Glucose -
Test d'arginine déshydrolase (ADH) + +
Catalase + +
Pigment fluorescent + +

Résultat + : Positif
Résultat - : Négatif

2 Production de I’acide cyanhydrique (HCN)
Les deux souches bactériennes de Pseudomonas spp. Fluorescents présentent une
production appréciable de 1’acide cyanhydrique sur milieu B de King additionné de glycine. Le

virage de la couleur du papier Wattman vers I’orangé foncée est plus intense chez la souche
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CH par rapport a la souche S20 ce qui signifie que la souche CH présente une forte production
de ce gaz par rapport a la souche S20 (Fig. 12)

Témoin

Figurel2 : Production d’HCN par la souche S20 et CH aprés 3 jours d’incubation.
(Originelle, 2022)

La glycine est considérée comme le meilleur précurseur de la production des cyanides
chez les microorganismes (Askeland et Morrison, 1983). Le HCN produit par les PGPR assure
un role bénefique pour la plante par son effet antagoniste contre les maladies des racines
(Defago et Haas, 1990).

Selon Raaijmakers et al (1995) ; Haas & Keel (2003) certaines souches de
Pseudomonas qui produisent de I’HCN, la viscosamide, la pyoluteorine, le 2,4-
diacetylphloroglucinol, la pyrrolnitrine, les phenazines et les butyrolactones sont impliqués
dans le biocontrole. Selon, Dobbelaere et al (2003) et Snissi (2005), certaines souches assurent
une bonne protection contre les fusarioses vasculaires par production d’antibiotiques et de
siderophores ( Bysens et al., 1989; Natsh et al ., 1994; Harry et al., 2005) telles les 2,4-
diacetylphloroglucinol, pyoluteorin, phenazine et 1’acide cyanhydrique (Gardener et al .,
2000; Romano et Kolter, 2005; Frey-Klett et al., 2005). Les viscosianmide, tensine et
amphisine produit par quelques souches de Pseudomonas peuvent avoir une activité antagoniste
contre Pythium ultimum (Allaire, 2005).
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Conclusion générale

Les deux souches S20 et CH de Pseudomonas spp. Fluorescent étudiées ont montré une
stabilité dans les caractéristiques culturales et biochimiques.

En ce qui concerne la production d’acide cyanhydrique HCN, les deux souches
bactériennes ont montré une production importe une présence de glycine apres 72h
d’incubation. La souche CH est dotée d’une capacité meilleure a produire I’HCN par rapport a
la souche S20.

Les résultats du dénombrement des bactéries dans les conditions de microcosmes ont
révélé une interaction positive des souches bactériennes S20 et CH avec 1’espece végétale, la
tomate « variété Marmande », caractérisée par une nette évolution des populations bactériennes
dans les différentes rhizospheres. Ceci explique que les plantules exercent un effet
rhizosphérique notable, qui témoigne d’une bonne adaptation des souches bactériennes dans la
rhizosphére de ces plantes.

Les résultats de notre étude montrent que les souches bactériennes sont plus actives entre
le premier jour de la bactérisation et 15 *™ jours. Cette étude donne, un apercu sur la probable
diversité des mécanismes que possédant les deux souches de Pseudomonas spp. Fluorescents
étudiés, qui sont dites compétentes dans leurs pouvoir de colonisation des racines, et suggerent
une possible utilisation de ces souches en tant qu’agents de lutte biologique, en raison de leurs
stabilités et de leur fort taux de reproductibilité dans le sol.

Les résultats du test d’antagonisme in Situ montrent que 1’application de deux souches
de Pseudomonas spp. Fluorescents sur les plantules de tomate « variété Marmande » induit
une inhibition trés remarquable de I’indice de la maladie. La plus forte activité antagoniste a
été enregistrée par la souche CH réduisant de 90,67% la maladie.

L’activité inhibitrice montre que les deux souches testées sont dotées d’une bonne
activité antagoniste vis-a-vis la souche fongique Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. D’aprés
les résultats obtenus, la souche CH exerce une activité inhibitrice plus performante que la
souche S20 vis-a-vis F.O.L.

Les résultats obtenus confirment que les souches bacteriennes testées sont dotées d’une
bonne colonisation rhizosphérique et capable de produire de 1’acide cyanhydrique et ainsi
assurer une bioprotection des plantes vis-a-vis des agents pathogenes.

Il devient donc important de développer les différentes méthodes de lutte biologique par
’utilisation d’organismes antagonistes, afin de réduire les effets des phytopathogene et de
favoriser la croissance et la santé des plantes. Pour cela, il est indispensable de sélectionner des
souches de Pseudomonas spp. Fluorescents douées de potentialités stables, reproductibles et
adaptées aux différentes conditions telluriques. Il est fortement souhaitable d’approfondir les
investigations relatives a la mise en ceuvre des activités antagonistes et stimulatrices des
capacités défensives naturelles des plantes pour diminuer I’ utilisation des fongicides chimiques
et protéger les cultures maraichéres.
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Annexe (1)
Milieux de culture
1-Milieu de King « KB » (King et al., 1954)
e Peptone 20g
e K2HPO41,5g
e Mg SO4 1,59
e Glycerol 15¢
e Agar-Agar 1,59
e Eaudistillée g.s.q 1000ml
Ajuster a un PH=7,2. Autoclavage a 120°C pendant 20min
2- Potatos Dextrose Agar PDA (Jonsthon et booth, 1954)
e Pomme de terre 200g
e Dextrose (ou Glucose) 20g
e Agar-Agar 20g
e Eaudistillée g.s.qg 1000ml
Ajuster a un PH=6,8. Autoclavage a 120°C pendant 20min
3- Milieu Mannitol de mobilité (Gardan et Luisetti, 1981)
e Peptone 20g
¢ Nitrate de Potassium 1g
e Mannitol 2g
e Rouge de Phénol 40g
e Gélose 4g
e FEaudistillée g.s.q 17000Mml
Ajuster a un PH=8,1. Autoclavage a 120°C pendant 20mn
4- Bouillon nitraté(BN) (Garden et Luisitti, 1981)
e Peptone 10g
e Extrait de viande 5g
e Chlorure de sodium 5g
Ajuster a un PH=7,2. Autoclavage a 120°C pendant 20mn
5- Milieu Citrate de Simmons (Garden et Luisetti, 1981)
e Sulfate de magnésium (Mgso4) 0,29
e  Ammonium dihydrogenophosphate 1g
e Phosphate dipotassique 1g
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Citrate de Sodium 2g
Chlorure de Sodium (Nacl) 5g
Bleu de bromothymol 0, 08g
Agar 20g

Eau distillée g.s.q 1000ml

Ajuster a un PH=6,6. Autoclavage a 120°C pendant 20mn
6- Milieu Mevag (Marchal et bourdon, 1981)

Tryptone 3g
Dipotassium phosphate 0,3g
Potassium chlori 5¢g

Eau distillée g.s.q 2000ml

Ajuster a un PH=7,8. Autoclavage a 120°C pendant 20mn
7- Milieu de Clark et Lubs (Marchl et Bourdon, 1982)

Peptone trypsique ou polypeptone 5a7g
Glucose 59

Phosphate bipotassique (K2PO4) 5g
L’eau distillé g.s.q 2000ml

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

8- Milieu Chapman

Extrait de viande 1g

Nacl 759

Peptone 20g

Mannitol 10g

Gelose 20g

Rouge de phénol 0.25g
Eau distillée g.s.q 1000ml

9- Milieu TSI (Garden et Luisetti, 1981)

Peptone 20g

Extrait de viande 3g
Extrait de levure 3g
Chlorure de Sodium 5g
Citrate ferrique 0.3g
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Thiossulfate de Sodium 0.3g
Lactose 10g

Saccharose 10g

Glucose 1g

Rouge de Phénol 0.5¢
Agar-Agar 2g.

Ajuster a un pH =7.
10- Milieu Pikovskaya (PVK) (Pikovskaya, 1948)

Glucose 10g

Extrait de levure 0.5g

Phosphate Calcium (Ca3(P04)2) 59
Sulphate Ammonium (NH4) 2 SO4 0.5¢g
Potassium Chloride (KCI) 0.2g

Sulphate Magnesium (MgS0O4, 7H20) 0.1g
Sulphate Manganese (MnSO4) 0.002g
Sulphate Ferrous (FeSO4) 0.002g
Agar-Agar 20g

H20 1000ml






