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Introduction

Au cours de la prochaine décennie, la population mondiale passera de 7,5 milliards a 8,4
milliards de personnes. Cette croissance démographique sera le principal facteur de
I'augmentation de la production agricole mondiale, estime 1'Organisation des Nations Unies
pour l'alimentation et l'agriculture (la FAO) dans son dernier rapport perspectives agricoles
2019/2028. Ainsi, assurer la sécurité alimentaire tout en préservant le sol et I’environnement

est un défi aux planificateurs et chercheures agricoles (Lal et al., 2003 ; Drechsel et al., 2015).

Les technologies recommandées de culture et de systémes de culture qui favorisent la
durabilité¢ des sols doivent étre encouragées afin d’atteindre les objectifs de sécurité
alimentaire et environnementale durable (Menna et al., 2018). L’inquiétude envers les
maladies phytopathogenes devient de plus en plus grave du fait de I’extension des cultures
intensives (Seitz et al., 1982 ; Alderman et al., 1996). Ces maladies ont un impact sur les
plantes au niveau qualitatif et quantitatif, affectant négativement les approvisionnements
alimentaires mondiaux (Kannan et al., 2015). Collectivement, elles causent des pertes de plus
d'un milliard de dollars dans le monde chaque année a la chaine de production alimentaire
(Mansfield et al., 2012 ; Kannan et al., 2015). Pour faire face a cette situation critique,
différentes stratégies de lutte ont été mises en place tel que la lutte chimique et la lutte

biologique.

Le cott ¢levé des pesticides, 1’écart croissant entre I’offre et la demande et les effets
néfastes sur I’environnement ont encouragé les scientifiques a développer des stratégies

alternatives commercialement viables et efficaces pour améliorer la productivité.

Ce travail présente une étude bibliographique sur I’effet antagoniste des especes
rhizosphériques vis-a-vis des especes phytopathogenes. Il est composé de trois chapitres, le
premier porte sur des généralités sur le sol et les bactéries, le second traite la lutte chimique et
la lutte biologique contre les phytopathogenes et le dernier décrit quelques méthodes d’étude

des especes antagonistes.

[1]
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Chapitre I Généralités sur le sol et les bactéries

1. Généralités

Le sol est considéré comme 1’'un des environnements les plus complexes de la
biosphére et est a ce titre un réservoir majeur de la diversité microbienne (Faugier, 2010), il
est constitué de 5 composants majeurs : fraction minéral, matiére organique, eau, air (Figure

1) et organismes vivants (Alexander, 1977).

®m Matiére nunérale (40-60%)
m Eau (20-50%0)
® Aar (10-25%)

® Mathere orgamque

Figure 1 : Proportion des principaux composants du sol en volume (White, 2006).

A une échelle microscopique, le sol constitue un environnement ou interagissent
directement ou indirectement de nombreux microorganismes, entre eux mais aussi avec les
composantes abiotiques du sol et avec les racines des plantes (Albino et Andrade, 2006). 11
constitue ainsi un réacteur biologique tres actif ou se développent des réactions biochimiques

abondantes et variées.

Les microorganismes du sol sont les principaux composants biologiques souterrains et
la partie la plus active du systeme pédologique, car il joue un rdle important dans la
promotion de la conversion des matériaux, des flux ¢énergétiques et des cycles

biogéochimiques (Bridge et Spooner, 2001 ; Dang et al., 2017).
2. Diversité microbienne du sol

Le terme diversité est un terme générique qui désigne la variété¢ d’entités (especes,
entités génétiques, fonctions...) présente dans un environnement donné. Le sol héberge 1’une
des communautés biologiques les plus complexes et diversifiées que 1’on peut rencontrer sur

terre. Un gramme de sol contiendrait jusqu’a 10 milliards de microorganismes et des milliers

(2]



Chapitre I Généralités sur le sol et les bactéries

d’especes différentes (Knieth et al., 2003). Cependant, moins de 1% de cette diversité est
considérée comme cultivables par les techniques traditionnelles (Schloss et Handelsman,
2003). La diversité des microorganismes du sol est trés importante, on cite ainsi les bactéries,
les champignons, les algues et les protozoaires qui jouent un role vital dans le maintien de la
productivité des sols (Smith et Paul, 1990 ; Lin et al., 2004) (Tableau 1). Cette immense
diversité s’explique en partie par la forte hétérogénéité physique et chimique du sol, aux
caractéristiques microclimatiques et a la phénologie des organismes qui, ensemble, conduisent
au développement et au maintien d’un nombre important de niches écologiques (Ettema et

Wardle, 2002).

Tableau I : Principaux organismes microscopiques du sol (Chaussod, 1996).

Type d’organisme Nombre par gramme de sol
Protozoaires 10°a10°
Algues 10°a 10*
Bactéries 10%a 10°
Champignons 10*a10°

A T’échelle de communauté, la diversité microbienne dans sol a été liée a la diversité
végétale, bien qu’il ne soit pas claire si ¢’est par augmentation de 1’hétérogénéité de 1’habitat,
augmentation de la biomasse végétale communément observée avec des communautés
végétales tres diverses, diversités accrue des substrats de carbone et des composés de

signalisation fournis par les plantes (Zak et al., 2003).
3. Structuration et stabilité du sol
3.1. Définition

La structur e du sol est l'ensemble des caractéres liés a la disposition spatiale des
constituants du sol ainsi qu'a la nature et a l'intensité des liaisons qui existent entre eux
(Stengel, 1990). Dexter (1988), I’a définit comme une traduction de 1'hétérogénéité spatiale et
temporelle des constituants et des propriétés du sol. Kay (1990), définit la stabilité structurale
comme la capacité d’un sol a conserver ’arrangement de sa phase solide et de sa porosité
quand il est soumis a une contrainte. Ces contraintes peuvent étre par exemple: le passage
répété d'engins en milieu agricole, des vibrations importantes liées au trafic en milieu urbain,

lI'impact de gouttes de pluie ou une irrigation trop importante, etc. (Niewczas et Witkowska-

3]



Chapitre I Généralités sur le sol et les bactéries

Walczak, 2005). La stabilité structurale d'un sol est le plus souvent évaluée par la stabilité des
agrégats (Le Bissonnais, 1989 et 1996). Les agrégats sont définis comme un volume de sol
dans lequel les forces de cohésion entre les particules primaires sont supérieures aux forces

existant entre les agrégats (Oades, 1993).
3.2. Role de bactéries dans la stabilité structurale du sol

Les communautés microbiennes, et notamment bactériennes jouent un role dans le
maintien de 1’état structural du sol. En effet, la sécrétion de mucilages (composés de glucides
et de protéines) par les bactéries permet de stabiliser les micro-agrégats dans le sol grace a
leur propriété collante et le développement des hyphes de champignons permet de stabiliser
les macro-agrégats. Ce qui confére au sol a la fois une structure grumeleuse, une capacité a

stocker de I’eau et une moindre sensibilité a 1’érosion (Riou, 2018).
3.3. Caractéristiques des sols influencant la stabilité structurale

Les caractéristiques du sol les plus souvent évoquées sont la texture, la teneur en
matiere organique, la minéralogie des argiles, les cations, les oxydes de Fe et Al, le CaCOs
(Wischmeier et Mannering, 1969). Parmi ces caractéristiques, trois jouent un role
prédominant. La premicre est le taux de sodium échangeable. On considére qu’a partir de
10% de la CEC (capacité d’échange cationique), les sols sont trés sensibles a la dispersion,
mais celle-ci peut intervenir dés 2% (Kazman et al., 1983). Le second paramétre est la teneur
en oxyde et hydroxyde de fer et aluminium. Ils peuvent agir comme floculant, en établissant
des ponts entre argile et polyméres ou comme ciment apres avoir précipité sous forme de gel
sur les surfaces des argiles. Troisiémes paramétre, la matiére organique, qui est un agent de
liaison entre les particules minérales du sol (Chenu, 1989). D’autre part, elle peut rendre
hydrophobe les surfaces des particules minérales, ce qui a pour effet de ralentir la vitesse
d’humectation des agrégats et donc de réduire I’éclatement (Jouany et al., 1992). Lorsque
aucun de ces trois parametres n’est déterminant pour la stabilit¢ du sol, la texture joue
certainement un rdle important et en particulier la teneur en argile ainsi que sa minéralogie
(Stern et al., 1991). D’un point de vu chimique, il faut également considérer la teneur en
CaCO3, mais son effet dépond de la taille de ces particules ainsi que la présence d’argile. On
rappellera donc la nécessité de prendre en compte les effets de seuil et les interactions entre

les parameétres mentionnés ci-dessus.

[4]
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4. Rhizosphere

La rhizosphere a été définie pour la premicre fois par le biologiste allemand Hiltner en
1904 comme étant la zone du sol qui entoure la racine et qui est soumise directement ou
indirectement a leur influence (Davet, 1996). Selon Chatterjee et al. (2016) la rhizosphére se

compose de trois parties de base (Figure 2), qui sont:

e L'endorhizosphére : comprend le cortex et 1'endoderme, ou les microbes ainsi que les
cations peuvent occuper l'espace apoplastique ;

e Le rhizoplan, qui est la partie médiane de la racine située juste a coté de la racine,
constituée de 1'épiderme (épibléme) et du mucilage ;

e L'ectorhizosphere, qui est la région ultrapériphérique, qui s'étend du rhizoplan au sol

extérieur en vrac.

Endorhizosphere y Ectorhizosphére
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Figure 2 : Schéma des différentes parties de la rhizosphére (Lynch et Leij, 2012).

Le sol rhizosphérique est caractérisé par des populations de micro-organismes beaucoup
plus importantes (bactéries, d’actinomyceétes, de champignons, de protozoaires, de virus et de
nématodes) (Gregory, 2007). En outre, la composition et la quantité de microorganismes dans
le sol influencent la capacité d'une plante a obtenir de 1'azote et d'autres nutriments (Bais et
al., 2006). Diftérents processus physiques, chimiques et biochimiques se produisent dans la
rhizosphére suite a la croissance des racines, I’absorption de l'eau et des minéraux, la
rhizodéposition et la respiration. Ces facteurs la distinguent de la masse de sol non-

rhizosphérique.
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4.1. Rhizodéposition

La rhizodéposition aété définie pour la premiere fois par Whipps et Lynch
(1985), comme toute matiére perdue des racines des plantes, y compris les exsudats solubles
dans 1'eau, les sécrétions de matieres insolubles, les lysats, les racines fines mortes et les gaz,
tels que le CO;et I'¢thylene. En termes simples, elle est définit comme les composés
organiques libérés par les racines des plantes vivantes dans leur environnement (Whipps,

1990; Nguyen, 2003) et peut également inclure les ions inorganiques (Uren, 2000).

Par ailleurs, il a ét¢ démontré que la rhizodéposition augmente avec 1’age de la plante et
sa teneur en azote (Mabhieu et al., 2007). Par sa croissance et son activité, la racine vivante
émet dans le sol des productions de plusieurs types que 1’on groupe communément sous le
nom de rhizodépots. Ces derniers représentent entre 20 a 50% de la mati¢re photosynthétisée
totale, ils sont sous forme de polymeéres sécrétés, d’exsudats solubles, de cellules détachées et

de lysats (Gobat et al., 2010).

Selon Schneider et Huyghe (2015),les différents mécanismes par lesquels les

rhizodépots majeurs sont libérés dans le sol sont :

e La sénescence et la décomposition des racines et des nodosités ;
e [’exsudation de composés solubles par les racines ;
e Lerenouvellement des cellules de la coiffe racinaire ;

e La sécrétion de mucilage.
4.1.1. Exsudats

L’exsudation racinaire représente la diffusion passive de solutés racinaires vers la
solution du sol, et sont plus particulierement présents en abondance au niveau des extrémités
racinaires (Jones, 1998). Elle fait partie du processus de rhizodéposition qui est une source
majeure de carbone organique du sol libéré par les racines des plantes (Hutsch et al., 2002;
Nguyen, 2003). Elle comprend la sécrétion d’ions, d’oxygene, d’enzymes, de mucilage et
d’une gamme diversifiée de métabolites primaire et secondaires contenant du carbone (Uren,

2000 ; Bertin et al., 2003).

La structure des communautés microbiennes associées aux racines des plantes est
fortement dépendante de la quantit¢ et de la qualité des exsudats racinaires. Leurs

composition est principalement déterminée par les caractéristiques du couvert végétal en
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présence : composition spécifique, age de la formation, etc. (Grayston et Campbell, 1996;
Coleman et al., 2000; Gransee et Wittenmayer, 2000) et des conditions environnementales

(Grayston et Campbell, 1996).

L'exsudation racinaire peut augmenter ou diminuer la disponibilit¢ des nutriments des
sols en modifiant la composition chimique de ces sols ainsi que leurs processus biologiques.
Ces effets sont souvent plus forts dans la rhizosphere des plantes qui les produisent, procurant

un avantage concurrentiel sur les plantes voisines qui n'ont pas les mémes capacités (Bais et

al., 20006).
4.2. Substances sécrétées

Les microorganismes de la rhizosphére utilisent des nutriments tels que le mucilage et
les exsudats libérés par les racines des plantes. Ces nutriments influencent la diversité
microbienne et fonctionnent au sein de la rhizosphére (Mendes et al., 2013). Les flavonoides
libérés par les racines, les différents acides organiques et monomeres de cutine sont impliqués
dans la régulation des interactions racines-microbes des plantes ainsi que de l'expression des
genes microbiens (Venturi et Keel, 2016). Il est trés possible que de nombreux autres signaux
chimiques produits et sécrétés par la racine soient reconnus et éventuellement déployés pour
améliorer la colonisation microbienne de la racine pour un développement agricole
durable. Les microorganismes bénéfiques de la rhizosphére répondent vigoureusement aux
exsudats racinaires en ajustant leur mécanisme de transcription vers les caractéres associés a
la mobilité, la détoxification, la chimiotaxie, le métabolisme secondaire, la formation de
biofilm et la dégradation des polysaccharides (Zhang et al., 2015; Balsanelli et al., 2016). Une
fois les microorganismes bénéfiques établis dans la rhizosphere, les exsudats racinaires
pourraient servir de signaux environnementaux pour améliorer la formation de biofilm a la

surface de la racine (Beauregard et al., 2013).
4.3. Lysats

Ce sont les produits provenant de l'autolyse des poils absorbants et des cellules
corticales et épidermiques qui se détachent des racines encore fonctionnelles ainsi que des
produits de digestion de la paroi cellulaire par les microorganismes envahisseurs

(Dommergues, 1979).
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4.4. Gaz

L’effet rhizosphere est un processus dynamique résultant d’interactions entre la plante
héte, le sol, les microorganismes telluriques et différentes caractéristiques du milieu (climat,
pratiques culturales, ...etc.) attribuant a ce compartiment rhizosphérique des caractéristiques
physico-chimiques et biologiques particuliéres (Yang et Crowley, 2000; Wieland et al., 2001).
Selon Warembourg (1975), cette activité biologique (effet rhizosphére) est marquée par des
échanges gazeux avec le milieu du sol environnant en particulier un dégagement de CO; qui,
bien que trés localisé, contribue de maniére significative a l'activité globale du sol. Ainsi,
comme pour 'humidité et la température, le CO, libéré en abondance au niveau des racines
est un facteur qui affecte le comportement des différents antagonistes ou commensaux
présents: racines, faune, microflore. Le gaz carbonique dégagé a différentes origines

(Figure3).

CO:

Respiration totale du sol

COz
“rhizospheérigue”

Respiration Respirgtion de o

QNG re mucroflore

| i |
. Microflore
racines 'Iiii::::::: I ITIIIIIIII I I > {(rhizosphere)
I

Microflore

du sol s
{+ foune ) P
1'.\[-.’ »
Matiére
organigue
du sol

Figure 3 : Principales origines biologiques du CO, dans le sol (Warembourg, 1975).

Alors que le CO, est produits par tous les organismes vivants, le N,O et le CH, sont a la
fois produit et réduit par les guildes microbiennes. L'oxyde nitreux (N,O) est un produit
secondaire du processus de nitrification aérobie et un intermédiaire obligatoire dans la voie de

dénitrification (Conrad, 1996), et peut donc étre émis par les nitrifiants et dénitrifiants. Les
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émissions de N,O sont généralement plus importantes en présence de plantes en croissance,

qu’en sol nu (Klemedtsson et al., 1987 ; Kilian et Werner, 1996).

D’autre part, les sols peuvent étre classés comme riches en substrat ou déficients en
substrat en termes de leur capacité a produire de 1'é¢thyléne (Lynch et Harper, 1980). Les
champignons sont probablement les principaux consommateurs de substrats disponibles dans
le sol, de ce fait, ils peuvent &tre importants dans la production d'éthyléne dans le sol. Cela
n’exclut pas la contribution des bactéries qui peuvent également étre nécessaires pour

mobiliser les substrats nécessaires a la formation d'éthyléne (Drew et Lynch, 1980).
5. Les rhizobactéries

Les rhizobactéries sont définies comme des bactéries d’origine tellurique habitant la
rhizosphére (Schroth et Hancock, 1982), cependant un bon nombre de celles qui colonisent
I'environnement et la surface de la racine (exo-racine) pénétrent également dans le cortex
racinaire (endo-racine). Nehl et al. (1997), ont donc inclus a la fois les ecto et les

endobactéries dans le terme rhizobactéries.
5.1. Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR)

Environ 2 a 5 % des bactéries de la rhizosphere sont des rhizobactéries promotrices de
la croissance des plantes (PGPRs) (Antoun et Prevost, 2005). Le terme PGPR était inventé par
Kloepper a la fin des années 1970 et a été définit par Kloepper et Schroth (1978), comme les
bactéries du sol qui colonisent les racines des plantes en suivant les inoculations sur la
semence et qui améliorent la croissance des plantes. Les PGPRs, qui vivent en association
avec les racines des plantes, induisent la plus grande influence sur les plantes (Figure 4),
augmentant leur productivité et leur réponse immunitaire et réduisant les maladies causées par
des agents pathogenes tels que les champignons, les bactéries et les virus (Kloepper et al.,
2004). Sur la base de leur emplacement dans la rhizosphére, elles peuvent étre classées
comme PGPR extracellulaire (ePGPR) trouvées dans la rhizosphére, sur le rhizoplan ou dans
I’espace entre les cellules du cortex racinaire et PGPR intracellulaire (iPGPR) qui existent a
I’intérieur des cellules racinaires, généralement dans les structures nodulaires spécialisées

(Gray et Smith, 2005).
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Figure 4 : Illustration schématique des mécanismes importants connus pour la promotion de

la croissance des plantes par les PGPRs (Kumar et al., 2011).

Les PGPRs affectent la croissance des plantes de deux maniéres différentes, directement
ou indirectement (Figure 5) (Beneduzi et al., 2012). Pour ce faire, il existe un certain nombre
de mécanismes utilisé par ces PGPRs pour améliorer la croissance et le développement des

plantes dans divers conditions environnementales.
5.1.1. Effet direct

La promotion directe de la croissance des plantes par les PGPR implique soit de fournir
a la plante un composé synthétisé par la bactérie, par exemple des phytohormones telles que
les auxines, cytokinines et gibbérellines et la diminution de la concentration de 1’éthyléne; soit
de faciliter l'absorption de certains nutriments ou d’augmenter leur disponibilité par: la
fixation de 1’azote, la solubilisation des minéraux tel que le phosphore, la minéralisation de
composés organiques et la production du cyanure d’hydrogéne (HCN) (Glick, 1995 ; Glick et
Ibid, 1995 ; Glick et al., 1999 ; Arora et al., 2012 ; Bharwaj et al., 2014).

5.1.2. Effet indirect

La promotion indirecte de la croissance des plantes se produit lorsque les PGPRs

diminuent ou préviennent les effets déléteres d'un ou plusieurs organismes phytopathogenes.
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Cela peut se produire en produisant des substances antagonistes ou en induisant une résistance

aux agents pathogenes (Glick, 1995).

La résistance systémique induite serait 1’un des mécanismes par lesquels les PGPRs
contrdlent les maladies des plantes par la manipulation des caractéristiques physiques et
propriétés biochimiques de la plante hote (Sivasakthi et al., 2014). D’autres part, les
rhizobactéries produisant des sidérophores favorisant la croissance des plantes peuvent
empécher la prolifération de microorganismes pathogénes par la séquestration de Fe’™ dans la
zone autour de la racine (Mehnaz, 2013). Certains PGPRs peuvent également produire des
enzymes qui peuvent lyser les cellules fongiques (Sivasakthi et al., 2014), notamment des
chitinases, déshydrogénases, B-glucanases, lipases, phosphatases, protéases, etc... (Hayat et
al., 2010 ; Joshi et al., 2012). Ces enzymes présentent une activité antimicrobienne en

attaquant les agents pathogenes (Gupta et al., 2015).

Figure S : Schéma représentant les effets directs et indirects des PGPR sur la croissance des

plantes (Gupta et al., 2015).
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6. Interaction entre les microorganismes de la microflore
6.1. Commensalisme

Le commensalisme est une association biologique, théorisée dans la seconde moiti¢ du
dix-neuvieme siecle. Le zoologiste et parasitologue belge Pierre-Joseph van Beneden (1809-
1894), donne une définition premiére en termes de bénéfices, notamment dans son ouvrage
Les commensaux et les parasites dans le régne animal (1875). C’est une relation facultative,
provisoire ou définitive, bénéfique pour le commensal, mais neutre (ni bénéfique ni nuisible)

pour I'hote (Davidson et Mckey, 1993).

Il existe de nombreux exemples de commensalisme. Beaucoup concernent 1’utilisation
par une espece, de produits secondaire du métabolisme d’une autre espéce. Dans d’autre cas,
au lieu de profiter de la fourniture d’un métabolite utile, le commensal bénéficie de la
dégradation d’un produit toxique, ou d’une modification des conditions du milieu dans un

sens plus favorable (Davet, 1996).
6.2. Mutualisme

Le mutualisme est une interaction persistante et intime qui profite aux espéces
partenaires (Douglas, 2015). C’est un échange réciproque ; une espeéce capables d’obtenir
certains avantages les confeére a un partenaire, qui lui rend la faveur en lui conférant des
avantages différentes (Schwartz et Hoeksema, 1998). L’interaction symbiotique est une
association mutualiste dans laquelle les deux organismes sont impliqués dans l'intérét de
l'association comme par exemple la relation entre les plantes légumineuses et les bactéries

fixatrices d'azote (Tajini et al., 2012).
6.3. Antagonisme

Il s'agit d'une interaction entre deux especes dans un écosystéme dans lequel une espece
a un effet sur l'autre. Certains antagonistes synthétisent des enzymes telles que cellulases,
chitinases, protéases et lipases qui ont le potentiel de lyser les parois cellulaires des
pathogenes fongiques (Kundan et a/., 2015). Les rhizobactéries sont capables de réduire 1'effet

néfaste des microorganismes pathogenes dans la rhizosphére grace a cette interaction.
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6.4. Compétition

Selon Alexander (1964), dans un milieu ou la demande en espace et en aliments dépasse
leur fourniture, la compétition pour ces deux €éléments apparait comme le principal facteur
déterminant la présence des espéces prédominantes dans une biocénose. Bien que 1'on attribue
parfois un certain intérét a la lutte pour l'espace, les renseignements rapportés a ce sujet
manquent de précision et ne peuvent suggérer que des hypothéses. Quant a la compétition
nutritive, on a constaté que 1'élément réduisant une population microbienne n'est pas celui qui
existe a la plus faible concentration mais celui dont l'apport est inférieur a la demande de la
part des microorganismes (Alexander, 1964). Plusieurs travaux ont en effet montré que la
suppression de la croissance d'un germe ou l'inhibition de la germination d'une spore peut

résulter de l'utilisation et de I'immobilisation par la microflore soit de 1'azote soit du carbone

du sol (Baker, 1968).

En général, les espéces capables d'exploiter efficacement et rapidement les ressources
alimentaires disponibles sont les meilleurs compétiteurs. Mais les germes a faible pouvoir
compétitif ont divers moyens de compensation pour survivre grace aux organes de résistance
ou pour se développer grace a leur aptitude a utiliser des substrats organiques complexes non

utilisables par les autres (Alexander, 1964).
6.5. Hyperparasitisme

L’ hyperparasitisme, ou les parasites sont eux-mémes infectés par des parasites, est
susceptible d'étre un phénomene treés courant dans la nature. L’hyperparasitisme peut survenir
obligatoirement lorsque des organismes se sont spécialisés pour infecter d'autres parasites ou
facultativement lorsque des parasites généralistes ou opportunistes infectent un certain
nombre d'hotes, dont certains sont également parasitaires. Les microbes parasites sont la
source la plus probable d'hyperparasites car leur petite taille leur permet d'utiliser a la fois des
microorganismes (Friedman et Crosson, 2012) et multicellulaires (Hillman et Suzuki, 2004)

parasites comme hotes.
6.6. Production de sidérophores

Les sidérophores peuvent étre définis comme étant de petites molécules peptidiques
contenant des chaines latérales et des groupes fonctionnels qui peuvent fournir un ensemble
de ligands de haute affinité pour coordonner les ions ferriques (Crosa et Walsh, 2002). Pour

satisfaire les besoins nutritionnels en fer, les microorganismes ont développé des voies
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hautement spécifiques qui utilisent des chélateurs de fer de faible poids moléculaire appelés
sidérophores (Benduzi et al., 2012). Ces derniers peuvent chélater 1'ion ferrique avec une
affinité élevée, permettant sa solubilisation et son extraction a partir de la plupart des
complexes minéraux ou organiques (Wandersman et Delepelaire, 2004). Une fois le fer
solubilisé, un complexe sidérophore-ferrique est formé et peut se déplacer par diffusion et

étre renvoy¢ a la surface des cellules (Andrews et al., 2003).

Dans le sol, la production de sidérophores joue un role central dans la détermination de
la capacité de différents microorganismes a améliorer le développement des plantes (Beneduzi
et al., 2012). Dans des conditions hautement concurrentielles, la capacité d'acquérir du fer via
des sidérophores peut déterminer le résultat de la concurrence pour différentes sources de
carbone qui sont disponibles a la suite de I'exsudation des racines ou de la rhizodéposition
(Crowley, 2006). Bien que divers sidérophores bactériens différent dans leur capacités de
séquestrer le fer en général, ils privent les champignons pathogénes de cet élément essentiel

car les sidérophores fongiques ont une affinité plus faible (Sivasakthi et al., 2014).
6.7. Antibiose

Il s'agit d'une interaction entre des organismes dissemblables dans laquelle I'un des
organismes laisse des effets néfastes sur un autre. Dans ce type d'interaction, le produit
chimique libéré par un organisme pourrait endommager ou tuer un autre
organisme. L'amensalisme, également appelé antibiose, conduit a la production d'une
substance antimicrobienne par un microorganisme, ce qui peut étre préjudiciable aux autres
microorganismes. La libération d'antibiotiques est le mécanisme d'amensalisme le plus
couramment utilisé par les bactéries contre leurs agents pathogenes hotes. Ces antibiotiques
sont des «composés de bas poids moléculaire» capables de détruire ou d'entraver les réactions
enzymatiques et métaboliques des microorganismes pathogenes retardant ainsi leur croissance

(Kundan et al., 2015).
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Chapitre II Lutte chimique et lutte biologique contre les phytopathogénes

1. Généralités sur les phytopathogénes

Les maladies phytopathogénes sont des maladies causées par [’action d’agents
pathogénes (bactéries, champignons, protozoaires, virus, etc...). Ces microorganismes sont
généralement infectieux car ils envahissent 1’hdte et s’y multiplient et sont contagieux, par

leur transmission d’une plante infectée a une plante saine (Lepoivre, 2003).

En fonction de leur mode de vie sur les plantes, les microbes phytopathogénes peuvent
étre divisés en biotrophes, hémibiotrophes et nécrotrophes. Alors que les biotrophes se
nourrissent de cellules vivantes et maintiennent activement la viabilité des cellules hotes, les
nécrotrophes tuent les cellules hotes avant de se nourrir des tissus morts. L hémibiotrophe
adopte une phase biotrophique précoce suivie d’une phase nécrotrophique (Dou et Zhou,
2012). Le mode de vie des agents pathogénes est largement déterminé par les effecteurs, qui
sont des protéines et des métabolites secondaires ¢laborés par les agents pathogeénes qui
interagissent directement avec 1’hote et augmentent la virulence (Collmer et al, 2009 ;
Hogenhout et al., 2009). Ces agents causent d’énormes pertes agricoles chaque année et pour

y remédier différentes stratégies de lutte sont utilisées.
2. Lutte chimique

Les pesticides occupent une place unique parmi les produits chimiques de synthése que
les humains rencontrent quotidiennement. IlIs sont utilisés pour détruire ou atténuer tout
ravageur. IIs sont principalement appliqués en agriculture pour protéger les cultures contre les
insectes, nématodes, les mauvaises herbes et les maladies bactériennes ou fongiques pendant

la croissance (Bolognesi et Merlo, 2011).

L'utilisation systématique de ces agents pour lutter contre les maladies des cultures a
été un ¢élément important dans l'intensification de l'agriculture moderne et a contribué a
augmenter les rendements des cultures et a assurer la stabilit¢ de la production. Les
agriculteurs et les producteurs ont eu accés a une gamme de produits chimiques efficaces qui
sont actifs a de faibles doses et offrent un niveau élevé de contréle des maladies (Russell,

2005).
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2.1. Fongicides
2.1.1. Définition

Les fongicides sont des agents agissant pour protéger les plantes contre l'invasion par
des champignons et / ou pour éradiquer une infection fongique établie (Oliver et Hewitt,
2014). Cette classe de pesticides est largement utilisée dans l'industrie pharmaceutique,
l'agriculture, dans la protection des semences pendant le stockage et la prévention de la

croissance de champignons qui produisent des toxines (Thajuddin, 2011).
2.1.2. Fongicides systémiques

Les fongicides systémiques présentent soit une mobilité apoplastique (mouvement dans
I’espace intercellulaire, parois cellulaires et ¢léments du xyléme), régis par la diffusion et le
taux de transpiration, ou une mobilité symplastique (mouvement a travers les plasmodesmes
de la cellule) impliquant I'absorption et la distribution via le phloéme. Ils agissent sur des sites

biochimiques spécifiques (Oliver et Hewitt, 2014).
2.1.3. Fongicides non-systémiques

Les fongicides non systémiques ne pénetrent pas dans la plante. Ils résident sur les
surfaces du feuillage et des fruits. La redistribution de la récolte (et la perte) se fait par la
phase vapeur ou par l'action des précipitations. Ils sont généralement des inhibiteurs multi-
sites, provoquant une réponse par la perturbation de plusieurs processus biochimiques (Oliver

et Hewitt, 2014).
2.1.4. Résistance aux fongicides

La résistance aux fongicides se manifeste par I’échec de produits auparavant efficaces
pour lutter contre la maladie. Le risque que la résistance se développe est clairement un
paramétre important. Il définit la durabilité du produit fongicide sur plusieurs saisons. Le
risque de résistance est affecté par les propriétés de I'agent pathogéne, la classe des fongicides

et la maniere dont le fongicide est utilisé sur le terrain (Oliver et Hewitt, 2014).

Pour comprendre 1'émergence de la résistance aux fongicides dans les populations de
terrain d'agents pathogenes, il est nécessaire de caractériser les mécanismes conduisant a une

sensibilit¢ réduite au composé et la base génétique du caractére de résistance. Quatre
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mécanismes principaux ont été impliqués dans le développement de la résistance acquise aux

fongicides (Figure 9) :

L'altération de la protéine cible empéche la liaison au fongicide (résistance au site
cible), Cette altération est due a des mutations dans le géne codant, elle a été
confirmée pour de nombreux fongicides a site unique, y compris les benzimidazole
carbamates (BMC), les azoles, les inhibiteurs externes de la quinone (Qol) et les
Inhibiteur de la succinate déshydrogénase (SDHI). (Sanglard et al., 1995 ; Hiller et
al.,2006; Rajendran et al., 2011) ;

La surexpression de la protéine cible augmente la concentration de fongicide
nécessaire a l'inhibition, cette surexpression est due a une régulation positive du géne
codant, elle a été confirmée dans certains cas (Ma et Michailides, 2005 ; Cools et al.,
2012) mais ne semble pas étre un mécanisme répandu chez les especes
phytopathogenes ;

Les pompes d'efflux expulsent le fongicide de la cellule ;

Dégradation du fongicide, celle-ci est due a la détoxification par des enzymes
métaboliques telles que le cytochrome P450 ou la glutathion transférase. C’est un
scénario couramment signalé chez les mauvaises herbes et les insectes développant
une résistance aux herbicides ( Powles et Yu, 2010 ; Cummins et al., 2013) et aux

insecticides respectivement (Puinean et al., 2010).
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Figure 6 : Mécanismes de résistance aux fongicides a site unique (Lucas et al., 2015).

1) Site cible muté. 2) Site cible surexprimé. 3) Pompes a efflux. 4) Détoxification.
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2.2. Bactéricides

Les maladies bactériennes des plantes ont ¢été¢ difficiles a contenir car peu de
bactéricides efficaces et économiques ont été développés. La streptomycine, un antibiotique
aminoside, a été utilisée en agriculture depuis les années 1950 pour contrdler les bactéries
phytopathogenes (Thayer et stall, 1961). Pendant de nombreuses décennies, les maladies ont
¢galement été gérées a 'aide de bactéricides a base de cuivre (Cu). Bien qu'ils n'offrent qu'une
gestion partielle de la maladie, les bactéricides a base de cuivre continuent d'étre la norme des
producteurs pour la gestion des maladies en raison de la disponibilit¢ minimale des
alternatives (Marco et Stall, 1983; Ritchie et Dittapongpitch, 1991; Vallad et al., 2010). Pour
améliorer son efficacité, le cuivre est couramment associ¢ a des fongicides a base d'éthyléne-
bis-dithiocarbamates (EBDC), communément appelés mancozébe ou manébe (Marco et Stall,
1983 ; Jones, J.B et Jones, J.P, 1985 ; Momol et al., 2008). Malheureusement, en raison de la
dépendance au cuivre au cours des derni¢res décennies, les agents pathogenes bactériens ont
développé une tolérance au cuivre, rendant les bactéricides a base du cuivre inefficaces (Jones

etal., 1991).
2.3. Nématicides

Les nématodes parasites des plantes sont des agents pathogénes importants qui affectent
une grande variété de plantes avec d'énormes pertes économiques (Chitwood et al., 2002). Les
méthodes courantes de lutte contre les nématodes comprennent l'application de nématicides
chimiques, d'agents biologiques et de composés nématicides biologiques, tels que des
composés phytochimiques de plantes et des composés de microorganismes (Kiewnick et
Sikora, 2006 ; Gu et al., 2007). Plusieurs nématicides chimiques sont utilisés, incluant des
fumigant (1,3-dichloropropene, chloropicrin, dazomet, éthyléne dibromide, métham-sodium,
méthyle bromide, méthyle isothiocyanate) et de non-fumigants tels que des organophosphates
(Ebufos, Ethoprophos, Fenamiphos, Fensulfothion, Isazofos, Terbufos, Thionazin) et des
carbamates (Aldicarb, Aldoxycarb, Carbofuran, Cleothocarb, Oxamyl) (Saadi, 2019).
Cependant, leur utilisation est fréquemment déconseillée en raison de leur forte toxicité pour
I'homme et I'animal, leurs effets néfastes sur l'environnement et 1'émergence de souches

résistantes (Caboni et al., 2012).
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2.4. Insecticides
2.4.1. Définition

Sont des substances actives ou des préparations phytosanitaires utilisées pour lutter
contre les insectes (leurs larves et/ou ceufs) affectant les cultures agricoles, parasitant le bétail,
ainsi que pour éradiquer les ravageurs transmettant des maladies infectieuses dangereuses

(Zhu et Liu, 2008).
2.4.2. Résistance aux insecticides

L’application fréquente d'insecticides a entrainé la résurgence de ravageurs et
l'apparition d'espéces de ravageurs résistantes. La résistance aux insecticides est le
changement héréditaire de la sensibilit¢ d'une population de ravageurs qui se traduit par
I'échec répété d'un produit (insecticides) a atteindre le niveau de controle attendu lorsqu'il est
utilisé conformément au niveau de recommandation pour cette espece de ravageur (Zhu et
Liu, 2008). Selon Liu (2012), trois mécanismes majeurs interviendraient dans la résistance

aux insecticides :

e la désintoxication des insecticides par altération des activités d'enzymes comme
l'estérase, les oxydases ou la glutathion S-transférases (GST) qui empéche l'insecticide
d'atteindre son site d'action (Vontas et al., 2001; Jackson et al., 2012) ;

e L’insensibilité des protéines cibles de l'insecticide (Hemingway et al., 2004 ; Li et al.,
2007), en raison de laquelle l'insecticide ne se lie plus a sa cible (Narahashi, 1988 ;
Brogdon et McAllister, 1998) ;

e La réduction de I'absorption d'insecticide due a la diminution de la perméabilité de la

cuticule de l'insecte (Ahmad et al., 2006 ; Zhang et al., 2008).
2.5. Herbicides

Au cours des 65 derniéres années, les herbicides ont révolutionné la lutte contre les
mauvaises herbes (y compris parasites, annuelles et vivaces) (Westwood et al., 2018). En
effet, ces derniers sont capables de concurrencer un grand nombre de cultures importantes,

entrainant de graves pertes de rendement dans le monde entier (Trisuwan et al., 2014).

En ce qui concerne la lutte contre ces mauvaises herbes, I'amicarbazone (4-amino-N- (1,
1-diméthyléthyl) -4, 5-dihydro-3- (1-méthyléthyl) -5-oxo-1H-1, 2, 4 -triazole-1-carboxamide)

mérite d'étre mentionnés. L'amicarbazone provient de l'herbicide triazolinone avec des
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applications importantes dans la dominance des mauvaises herbes dans les champs de mais et
de sucre. Il agit comme un inhibiteur de la photosynthése qui conduit a la chlorose, a un retard
de croissance, a une nécrose tissulaire et éventuellement a 1'éradication des mauvaises herbes

(Dayan et al., 2009).
2.6. Stimulateurs de défenses naturelles des plantes

Les plantes répondent aux agressions biotiques (invasion microbienne, insectes
ravageurs, herbivores) et abiotiques (froid, gel, sécheresse, etc.) par la synthése d'une variété
de molécules organiques ayant la capacité d'agir de facon directe (biochimique) ou indirecte

(structurale) sur I'envahisseur microbien (Klarzynski et Fritig, 2001; Benhamou, 2009).

Ainsi, on retrouve chez les plantes deux types de résistance : la résistance passive,
impliquant des barriéres préformées ou constitutives dont la plante s’est dotée a la suite d’une
adaptation climatique (couche cuticulaire cireuse, parois cellulaires rigides...), et la
résistance active, impliquant des barriéres nouvellement formées en réponse au stress basé sur

la reconnaissance spécifique de molécules dérivées de pathogenes (Tableau 2).

Tableau II : Les trois types de résistance active chez les plantes (Benhamou et Rey, 2012)

Types de résistance Role

Résistance locale acquise (RLA) Résistance qui s’exprime au site de
pénétration de 1’agent pathogeéne et qui ne

s’étend pas dans les tissus non infectés.

Résistance systémique acquise (RSA) Résistance qui s’exprime a distance du site
Type de résistance induite également par les | de pénétration de 1’agent pathogeéne dans les
SDN tissus non infectés de la plante. Ce type de
résistance nécessite la diffusion d’un
message pour alerter les cellules saines du

danger.

Résistance systémique induite (RSI) Résistance induite spécifiquement par des

rhizobactéries bénéfiques.
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De nouvelles stratégies de protection des plantes émergentes basées sur l'exploitation de
la capacité¢ des plantes a développer des réponses immunitaires efficaces sont largement
explorées (Ramamoorthy et al., 2001 ; Heil et Bostock, 2002; Bektas et Eulgem, 2015). Ces
stratégies reposent sur l'utilisation de stimulateurs de défense des plantes qui déclenchent les

défenses des plantes avant ou apres 'attaque des agents pathogenes.

Les agents inducteurs de résistance chez les plantes sont de nature diverse et peuvent
aussi bien inclure des facteurs physiques que des facteurs biologiques, microbiens ou de
synthése (Eder et Cosio, 1994). Ces ¢éliciteurs, aussi appelés stimulateurs des défenses
naturelles (SDN) ou, encore plus récemment, stimulateurs des défenses des plantes (SDP), ont
un large spectre d’action sur diverses maladies. IIs agissent en déclenchant une hyper-réaction
locale et/ou une résistance systémique acquise (SAR). Ceci met la plante dans un état de
veille pendant laquelle elle pourra mobiliser plus rapidement et efficacement ses défenses
contre un grand nombre d’agresseurs et pour une période relativement longue, d’ou

I’expression souvent employée de « vaccin des plantes » (Blanchard et Limache, 2005).

La société Novartis a mis sur le marché le bion (benzothiadiazole, nom abrégé : BTH),
un analogue structural de 1’acide salicylique qui présente I’avantage d’étre moins toxique en
application externe et d’étre mieux transporté et distribué dans les plantes que I’acide
salicylique lui-méme. Des études ont montré le potentiel de cette substance a induire une
résistance locale et une résistance systémique pour un certain nombre de couples plante-
parasite (Friedrich et al., 1996; Godard et al., 1999). Le BTH a été développé comme un
puissant activateur de SAR qui ne possédent pas seulement des propriétés antimicrobiennes,
mais posséde également la capacité d’augmenter la résistance des cultures aux maladies en
activant les voies de transduction du signal SAR chez plusieurs especes végétales(Thakur et

Sohal, 2013).
2.7. Inconvénients de la lutte chimique

L’un des inconvénients majeurs de la lutte chimique est la résistance aux pesticides
(Wang et al., 2003). Les études de suivi biologique montrent clairement que les agriculteurs
sont plus exposés aux effets aigus et chroniques sur la santé associés aux pesticides en raison
de leur exposition professionnelle (Tariq et al, 2007). Chaque année, des milliers
d’agriculteurs, en particulier dans les pays en développement, sont affectés par les pesticides,
principalement ceux qui vivent a proximité des fermes. Néanmoins, 1'utilisation de pesticides

a également créé des préoccupations concernant leurs effets sur I'environnement et les résidus
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potentiellement toxiques ou cancérigenes restant dans la chaine alimentaire (Mahindru, 2009).
En effet ces résidus sont connus pour persister pendant des années dans le sol et se propager

dans l'air et I'eau aussi (Figure 10). Ceux-ci restent méme a la surface des fruits et Iégumes.

Figure 7 : Le mouvement des pesticides dans le cycle hydrologique (Lushachaket al., 2018).

1 - application de pesticides; 2 - absorption par la culture; 3 - dégradation par la lumiére
ultraviolette; 4 - évaporation (vaporisée a l'atmosphére); 5 - transports a courte et longue
distance; 6 - dépdt par les précipitations; 7 - ruissellement; 8 - ruissellement de surface vers
les lacs et rivieres; 9 - eaux polluées; 10 - infiltration; 11 -adhérence aux particules du sol; 12
- biodégradation (dégradée par oxydation bactérienne ou hydrolyse chimique); 13 - lessivage

(rejet des eaux souterraines dans les cours d'eau); 14 -pollution du territoire environnant.

3. Lutte biologique
3.1. Définition

La lutte biologique peut étre définie au sens large comme 'utilisation des
microorganismes bénéfiques ou de leurs sous-produits ou—extraits de plantes dans

I’élimination d’agents pathogeénes (Johnson, 2010). Les définitions publiées de la lutte
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biologique différent selon la cible, le nombre, le type et source d'agents biologiques ; le degré
et le moment de l'intervention humaine. Ainsi, selon Garrett (1965), le controle biologique
implique la réduction de la maladie par 'intermédiaire d'un ou plusieurs organismes vivants
autres que I'hdte ou l'homme. En phytopathologie, le terme «biocontrdle» s'applique a
l'utilisation d'antagonistes microbiens pour supprimer les activités et les populations d'un ou

plusieurs agents pathogenes des plantes (Pal et Gardener, 2006).
3.2. Mécanismes d’action des microorganismes antagonistes

L'activité de biocontrole s'exerce soit directement par l'antagonisme des agents
pathogenes du sol ou indirectement en provoquant une résistance d'origine végétale ( Pozo et
Azcon-Aguilar, 2007 ; Jamalizadeh et al., 2011). L'antagonisme direct résulte de contact
physique et / ou un haut degré de sélectivité pour le pathogeéne par le(s) mécanisme(s)
exprimé(s) par les agents de lutte biologique alors que les antagonismes indirects résultent
d'activités qui n'impliquent pas de cibler un pathogene par les agents de lutte biologique. La
stimulation des voies de défense de I'hdte végétal par des agents de lutte biologique non

pathogenes est la forme la plus indirecte d'antagonisme (Singh, 2014).

Selon Siddiqui (2005), la promotion indirecte de la croissance des plantes se produit
lorsque les PGPRs atténuent ou préviennent les effets déléteres d'un autre organisme

phytopathogene en :

e produisant des antibiotiques qui tuent le pathogene ;
e produisant des sidérophores qui limitent le fer disponible pour le pathogeéne ;

¢ induisant une résistance systémique chez les plantes.
3.2.1. Antibiose

Il a ét¢ démontré que les antibiotiques produits par les microorganismes sont
particulicrement efficaces pour éliminer les agents pathogénes des plantes et les maladies
qu'ils provoquent (Pal et Gardener, 2006). Pour étre efficaces, les antibiotiques doivent étre
produits en quantités suffisantes a proximité de 1’agent pathogéne entrainant un effet de lutte
biologique ( Weller et al., 2007 ; Mavrodi et al., 2012). Un composé antibiotique inhibe la
croissance et le développement d'agents pathogénes par divers mécanismes, y compris
l'inhibition de la synthése de la paroi cellulaire, la destruction et l'altération des structures de
la membrane cellulaire des agents pathogeénes et en bloquant ou empéchant la formation de

complexes d'initiation sur la petite sous-unité¢ du ribosome en cours de synthese protéique.
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De nombreux genres bactériens tels que Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces,
Burkholderia, Pantoea, Lysobacter et Enterobacter sont principalement impliqués dans la
production d'antibiotiques et la suppression des maladies fongiques de plantes cultivées
(Dukare et al., 2020). Un exemple bien connu d’antibiotique est la pyrrolnitrine, un produit
naturel produit par certains Pseudomonas spp. Ce composé a fourni le modele chimique pour
le développement du fludioxonil, un fongicide a large spectre utilisé¢ pour le traitement des
semences, les pulvérisations foliaires ou les arrosages du sol (Gardener et Fravel, 2002). On
peut aussi citer la gramicidine secrétée par Brevibacillus brevis qui inhibe la germination et la

croissance myc¢lienne de Botrytis cinerea (Edwards et Seddon, 2001).
3.2.2. Compétition

La compétition pour les nutriments (par exemple, glucides, azote, oxygene) et l'espace
est souvent suggérée comme mécanisme d'action potentiel dans les systeémes de contrdle
biologique (Spadaro et al., 2010). Les effets de la concurrence montrent qu'il existe de

nombreuses possibilités de contrdle biologique tel que :

e laréduction du potentiel d'inoculum par la concurrence des nutriments ;

e J’augmentation de la concurrence saprotrophique pour les ressources initiales lors de
la colonisation du substrat ;

e la réduction de la quantité d'agent pathogéne dans les phases de survie dormante ou

de croissance pathogene (Spurr, 1994).

On pense généralement que les microbes non pathogénes associés aux plantes les plus
abondants protégent la plante par une colonisation rapide et limitent par conséquent les
substrats disponibles de sorte qu'aucun n'est disponible pour la croissance des agents
pathogenes (Pal et Gardener, 2006). En utilisant cette approche de compétition, le contrdle
des agents pathogenes du sol tels que Fusarium et Pythium qui infectent par contact mycélien,
a été atteint avec une plus grande efficacité par rapport a d'autres agents pathogeénes qui

germent directement sur les surfaces des plantes (Singh, 2014).
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3.2.3. Parasitisme

Le parasitisme direct par I'antagoniste sur les propagules de I'agent pathogeéne joue un
role important dans les systemes de lutte biologique, en particulier dans les maladies du sol et
moins dans les maladies foliaires (Bonaterra et al., 2003). Les enzymes chitinolytiques ont été
envisagées dans le controle biologique des agents pathogénes aprés récolte en raison de leur
capacité a dégrader les parois cellulaires fongiques, dont le composant principal est la chitine
(Saravanakumar et al., 2008). Comme exemple, la chitinase produite par S. plymuthica,
Serratia marcescens, Paenibacillus sp. et Streptomyce ssp. s'est avérée inhibiteur contre
Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum (Ordentlich et
al., 1988 ; Frankowski et al., 2001). Des preuves génétiques pour le role de ces enzymes en
biocontrdle ont été obtenu ou le gene ChiA de S. marcescens a été inséré dans Escherichia
coli et la bactérie transgénique résultante a réduit I’incidence de la maladie du mildiou sur

I’haricot causée par Sclerotium rolfsii (Shapira et al., 1989).
3.2.4. Induction des systémes de résistance de la plante hote

La résistance induite est un état de capacité défensive améliorée développé par une
plante lorsqu'elle est stimulée de maniére appropriée (Van Loon et al., 1998). Ce type de
résistance est souvent appelé résistance systémique induite (RSI) et a ét¢ démontré dans de
nombreuses especes végétales (Siddiqui, 2005). L’RSI est médiatisé par I’acide jasmonique
(AJ) et / ou I’éthylene (ET), qui sont produits suite a I’application de certaines rhizobactéries
non pathogenes (Singh, 2014). Ces dernicres sont plus spécifiquement des PGPRs. En plus de
leur capacité a stimuler la croissance végétale (Kloepper et Schroth, 1981), de nombreuses
¢tudes ont montré que certaines souches de ces bactéries (en particulier des Pseudomonas spp.
avaient la capacité de réduire I’impact de plusieurs maladies racinaires chez une multitude de
plantes cultivées (Kloepper, 1992; Paulitz et al., 1992). Le premier a démontrer ceci était
Scheffer (1983), lorsqu’il a fait un prétraitement de 1’orme (Ulmus americana L.) avec des
souches de P. fluorescens, le résultat était une réduction importante des symptomes causés par
le champignon Ophiostom aulmi. Plus tard, un certain nombre de souches de
microorganismes colonisateurs de racines ont été identifiées comme éliciteurs des défenses de
I'hote végeétal. Certaines souches de Pseudomonas sp. et Trichoderma sp. sont connus pour
induire fortement les défenses des plantes hotes et sont donc utilisées comme agents de lutte

biologique (Harman et al., 2004 ; Haas et ; Défago, 2005).
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Bien que les mécanismes par lesquels ces rhizobactéries contribuent a réduire
I’incidence des maladies racinaires soient encore mal connus, plusieurs hypothéses incluant
la compétition pour les nutriments (Lemanceau, 1989), 1’antibiose, la production d’enzymes
hydrolytiques des parois fongiques et la sécrétion de facteurs antifongiques (Weller, 1988),
ont été émises. En effet, lors de l'inoculation, les souches de PGPRs produisent de nombreux
composés tels que l'acide salicylique, sidérophores, lipopolysaccharides, 2,3-butanediol et
d'autres substances volatiles qui fonctionnent comme des ¢éliciteurs chimiques pour 1l'induction
des systémes de résistance RSA et RSI dans les plantes infectées par des agents pathogenes
(Ryu et al., 2005). Selon Weller (1988), les microorganismes rhizosphériques peuvent fournir
une défense de premiere ligne contre les attaques d'agents pathogenes et sont idéaux pour une

utilisation comme agents de lutte biologique.
3.2.5. Diminution de I’agressivité du pathogéne

Actuellement, il y a peu de consensus sur les changements qui surviennent apres
l'invasion d'agents phytopathogénes. Aprés I'établissement, 1'agressivité des pathogenes
pourrait diminuer en raison de facteurs biotiques et abiotiques (Wan et Liew, 2020). Comme
c’est le cas de Bacillus pumilus et Pseudomonas fluorescens qui exercent un effet indirect
contre B. cinerea limitant ainsi son pouvoir pathogéne grdce a une combinaison des
métabolites antifongiques et une altération du pH de la phyllosphére. En effet, les deux
antagonistes augmentent le pH du milieu de 6 a 8,5 (Swadling et Jeffries, 1998). D’autres
part, en présence de l'agent de lutte biologique Trichoderma harzianum T39 l'activité des
enzymes cutinulytiques et pectolytiques sécrétées par le pathogéne B. cinereaa été réduite
(Kapat et al., 1998). De plus, une protéases a sérine issue de T39 a été isolée et est

responsable de la dégradation des enzymes de pathogénicité (Elad et Kapat, 1999).
2.2.6. Modification des propriétés de surface des feuilles de la plante

Dans les parties aériennes de la plante, le premier contact entre les plantes et les
champignons a lieu dans la cuticule et pour cette raison, cette structure joue un réle régulateur
important lors de ces interactions (Aragon et al., 2017). En tant que barriére physique, 1’une
des principales fonctions de la cuticule est de réguler les stress abiotiques et biotiques. Ainsi,
les changements dans la perméabilité des cuticules entrainent une sensibilité élevée a
différents stress abiotiques, tels que la sécheresse et les traitements herbicides, principalement
parce que les molécules peuvent étre libérées plus rapidement de 1'apoplaste et / ou peuvent

pénétrer rapidement dans la cellule végétale (Nawrath et al., 2013).
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Les composants cuticulaires sont aussi important pour les agents pathogénes que pour
les plantes, pour I’initiation du processus de pré-invasion et d'infection et pour 1’activation de
la réponse immunitaire innée, respectivement. Les cires épicuticulaires et intracuticulaires
font de la cuticule végétale une interface hautement hydrophobe, repoussant 1'eau, les
solutions aqueuses, les mucilages polaires et les microorganismes a revétement polaire
(Miiller et Riederer, 2005; Nawrath et al., 2013). Il est important de mentionner que des
changements dans la composition des cires cuticulaires peuvent étre un facteur important dans
la détermination de la taille d'une population bactérienne, qu'il s'agisse d'un micro-organisme

bénéfique ou pathogeéne (Aragon et al., 2017).

D’autres part, plusieurs métabolites secondaires présents sur la surface des feuilles
exercent des propriétés antimicrobiennes et empéchent ainsi la colonisation par des
microorganismes (Talley et al., 2002). Parmi ces métabolites on trouve les biosurfactants qui
sont largement produit par des bactéries, des levures et des champignons, notamment
Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Bacillus spp., et Candida sp. (Sachdev et Cameotra,
2013). Les biosurfactants réduisent la tension superficielle des surfaces végétales
hydrophobes telles que la cuticule des feuilles ou agissent comme agents mouillants modifiant

ainsi la viscosité de la surface (Lindow & Brandl, 2003; Neu, 1996).
3.3. Produits commercialisés

Divers microorganismes sont explorés et utilisés comme agents de biocontrole BCA ou
biopesticides (Figure 8) (Tableau III). Les BCAs populaires comprennent Trichoderma spp.,
Pseudomonas  fluorescens, Bacillus spp., Ampelomyces quisqualis, Agrobacterium
radiobacter, Fusarium non pathogene, Coniothyrium et Aspergillus niger atoxigéne ( Singh et
al., 2007 ; Keswani et al., 2014, 2015; Mishra et al., 2015) . Cependant, comparées aux autres
bactéries Bacillus spp. et Pseudomonas spp. sont largement utilisés dans la suppression

biologique des maladies (Dukare et al., 2020).
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B Bactérien Viral
B rongique B Autres (nématodes)

Figure 8 : Part du marché mondial de divers types de biopesticides (Anonyme, 2010).

Tableau III : Gestion des phytopathogénes / maladies des cultures de légumineuses par

divers agents de lutte biologique (Singh, 2014).

Culture Maladie Pathogene Agents de lutte

biologique possibles

Pois d’Angole Syndrome de | Fusarium udum Trichoderma viride,
(Cajanus cajan) flétrissement T. hamatum,

T. harzianum,

Maladie  transmise | Xanthomonas T. koningii,
par les semences campestris pv. vinae | Bacillus subtilis
T. viride,

T. harzianum

Pois chiche Syndrome de | F. oxysporum f. sp. | T. viride,

(Cicer arietinum) flétrissement ciceri T. harzianum,
Pourriture des | Rhizoctonia solani/ | T. virens, B. subtilis
racines Macrophomina Aspergillus niger

phaseolina AN27, T. viride,
Pourriture du collier | Sclerotium rolfsii T. harzianum

Botrytis cinera T. viride,
Moisissure grise S. sclerotiorum T. harzianum,
Pourriture de la tige P. fluorescens
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Trichoderma sp.

T. harzianum

Niébé Syndrome de | F. oxysporum f. sp. | T. viride
(Vigna unguiculata) | flétrissement ciceris

Pourriture et | M. phaseolina, T. viride,

flétrissement du | F. oxysporum, f. sp. | T. harzianum,

charbon tracheiphilum T. koningii,

T. pseudokoningii

Soja (Glycine max) Pourriture des | M. phaseolina T. viride,

racines s¢ches T. harzianum
Haricot mungo Pourriture des | M. phaseolina T. harzianum,
(Vigna radiata) racines T. viride
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3.3.1. Biopesticides a base de bactéries

Plusieurs especes bactériennes ayant un potentiel de controle biologique ont été
formulées et sont disponibles dans le commerce (Tableau 4). Les bactéries sont généralement

dans de l'eau non chlorée et appliqué comme pulvérisations sur les boutures et les tiges ou

comme trempage du sol.

Tableau 4 : Biopesticides a base de bactéries (Keswani et al., 2016)

Agent de | Nom Pathogéne cible | Formulation Application
biocontrole commercial
Pseudomonas BioSavell B. cinerea, Poudre Application
syringae ESC Penicillium spp., | mouillable post-récolte sur
11 Mucor les fruits sous
piriformis, forme de
Geotrichum trempage,
candidum trempage ou
pulvérisation
P. fluorescens Blight Ban A Gel, Erwinia Poudre Trempage ou
A506 506 amylovora mouillable pulvérisation
B. subtilis Epic II R. solani, Poudre séche Ajout¢ a un
Fusarium, lisier,
Alternaria spp., mélangé avec un
Aspergillus spp. fongicide
chimique
Agrobacterium | GalltrolA13 Maladie de la | Boites de Pétri | Trempage des
radiobacter galle du collet avec culture | racines
A. tumefaciens | pure cultivée sur
gélose
A. radiobacter | Nogall, Diegall | 4. tumefaciens | Plaques lavées, | Trempage de
16 suspension  de | racines
cultures
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3.3.2. Biopesticides a base de champignons

Plusieurs champignons antagonistes et leurs produits sont également utilisés en tant

qu’agents de biocontrole. Ces antagonistes sont actuellement disponibles sous différents

types de formulations sur les marchés et utilisés avec succés contre divers especes

phytopathogenes (Tableau 5).

Tableau 5 : Biopesticides a base de champignons(Keswani et al., 2016)

Organisme Nom du Pathogéne Formulation Application
produit
Coniothyrium Contans Sclerotinia pulvérisation
minitans sclerotiorum,
S. minor
Gliocladium SoilGard Rhizoctonia Granule les granules sont
virens solani, incorporées dans
Pythium spp. le sol ou dans les
milieux de
culture hors sol
avant les semis
Trichoderma Trichodex Botrytis cinerea, | Poudre pulvérisation
harzianum Colletotrichum | mouillable
Spp-;
Plasmopara
viticola
T. harzianum Sardar Eco Pythium sp., Poudre pulvérisation
NBRI-1055 Green R. solani, mouillable
Biofungicide S. rolfsii
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Chapitre I1I Méthodes d’étude des espéces antagonistes

1. Généralités

Pendant des décennies, les scientifiques ont isolé les bactéries des environnements naturels
en compilant et en modulant différents paramétres de croissance, a partir de besoins nutritionnels
(y compris différentes sources de carbone, fer, azote et oligo-éléments) a la température, la durée
et le pH d'incubation (Overmann et al., 2017). Cependant, un défi majeur associé a la culture des
bactéries du sol est la difficulté a imiter les conditions de croissance in vivo lors de la culture in
vitro (Dror et al., 2020). Plusieurs approches disponibles pour étudier l'abondance, la
composition et la diversité des groupes d'organismes du sol peut étre divisée en trois catégories :

(1) méthodes morphologiques, (2) biochimiques et (3) moléculaires (Geisen et al., 2019).

Les méthodes basées sur 1'isolement des microorganismes ne sélectionnent que des taxons
a croissance rapide, qui peuvent représenter aussi peu que 1% de la diversité totale comme
illustré pour les bactéries (Amann et al., 1995). Néanmoins, les microorganismes cultivables
peuvent étre difficiles a identifier morphologiquement. Pour les bactéries, l'identification peut
étre effectuée en utilisant un modéle de caractéristiques morphologiques et physiologiques

(Whitman et al., 2012).

Environ 17% des taxons fongiques décrits sont cultivables, bien que I'on estime que > 95%
de la diversité fongique reste inconnue (Bridge et Spooner, 2001; Hawksworth et Lucking,
2017). Les champignons du sol formant des sporocarpes peuvent étre identifiés en utilisant
parties visibles du champignon (Andrew et al., 2019). De plus, de nombreux champignons
présentent des structures morphologiques distinctes entre les stades sexuel et asexué
(téléomorphe vs anamorphe), ajoutant a la confusion des taxonomie fongique basée sur la

morphologie (Geiser et al., 2007).
2. Mise en évidence de I’antagonisme
2.1. Méthodes de diffusion

Les méthodes de diffusion sont utilisées dans les laboratoires de recherche en
microbiologie pour cribler des extraits, des fractions ou des substances pures pour leur pouvoir
antimicrobien ou pour étudier 1'antagonisme entre les microorganismes. Parmi ces méthodes, les

plus courantes sont répertoriées ci-dessous.
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2.1.1. Méthode de diffusion sur puits d’agar

Cette méthode est souvent utilisée pour mettre en évidence l'antagonisme entre les
microorganismes (Jiménez-Esquilin et Roane, 2005 ; Elleuch et al., 2010). Il s'agit de réaliser
une culture en gélose de la souche d'intérét sur son milieu de culture par des stries serrées sur la
surface de la plaque. Apres incubation, une parcelle de gélose ou un cylindre est découpé de
maniere aseptique avec un foreur de liege stérile et déposé sur la surface de gélose d’une autre
plaque préalablement inoculée par le microorganisme a tester. Les substances bioactives
diffusent du disque vers le milieu gélosé. Puis, l'activité antimicrobienne des molécules
microbiennes sécrétées est détectée par 'apparition de la zone d'inhibition autour du puit d'agar

(Figure 9) (Balouiri et al., 2016).

Figure 9 : Méthode de diffusion en puit d'agar de Bacillus sp. contre Candida albicans.

2.1.2. Méthode des stries croisées

La méthode des stries croisées est utilisée pour dépister rapidement 1'antagonisme des
microorganismes (Lertcanawanichakul et Sawangnop, 2008). La souche microbienne d'intérét est
ensemencée par une seule strie au centre de la plaque d'agar. Aprés une période d'incubation en
fonction de la souche microbienne, la plaque est ensemencée avec les microorganismes testés par
simple strie perpendiculaire a la strie centrale. Aprés une incubation supplémentaire, les
interactions antimicrobiennes sont analysées en observant la taille de la zone d'inhibition

(Balouiri et al., 2016).
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2.2. Méthodes de confrontation
2.2.1. Confrontation directe

Cette technique consiste a placer, dans la méme boite de Pétri contenant un milieu PDA,
deux pastilles gélosées (6 mm de diametre), I’une portant 1’antagoniste a tester et I’autre 1’agent
pathogeéne. Ces pastilles sont repiquées en méme temps et sont distantes de 3 cm selon 1’axe de la
boite (Figure 10). L’incubation est réalisée a deux températures. Dans les cultures témoins, la

pastille de I’antagoniste est remplacée par un fragment de milieu PDA (Hassine et al., 2013).

Agent antagoniste Agent pathogene
\ 3cm yd
Boite de = £ )
Pétri
Milieu PDA

Figure 10 : Schéma représentant la méthode de confrontation directe.

L’¢évolution de I’inhibition exercée par I’agent pathogeéne est estimée par un pourcentage %,

calculé selon la formule proposé par Sy en 1976 (Vincent, 1990) :

IC% = (DT — DPA / DT) X 100

DT : croissance diamétrale du témoin.

DPA : croissance diamétrale du pathogene en présence de 1’antagoniste.

IC% : inhibition de la croissance.
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2.2.2. Confrontation indirecte

Cette méthode consiste a repiquer I’antagoniste et le pathogeéne dans deux boites séparées.
Par la suite, un assemblage est réalisé par superposition des deux boites: I’antagoniste a tester en
bas et le pathogéne en haut (Figure 11). Les deux boites sont scellées par des couches de
parafilm afin d’éviter toute déperdition des substances volatiles. L’agent pathogéne est ainsi
expos¢ a l’influence des substances volatiles émises par le microorganisme antagoniste. Les
conditions de culture sont identiques a celles de la confrontation par contact direct sur milieu de
culture. Dans les cultures témoins, la boite du bas contient uniquement le milieu PDA sans

repiquage d’antagonistes (Hassine et a/., 2013).

Agent pathogéne
Milieu PDA

Parafilm

Agent antagoniste

Figure 11 : Schéma représentant la méthode de confrontation indirecte.

L’évolution de I’inhibition exercée par I’agent pathogene est estimée par un pourcentage %,

calculé selon la formule suivante (Hibar et a/., 2005):

1% = (1 — Ca/Co) X 100

C, : diametre moyen de colonies en présence de 1’antagoniste.
C, : diametre moyen des colonies témoins.

1% : pourcentage d’inhibition.
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Concluston




Conclusion

A T’état initial de tout programme de gestion pour lutter contre les organismes pathogeénes
plusieurs stratégies de lutte peuvent étre préconisées, y compris la lutte chimique et biologique.
Les maladies des plantes sont considérées comme une contrainte biotique importante, ce qui
entraine des pertes de récoltes importantes dans le monde entier. Ainsi, le mode de gestion des
sols utilisé pour y remédier influe sur I’abondance et la diversité de la microfaune du sol, par
conséquent la lutte biologique et l’utilisation de produits de biocontréle sont privilégiés a
I’encontre des interventions chimiques qui sont & employer en dernier recours et de facon

raisonnable.

D’un autre coté, la gestion intégrée des maladies (GIM), qui combine les stratégies de
contrdle biologique, physique et chimique de maniére holistique plutdét que d'utiliser une
stratégie a un seul composant s'est avérée plus efficace et durable. Récemment, un réseau de
"lutte biologique intégrée" a été créé le 22/09/2020 en Algérie a ’université de Batna 2 "Chahid
Mostefa Benboulaid", premi¢re manifestation du genre, ce réseau vise a trouver un traitement
efficace pour réduire I'utilisation des pesticides dans la lutte contre les maladies des plantes en

recourant a des méthodes biologiques saines pour préserver l'environnement®.

*http://www.aps.dz/regions/85037-batna-creation-du-reseau-de-lutte-biologique-integree-en-

algerie.
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Résumé

Résumé

Le sol rhizosphérique est caractérisé par des populations de microorganismes beaucoup
plus importantes (bactéries, actinomycetes, champignons, protozoaires, virus et nématodes) ;
I’effet rhizosphere est le processus dynamique résultant d’interactions entre la plante héte, le sol,
les microorganismes telluriques et différentes caractéristiques du milieu. L’extension des
cultures intensives a mis I’accent sur la gravité des maladies phytopathogénes car celles-ci
affectent négativement les approvisionnements alimentaires mondiaux. Pour faire face a cela,
différentes stratégies de lutte ont été mises en place tel que la lutte chimique. Bien que
I’utilisation des pesticides soient la stratégie de lutte la plus utilisée, ses effets néfastes sur
I’environnement ont encouragé les scientifiques a développer des stratégies alternatives plus
durables mettant en ceuvre des microorganismes exer¢ants un effet antagonistes en tant qu’agents

de contrdle biologique.

Mots clés : antagonisme, biocontrdle, microorganisme, phytopathogenes, rhizosphere.

Abstract

The rhizospheric soil is characterized by much larger populations of microorganisms
(bacteria, actinomycetes, fungi, protozoa, viruses and nematodes); the rhizosphere effect is the
dynamic process resulting from interactions between the host plant, the soil, soil microorganisms
and different characteristics of the environment. Crop expansion intensifies an emphasis on the
severity of plant pathogenic diseases as they negatively affect the global food supply. To deal
with this, different control strategies have been implemented such as chemical control. Although
the use of pesticides is the most widely used control strategy, its harmful effects on the
environment have encouraged scientists to develop alternative, more sustainable strategies

involving antagonistic microorganisms as biological control agents.

Keywords : antagonism, biocontrol, microorganism, phytopathogenes, rhizosphere.






