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Introduction

Les plantes constituent la majorité des ressownesgétique dont dépendent les hommes
et les animaux. Malheureusement, lorsqu’une plastatteinte d’'une maladie, sa croissance,
sa fertilité et sa productivité sont affectées, slgaptdmes se développent, tout ou une partie
de l'organisme peut mourir. Les agents responsathss maladies des plantes sont trés
similaires a ceux rencontrés chez 'homme et lemamx, ils peuvent étre biologiques ou
physiques (Beniziri edl., 2011).

En agriculture, les maladies fongiques sont I'uas dontraintes les plus importantes pour
la production. Parmi ces maladies, les trachéomggcad particulierement les fusarioses
vasculaires qui provoguent généralement un fegngent des organes en entrainant un
dépérissement progressif conduisant a la mortpldeges (Messiaen at., 1990).Les dégats

provoqués par ces maladies sont importants etgmé@ngendrés des pertes appréciables.

Les fusarioses vasculaires sont provoquées parhdngignonFusarium oxysporum
présent dans de nombreux sols et occupent 40% adéd&oflore fusarienne tellurique .Il 'y a
un niveau de spécificité élevé entre la plante Isbigceptible et les souches pathogénes de
Fusarium oxysporum. Parmi les fusarioses vasculaires les plus radbbed, celles affectant
la tomate, le blé et le palmier dattier. La fusseio vasculaire de la tomate causée par
Fusarium oxysporum lycopersici se caractérise particulierement par des flétrispdsn
unilatéraux et /ou généralisés conduisant a ffabson des systemes vasculaires et la
mortalité des plantes atteints. La fusariose dé, lausé parFusarium oxysporum
graminearum affecte les rendements et déprécie la qualitgrdin et le rende impropre ala
consommation humaine et animale, suite a la mtimlu des mycotoxines par ce
champignons .La fusariose du palmier dattier, @& wachéomycose qui continue a sévir
dans les palmerais algériennes provoquant gadi®on de millier de palmiers chaque

année.

Pour dispenser les attaques de ces agents patBpgeseagriculteurs font appel a
I'application abusive des pesticides. Ces prodthitmiques sont considérés comme 'arme la
plus efficace pour faire face a ces problémes, roas substances ont des conséquences
néfastes sur I'environnement, le déséquilibre épqlee et I'apparition des mécanismes de

résistance chez le pathogéne (Thakore, 2006).

Vu les inconvénients de la lutte chimique, le resatu la protection biologique constitue
une des solutions alternatives qui permettra derlebntre les agents phytopathogenes, tout

on diminuant 'emploi des produits chimiques.
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Introduction

La lutte biologique par introduction des microongames antagonistes s’avere une voie
tres prometteuse dans le contrble de plusieurs dieslade plantes d’origine tellurique
(Bouzerda etl., 2003 ; Mercado-Blanco et., 2004 ; Boudyach, 2004 ; Tagarortakt 2008
; Abo-Elyousret al., 2009 ; Liu etal., 2009; Gandhi et Saravanakumar, 2009 ; Validoal.et
2005, 2007 et 2009 ; Amkraz @t, 2010 ; Anitha et Andrés, 2011 ; Talibiadt, 2011).

Les PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobateria) ttuent les bactéries rhizosphériques les
plus utilisés en lutte biologique. Ce groupe possaéels propriétés intéressantes, en assurant une
protection relative des systemes racinaires cafgranombreux pathogénes telluriques, tout en
stimulant la promotion de la croissance de la plé8uslow et Schroth, 1982).

Parmi ces PGPRes Pseudomonas spp fluorescents font I'objet d’'une attention particuliere.
Leur utilisation dans l'agriculture en tant quefbitilisants offre un bon rendement, méme dans
des conditions séveres (Adi al., 2009). Elles sont connues comme promotrices trutrition et
la croissance des plantes par la solubilisation rdggraux, comme le phosphore ou par la
production de sidérophores. Elles peuvent modifianorphologie et la physiologie racinaire par
la production de régulateurs de croissance comsaugines. Elles peuvent également augmenter
le niveau de résistance des plantes aux maladiessds, grace a leur activité antagoniste vis-a-
vis de pathogénefigena eél., 2000 ; Van der Heijden at., 2009.

L'objectif de notre travail, consiste a effectuame sélection de nouvelles souches de
Pseudomonas spp fluorescents en réalisant desnisots a partir de la rhizosphére du cédre
da la région de Blida.

Egalement, a partir d'un matériel biologique détuprécédemment (Kaci-Moussa et
Zarrouki, 2013), des essais in vitro sur I'évalomt de leurs potentialités antagonistes ont
ete realisés vis-a-vis de trois isolats fong&fFusarium oxysporum albedinis, Fusarium
oxysporum lycopersici et Fusarium oxysporum graminearum.

Ce document est scindé en six chapitres structtogsne suit: les chapitres |, Il et Il
rappellent une synthese bibliographique sur lestageausals de la maladie de la fusariose de
la tomate, du blé et palmier dattier, suivis paiulée biologique et des généralités sur les
Pseudomonas spp fluorescents. Le quatrieme chapitre présentera le matérielsatiet les
méthodes retenues, le cinquiéeme chapitre sera a@nsala présentation et I'analyse des
résultats, le dernier chapitre discutera les ramutibtenus. Ce présent travail sera clos par une

conclusion générale, suivi de quelques perspecatiggscherche.
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Chapitre I

Geneéralites sur les
fusarioses vasculaires



La fusariose vasculaire est 'une des maladiesigiia tellurique les plus répandues,
dont les incidences sur les cultures sont tres egrafNelson etal 1983) .C’est une
trachéomychose provoquée par un champignon impalfiasarium oxysporum appartenant
au genreFusarium et qui tire son nom du latin fusus car ses spsoes en forme de fusus
Fusarium oxysporum se distingue des autres especes Fdearium par la production
abondante de microconidies, rassemblées en faésse tpartir de monophialides courtes
(Katans, 1995).

La fusariose vasculaire sévit dans plusieurs p@partis sur tous les continents et mémes
dans les régions ou les conditions climatiques saeés, comme les déserts (Katans, 1995)

ou les régions tempérées froides (Nelsaal ,€1983).

De nombreuses formes spécialesdsarium oxysporum attaquent un grand nombre de
plantes (Agrioss, 2005), spécifiquement des cudtwmigieres (bananier, concombre, lentille,
melon, palmier dattier, pois, tomate, etc) ornemlest (ceillets, cyclamens, etc) ou
industrielles (coton, lin , etc.) .Egalement Her{hP98) a rapporté que dans le bassin
méditerranéen, la fusariose vasculaire atteintaebmeuses cultures maraichéres, notamment

les Solanacéeses Cucurbitacées, les Palmacées et certainesesiitomme le coton.

Les especes deusarium oxysporum se caractérisent par une large gamme de plantes
hotes et la plupart des souches pathogéné&s.obg/sporum envahissent le systeme vasculaire
de ces plantes et présentent une spécificité pairasic'est-a-dire que l'espéce ne peut

attaquer qu’un hote déterminé (Nelsomlet1983).

En général, ces formes spéciales se transmettetegpaemences, le sol, le transport
de rejets ou de fragments de plantes infectéesmeonians le cas du palmier dattier par
exemple (Djerbi, 1982).

1. Fusariose vasculaire du palmier dattier (Bayoud)

Le palmier dattier®hoenix dactylifera L, 1753) est une monocotylédone pérenne de la
famille des Arécacées, adaptée a la vie dans lesszarides a conditions climatiques séveres.
Cet arbre est d'une importance capitale dans laég@omique et sociale des populations

sahariennes (Mezaache, 2012).

)



Durant les dernieres années, la production desdattonnu une diminution notable
due surtout & la maladie de Bayoud causée par ampmgnon telluriqueFusarium
oxysporum f.sp albedinis. Cette maladie est la plus destructive et la phenacante dans
I'Afrique du nord. Elle est répandue surtout au ddagt dans une grande partie des palmeraies
de I'Algérie (Djerbi, 1982).

Le Bayoud fut signalé pour la premiére fois en Algé& Béni Ounif en 1898. Il s’est
propagé par la suite dans la plupart des palmedaid'©uest algérien et a atteint en 1949, la
région de M’Zab (Mezaache, 2012) .Plus de 3 miflidfarbres ont été détruits a cause de la
maladie de Bayoud, particulierement dans les régia Tidikelt, de Touat et du M'Zab
(Brochard et Dubost, 1970 ; Dubost, 1972)

1.1. L’agent causal du Bayoud

Le Fusarium oxysporum f.spalbedinis (Foa), appartient au phylum des
Deutéromycetes (champignons imparfaits). Ces forimesirfaites sont caractérisées par un
mycélium septé et des conidies généralement uniagls situées sur des conidiospores;

elles sont classées dans le groupe des Moniliaggm(vre, 2003).

L'héte principal est le palmier dattid?hoenix dactylifera L), cependant le Foa attaque
egalement le palmier canarigPhpenix canariensis). Ce champignon a été aussi isolé a partir
de certaines plantes cultivées sous les arbresabimigy dattier, c’est 'exemple du henné
(Lawsonia inermis), de la luzerneMedicago sp.) et du tréfle Trifolium sp) (Djerbi etal.,
1985). Ces plantes qui sont des porteurs sainsyamerent pas de symptdomes de la maladie

mais peuvent la transmettre a des palmiers sesgib|erbi etal., 1986).

Ce champignon est trés inégalement réparti dassljal a été isolé entre 0 et 30 cm
de profondeur dans les sols des palmeraies infeatégs parfois il peut descendre jusqu’a 1
m (Tantaoui, 1989).Concernant les conditions thgeues de culture du Foa, Elle se situe

entre 21°C et 27°C et au-dela de 40°C le champigeose développe pas (Bounaga, 1975).
1.2. Symptomes

Le premier symptome externe de la maladie, appswaitine ou plusieurs feuilles de
la couronne du milieu. La feuille affectée fléttiine maniere caractéristique, les pennes d’'un
c6té deviennent blanches depuis la base vers lesbufe la feuille, puis depuis le haut vers
la base de l'autre c6té de la feuille (Messiaenl €t1993). Ce symptdme est a l'origine du

nom de la maladie, bayoud dérivant du mot arab®yedi» qui veut dire blanc et de la forme
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Chapitre | Généralités sur les fusarioses vasculaires

spéciale albedinis d#&usarium oxysporum responsable de la maladie, tiré du lalbus
(blanc)(Figure n°01).

Pendant ce blanchissement, la face dorsale dusratshiient brune, correspondant au
passage du mycélium dans les faisceaux vascuthirezchis. Ensuite, la feuille, ressemblant
a une plume mouillée, pend le long du tronc. Cecgssus peut prendre quelques jours a
plusieurs semaines (Djerbi, 1986).

Le palmier meurt a partir de 6 mois a 2 ans apa@parition des premiers symptémes, et
ceci dépend des cultivars et des conditions desreulDjerbi, 1982). Les symptomes de la
maladie de Bayoud n'ont pas été jusqu’ici signdkdss les fleurs ou les fruits (Koulla et
Saaidi, 1985).

Egrr o §

Figure n° 01: Symptémes de Bayoud sur des pieds de palmiged@tepoivre, 2007)
1.3. Dissémination

La propagation de la maladie se fait de différem@siéres, par des rejets infectés, par le
sol contaminé, par les plantes porteuses du champi¢henné, luzerne, etc.), par les tissus
infectés (en particulier des morceaux de rachieciéf) et par I'eau d'irrigation. La maladie
peut aussi se transmettre par contact entre la@sesmmnfectées et saines (Bouizgarnalet
2004).

Les mémes auteurs rajoutent que I'ampleur de pabipagde la maladie varie selon les
conditions culturelles (irrigation abondante, fes#tion, etc) et la température.




1-4-Méthode de lutte

La lutte contre la maladie de Bayoud est un défagongtemps préoccupé les agriculteurs
des zones du sud. lls ont tenté, en vain, difféseméthodes traditionnelles allant jusqu’a

braler les arbres infectés. La meilleure solutimmsiste a protéger les champs sains en

empéchant leur contamination par la maladie (Djethl., 1982) .

Les techniques culturales et notamment les plamstalternant les cultivars sensibles et
résistants sont susceptibles de limiter la prograsge la contamination, mais elles ne

permettent pas de la stopper (Jeunot, 2005).

L'utilisation des produits chimiques (des fumigaatenme le bromure de méthyle ou des
pesticides tel que, le Bénomyle) pour lutter confge Foa dans les champs apparait
contraignante et inefficace car le champignon @eieindre de grandes profondeurs dans le
sol sous forme de chlamydospores s’échappant @ainsaitement chimique (Djerbi, 1982). Il
est a signaler que les fongicides sont des prodaiiteux et polluants de I'environnement, et
leur application dans les oasis sahariens et lesystemes fragiles, risquerait d’avoir des

conséquences néfastes sur leur équilibre écologiash, 1978).

La méthode qui semble efficace et prometteuse aedtitte génétique consistant a
sélectionner les variétés résistantes au Bayoudte Geocédure est malheureusement
accompagnée de facteurs génétiques défavorablasgaalité (Louvet et Toutain, 1974;
Djerbi etal., 1986).

2.Fusariose vasculaire de la tomate

La tomateLycopersicon esculentum Mill est une plante herbacée appartenant a lalliami
des Solanacées, elle est généralement cultivée egpiemte annuelle et peut atteindre une
hauteur de deux meétres (Chaux et Foury, 1994).dsli¢un des fruits-légumes le plus cultivé
au monde pour son utilisation dans de nombreuxs n@ést aussi un produit agricole riche
en éléments nutritifs, notamment le lycopene, die# études épidémiologiques ont montré
gu'’il pourrait lutter contre I'apparition de cenmais maladies dégénératives telles que le cancer
de la prostate (Liu etl., 2009).

La culture de la tomate est la plus répandue danmdnde apres la pomme de terre

(Arbaoui, 1984). En Algérie, elle occupe une plailégiée dans le secteur maraicher
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(Ferrero, 2009.).La production de la tomate en Adgést de 7.9 millions de tonnes en 2012
et elle est cultivée sur une surface de 32500 harfgmel, 2013).

En dépit de son importance, la culture de la torsatdfre de plusieurs problemes aussi
bien sur le plan agronomique que commercial. Datpie vue agronomique, les problémes
phytosanitaires occupent la premiére place (Addi@82 De la levée et pratiquement jusqu’a
la récolte, les cultures de la tomate sont sujéttde nombreuses maladies causés par divers
agent pathogenes tels que les virus, bactérieshk®pignons, les nématodes, et les insectes
etc (Causse, 2000).

La tomate est sujette & deux maladies fusarienlaedlgtrissure fusarienne classique
(Fusarium wilt) causée pdfusarium oxysporum f.sp lycopersici (Fol). La pourriture des
racines et du colletFusarium and root rot) causée p&usarium oxysporum f.sp.radicis-

lycopersici (Katan efal., 1997).

Ces champignons sont capables d’envahir I'ensenhblsysteme vasculaire de la plante,
provoquant ainsi son obstruction et par la suigdfdiblissement de la plante qui finit par
mourir (Snissi etl., 2006).

2.1. Agent causal

Le Fusarium oxysporum lycopersici (Fol) appartient a I'ordre des Hyphales, il se situesdan
le groupe des Deutéromycetes (Agrioss, 2005), iss-stasse des Hyphomycetes et a la
famille des Tuberculariacées ; il fait partie deséction Elegans (Messiaen et Cassini, 1968;
Booth, 1971; Nelson &tl., 1983).

Ce champignon produit trois types de spores askesudés microconidies uni ou
bicellulaires, seules présentes dans la plante-hét macroconidies en forme de croissant,
comprenant trois a cinq cellules, formées sur débrisl de plantes mortes; les
chlamydospores, formées a partir de Myceélium ounderoconidies, représentant les spores

de résistance du champignon (Agrioss, 2005).
3.2. Symptémes

Ce champignon provoque un flétrissement rapidef@izaen une journée) des jeunes
plantules .Sur les plantes plus ageées, les presyenptdmes visibles sont le flétrissement des
feuilles qui se fait progressivement de bas en bawjui fait que ceux de la base de la plante
sont déja mortes .Lorsque la plante possede phgsiranches, le flétrissement se manifeste
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d’abord sur une seule branche, souvent sur le qpdit€orrespond aux racines atteintes. Un

jaunissement peut parfois précéder le flétrisserffamkraz etal., 2010).(Figure n° 02) .

En coupe, la base de la tige montre des vaisseauns & noiratres (conséquence de
l'activité des substances phénoliques) localisésisusecteur du coté des racines atteintes ou
bien répartis sur toute la section (Krafakf 1994).

Figure n°02:Jaunissement et flétrissement duFagarium oxysporum lycopersici sur les
feuilles et la tige de la tomate (Anonyme, 2013)

3.3. Dissémination

La dissémination du champignon se fait au niveasdyar les eaux de ruissellement,
le vent ou les éclaboussures ou les importations tlaxploitation de terreux ou de plants
contaminés .Ce champignon semble plus agressifdesircultures ayant connu un stress

abiotique (excés d’eau ou température trop faii#gjios, 2005) .
3.4. Méthode de lutte

Plusieurs méthodes de lutte sont préconisées poerface a la flétrissure fusarienne; les
méthodes culturales consistent a éviter les camditiqui favorisent la maladie soit: un sol
léger et acide, un manque d’azote et de calcium telmpératures élevées et un manque de
lumiére en intensité et en temps (Benchabane, 2005)

)



Barna etal. (1983), soulignent I'importance de maintenir undilfsation azotée élevéee
surtout sous forme de nitrates (fumier), afin dedpire de pousses jeunes .Ces méme auteurs

rajoutent que la méthode la plus courante est dalehafin de maintenir le PH entre 6,4 et 7.

Toutefois, Djerbi (1986) annonce qu’une rotationlaleécolte de 4 a 5 années diminue la

densité de I'inoculum dans le sol mais sans fretoenplétement la maladie.

En autre, une méthode de lutte physique a été emspratique par Arbaoui(1984), qui
consiste a un traiter a I'eau chaude de 48-49°Craeses, pendant 30 secondes avant la

transplantation au moins de 48 heures.
3. Fusariose vasculaire de blé

Le blé est une plante herbacée annuelle, monodatyé& C’est la deuxieme plante
cultivée au monde en termes de quantités (653amdlide tonnes en 2010), derriere le mais
(826 millions de tonnes), et la premiéere en terdiéshanges commerciaux (125 millions de
tonnes échangées en 2010) (FAO, 2011).

Les maladies fongiques sont I'une des contrairgelus importantes pour faoduction
de blé. Parmi ces maladies, on retrouve un cascpiet : la fusariose, qui affecte les
rendements mais aussi la qualité sanitaire dedalteépar la présence des toxines dans les
grains. Cette maladie endémique est provoquée rpaomplexe d'espéces de champignons
phytopathogéenes, le «<complexe fusarien » a largetispd’hotes (Leplat, 2012).

La fusariose de I'épi a été décrite pour la preefers par W.G.Smith en 1884 et nommée
« gale du blé » (wheat scab ), terme modifié er0}8# Atanasoff en « maladie Basarium

», «Fusarium blight », puis « fusariose » par Douin en 1926 (lad et Bushnell, 2003).

L’espéce principale responsable de la fusarioseedissest inclue dans le gerifasarium
présenté précédemment, c’Esgraminearum (Pereyreet al., 2004 ; Xu et Gross, 2009).

3.1. Agent causal

Le Fusarium graminearum Schwabe est I'agent principal responsable de darfose du
blé, mais environ une vingtaine d’espéces appantesua genrd-usarium et une appartenant
au genreMicrodochium peuvent étre impliquées dans le complexe provdocette maladie
(Ueno, 1977).

Les dégats causés gansarium graminearum sur le plan économique, agronomique et sa

répercussion sur la santé publique ont une incelénd¢'échelle planétaire (Tanakaatt,

)



1988) . Sa survie sur les résidus peut atteindre ¢ 2 ans apres récolte ce qui les classe en «
source a long terme ».Lorsque les résidus restentidace, la survie de I'inoculum est plus
longue (Pereyra, 2004).

Le Fusarium graminearum produit de nombreuses mycotoxines, dont les ttichaenes,
qui déprécient la qualité du grain le rendent mémaropre a la consommation humaine ou
animale (Ueno, 1977).

Ce champignon peut se comporter comme saprophytdesudéchets végeéetaux. Il peut
également provoquer diverses pathologies sur @aéréales (orge, mais, riz) mais aussi sur
d’autres plantes de grande culture comme le sognoare le coton (Desjardins, 2003).

4.2. Symptdbmes

La fusariose des céréales se manifeste a différeitégpes de la croissance des véegeétaux.
Pour le blé, un brunissement du col de I'épi pgpaeitre des I|'épiaison, avec parfois
progression des symptdmes sur le rachis en courgrdplissage des grains. (Leonard et
Bushnell, 2003).

Les symptomes observés sur ces grains sont tressdivorsque I'attaque a lieu avant la
formation des grains, ceux-ci seront tres atterois absents (Bai et Shaner, 1994), ils sont
plus petits et présentent une coloration blancheose, correspondant au développement
mycélien avec un aspect rugueux, ridé, galeux mt Souvent liés a de fortes concentrations
en toxines ; des taches noires sont également geiatales autour de I'embryon (Chréstal .,
2011). Lorsque l'attaque est tardive, les grainswnvolume normal mais sont susceptibles

de contenir des toxines (Desjardins, 2003). A padi cela, le stade de développement du

grain apparait clairement important dans l'impaet ld maladie sur la récolte (Jeunot,
2005)(Figure n°03).

© ARVALIS - Institut du végétal 7 © ARVALIS - Insfitut du vegétal 'S Al

Figure n° 0% : Symptémes de Fusarium graminearum sur les gediles épis de blé (Arvalis,
2013)




4.3. Dissémination

L’étude bibliographique montre l'importance desidés de culture dans la survie e
graminearum, ainsi que dans I'apparition de la maladie suglgis. D’aprés Leplat (2012), la
survie, la production et la dissémination de I'imlmen sont en outre fortement dépendantes
des conditions pédoclimatiques.

Cependant lorsque les ascospores sont entrainéés \mnt, elles peuvent étre dispersées
sur de plus longues distances. Un élément contaitnpeaut étre détecté a plusieurs kilométres

de distance de sa source de production (DesjarZ2d@s).

Les agents contaminants peuvent eégalement étrerdésp par les insectes. Ces derniers
constituent une source de dissémination qui peattéds importante, surtout dans les pays
chauds. Plusieurs types d'insectes attaquent taepéd prédisposent celle-ci a une infection
par des champignons avant que I'épi ne se fornest & cas des pucerons et des asticots
(Leonard et Bushnell, 2003).

D'une maniére générale, les ascospores semblentedtieléments contaminants les plus
prolifiqgues dans la fusariose des épis, ce quiiguplque les-usarium graminearum, dont la
forme sexuée est connue, soient les plus viruldais la fusariose des épis (Christaket
2011).

3.4. Méthodes de lutte

En raison de la présence des spores infectieusés geaminearum dans des déchets
végétaux au niveau des champs, il convient donoalpas les réutiliser pour fumer les
cultures (Miller, 2002)

Par ailleurs, Leplat (2012), annonce gu’au niveasemis, il est recommandé de semer le
blé dans un sol bien travaillé. Idéalement le sot thvoriser une germination et une levée

rapide. De cette maniére la jeune plante peutpitiierobuste pour faire face a une infection.

La lutte chimique contre les agents pathogénesedtegusarium rencontre un succes tres
mitigé, De méme, on suppose que I'emploi d'heregigermet de diminuer la charge
d'inoculum présent sur les adventices et transbhiésaiu blé. Une irrigation excessive accroit

la séveérité de la fusariose de I'épi du blé (T&&B7),
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Introduction

La lutte contre les ravageurs en agriculture biojog est basée avant tout sur une
compréhension approfondie et une gestion inteltyadu systéme agricole pour que les
espéeces nuisibles aient de la difficulté a troutleers hotes et a s’y installer et que les
auxiliaires soient en nombre suffisant, pour maimtéa pression phytosanitaire en dessous
d’'un seuil économique critique. Pour ce faire, kgytpprotection en Agriculture biologique
est basée sur deux fondements: la biodiversit gtévention (Thakore, 2006).

L’agriculture biologique, de cette maniere, dispose théorie d'une gamme de
technologies plutét modernes pouvant remplaceedeurs a des produits de synthese pour
lutter contre les ennemis des cultures, comme degtes résistantes aux maladies et

l'utilisation d’antagonistes dans la lutte con&e tavageurs et les maladies (Adam,2008).

1. Définition de la lutte biologique

Le terme "lutte biologique" recouvre différents cepts selon les disciplines impliquées

dans la protection des cultures (Nordlund, 1996).

Le méme auteur signal qu’il existe de nombreuségitiéns de la lutte biologique mais
nous nous en tiendrons a une définition générelle, que celle proposée par Van « La lutte
biologique est un processus agissant au nivealpaeslations et par lequel la densité de
population d'une espéce est abaissée par I'efiee diutre espece qui agit par prédation,
parasitisme, pathogénéicité ou compétition ».

Elle est donc l'utilisation d'organismes vivantaslée but de limiter la pullulation et/ou la
nocivité des divers ennemis des cultures« rong@ssctes, nématodes, maladies des plantes
et mauvaises herbes » (Philippalket2013; Jeunot, 2005).

Plusieurs avantages ont été contribués dans la hittlogique. Du point de vue
environnemental, elle permet I'amélioration degumlité de vie et de la santé des travailleurs
agricoles, donc diminution des risques de contatimnades produits (pas de résidus
chimiques), ainsi que le maintien de la biodivérsies biotopes. Elle diminue les risques de

pollution grace a la dégradation rapide des bidogdss.
2. Les Biopesticides

Les biopesticides ou agents de lutte biologiqueveeu étre définis comme des
produits phytosanitaires dont le principe actif @storganisme vivant ou I'un de ses dérives.

lls peuvent donc étre constitués d organismes fgsdarnnsectes, nématodes) ou de micro-
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organismes (bactéries, levures, champignons, vexsjcant une activité protectrice sur les
plantes vis-a-vis d"agents phytopathogéenes, mais de substances d origine naturelle telles
gue des extraits végétaux, phéromones, etc (ThaR00s&).

2-1-Avantages des biopesticides

Les biopesticides offrent de nombreux avantagesr.bature permet l'utilisation aussi

bien en agriculture biologique, qu’en agricultuogeentionnelle.

lls sont souvent efficaces en faibles quantitdswet activités protectrices peuvent relever
de mécanismes multiples et déclenchent donc, rarteties phénomenes de résistance chez le
pathogene a cause d’une faible pression de sdledio outre, ils peuvent compléter les
pesticides conventionnels une fois utilisés dasspi@grammes intégrés de la gestion des
parasites (Fravel, 2005; Thakore, 2006). Par exenijmtégration du contrble biologique
avec des fongicides, les pratiques culturales, 'aites mesures peuvent contribuer au

contr6le de la rouille sur la tomate (Lourenco duetal., 2006).

Les biopesticides peuvent donc étre complémentaaestraitement chimique, mais
peuvent aussi étre utilisés dans des situations lesguelles aucune solution de contrdle
utilisant des produits de synthese, n’est actuelidrdisponible (Ji eal., 2006; Lee eal.,
2006; Saravanakumar &, 2007).

Ces produits ont été développés pour contrbler diiptes maladies sur divers céréales,
légumes, fruits et fleurs (Paulitz et Bélanger, ROBravel, 2005); il a été récemment mis en
evidence que certains micro-organismes endophytes eertaines rhizobactéries favorisant
la croissance des plantes (Plant Growth Promotimigd®acteria ou PGPR) peuvent conférer
a certaines cultures une tolérance aux stressi@estcomme la secheresse (Compaal.et
2010 Wang eal.,2012).

2.2. Les différentes catégories de biopesticides

Les produits considérés comme des biopesticideslggaragences de réglementation
européennes et mondiales sont d'origines divelleepeuvent étre classés en trois grandes
catégories, selon leur nature : les biopesticidapetaux, les biopesticides animaux et les

biopesticides microbiens (Leongadt, 1986).

=)



2.2.1. Biopesticides végeétaux

Les plantes produisent des substances actives dgargropriétés insecticides, aseptiques

ou encore régulatrices de la croissance des plahtiéss insectes.

Le biopesticide d'origine végétale le plus utilest I'huile de neem, un insecticide extrait
des grained’Azadirachta indicgSchmutterer, 1990

2.2.2. Biopesticides animaux

Les biopesticides d’origine animale sont des peidat des parasites, ou des molécules
dérivées d’animaux, souvent d’invertébrés commevégsns d’araignées, des scorpions, des
hormones d’insectes, des phéromones (Thakore, ZFad6¢xemple, les coccinelles (insecte
auxiliaire le plus connu) ou les acariens qui ssifit la prédation pour se nourrir de certains

insectes ravageurs des plantes.
2.2.3. Biopesticides microbiens

Les biopesticides microbiens comprennent les biast&champignons, oomyceétes, virus et
protozoaires. L'efficacité d’'un nombre importantedfre eux repose sur des substances
actives dérivées des micro-organismes. Ce sontiecie ces substances actives qui agissent

contre le bio-agresseur, plutét que le micro-orgaeai lui-méme (Philippe al., 2013).

Certains biopesticides microbiens présentent deéfioés supplémentaires a leur réle de
protection. Les champignons du genfeichoderma ont la particularité de faciliter

I'absorption d’éléments nutritifs du sol par ldarges (Harman etl., 2004).

L'utilisation des bactéries pour I'amélioration rémdement et la protection des cultures a
été initite depuis le début du siecle dernier. D@smilieu des années 60, plusieurs
applications expérimentales ont été rapportéesl@nNdlo88).

3. Marché des biopesticides

L'utilisation des biopesticides a longtemps ététoanée a I'agriculture biologique. Selon
Fravel (2005), le marché mondial des pesticides &@alué en 1995 a environ $29 milliards
USD dont $388 millions pour les biopesticides.

Au cours des dernieres années, le marché desigestsynthétiques avait diminué grace
au développement des biopesticides et des récgkegtiguement modifiées. Les bio
pesticides représentent 2.5% (672millions $ en PO@S ventes de produits phytosanitaires
(26 milliards $) , alors gu'il était seulement d2% en 2000 (Thakore, 2006).
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Les fournisseurs des biopesticides sont principafgrdes petites et moyennes entreprises
qui ont des difficultés compréhensibles a développe nouveaux produits et a
commercialiser pleinement ceux déja existants (Fanemical International, 2010).

La majorité des biopesticides commercialisés estigihe microbienne (Rosas-Garcia,
2009). Parmi les biopesticides microbiens, les pitech base de bactéries, ils représentent
74% du marché mondial(Figure n° 04) (Fravel, 20@8&)illus thuringiensisest considérée
comme la bactérie la plus importante et la plugdarent répandue, elle domine le marché des
biopesticides microbiens (70%) (Thakore, 2006).

8% 3%

5%
m Bactériens
10%‘ m Fongiques
O Viraux

O Prédateurs
m Autres

74%

Figure n° 04 : Marché mondial des biopesticides microbiens@db2
(Thakore, 200¢)

4. Importance des PGPR en lutte biologique
Dans le sol, I"activité microbienne est intenseparticulier dans la zone sous l'influence

des racines, la rhizosphere, qui contient plus diliion de microorganismes par gramme de
sol.

Les micro-organismes trouvent en effet dans ceemities substrats énergétiques libérés
par les racines et nécessaires a leur métabolisueres, acides aminés, acides organiques,
hormones.

Certains de ces micro-organismes, principalemenbdetéries, sont capables de coloniser
efficacement les systémes racinaires et influencentmaniere bénéfique la plante en
stimulant sa croissance et/ou en la protégeantrecodés infections par des agents
phytopathogénes. Ces bactéries de la rhizosphérteasars reprises sous le terme PGPR

(Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) synonyme HReizobacterie promotrice de la




croissance veégeétale. Plusieurs auteurs ont montrgdrtance de l'activité antibiotique des
PGPR dans la limitation de la gravité des maladiesgine telluriques (Phillipe &dl., 2013).

la réduction de la maladie peut étre associée aoioaisation importante des racines par les
bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre tes $iabitables pour les micro-organismes

pathogenes et par conséquence, leur croissanceq&eal., 2004).

La plupart des souches bactériennes exploitées eobiapesticides appartiennent aux
genresAgrobacteriumBacilluset PseudomonafHaas et Defago, 2005). lIs ont la capacité de
produire de nombreux antibiotiques, et ils sontléaca cultiverin vitro ou a manipuler en
laboratoire. De plus, les bacilles offrent un aagetpar rapport aux autres bactéries en raison
de leur capacité a former des endospores résistanotehangement des conditions du milieu
avantage aussi pour la formulation du produit (Reeersetal., 2002).

Différentes espéces de Pseudomonas spp. fluoresmenété rapportées a la fois comme
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobactéria) et cemsouches de biocontrole des
champignons phytopathogenes (de Salmonealgt 2001), grace a ces caractéristiques
intrinseques qui les rendent particulierement edgantes pour une utilisation comme agents
de lutte biologique.

.
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Chapitre 11l Généralités sur les Pseudomonas

1. Caractéristiques
Parmi les rhizobactéries non symbiotiques,Hessudomenas spp fluorescefust I'objet
d’une attention particuliere. Découvert et clagse1894 par Migula comme suit;

RégneBactéria
Division: Proteobacteria
Ordre: Pseudomonales

Famille: Pseudomonaceae

Genre:Pseudomonas
Figure n°0%: Photo de genrBseudomonaAnonyme,

2017)

Les différentes especes Beeudomonasont divisées en cing groupes selon leur ARNr.
Les espéces de groupe Pseudomonas spp fluoresaritsertainement les plus étudiées. Les
espéeces appartiennent a ce groupe dest¢udomonas aeruginosspece pathogene pour
’lhomme, P. syringae espece phytopathogeneRetfluorescensP. putidg etP. chlororaphis

(=Pseudomonas aerufacigmassemblent des especes saprophytes (Hofteiet, 2010).

LesPseudomonas fluorescessnt des bacilles Gram négatifs typiques a da&@,5nm de
diameétre sur 1,5 a 5mm de long, chimio-hétérotrephebiles avec un flagelle polaire et sont
regroupés au sein d’'un méme groupe d’homologieoratges (Bell Perkins et Lynch, 2002)
et elles apparaissent dans la plupart du tempésisml en diplobacille (Bossis a@t, 2000).
Ce sont des aérobies obligatoires, a I'exceptiocettaines qui peuvent utiliser le NO comme

accepteur d’électrons.

Les Pseudomonas spp.fluorescents forment un growpesifié de bactéries qui peuvent
généralement étre distinguées visuellement dessaBseudomonagar leur aptitude a
produire de pigments jaune vert solubles dans Igaiusont les pyoverdines(sidérophore)

produites dans des milieux pauvres en fer (Pallexokligula., 1984).

Les mémes auteures signalent que Les sidériplsordssécrétés dans le milieu externe

pour chélater et piéger le fer et le ramener adfieure de la cellule.
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Un nombre important d’espéces de plantes peux dssies complexes Eé&sidérophores
bactériens (Loper, 1988; Bitterat, 1991).

Ces bactérie ont la capacité de dégrader des c@mmmmplexes tel que les protéines et
les polysaccharides complexes comme I'amidon, etcddulose (Palleroni et Mulagi,
1984).De nombreux isolats dkseudomonas fluorescegitPseudomonas putidant été cités
comme souches capable de dégrader des moléculasitaioes plus ou moins complexes
(Campbell etl.,1995; Latour e&l.,1996).

LesPseudomonas spp.fluoresceséprophytes sont les habitants type des sols éggieb
la rhizosphere des plantes, elles sont impliquées dle nombreuses interactions avec les
plantes. Dans certains cas, elles représententdpl@®% de la microflore bactérienne totale
du sol (Digat et Gardan, 1987).

Les Pseudomonas spp. fluorescerstsnt connues pour leurs aptitude d’adhésion aux
particules du sol et au rhizoplan (Wegerkt,1994), produisent des antibiotiques (Garbaye,
1994 ; Natsch eal., 1994), et des enzymes hydrolytiques (Limakt 1991; Neilsen edl,
1998).

Elles ont une grande capacité a coloniser les eadh & y maintenir une forte densité de
population est remarquable .Cette grande rhizoctenpé vient de leur taux de croissance
plus élevé que celui de la plupart des autres hasté et de leur capacité a utiliser une
gamme de substrats tres large, souvent issus dadas racinaires, comme source d’azote ou
de carbone (Haas et Keel, 2003).

Les mémes auteurs rajoutent qu’en plus, elles séatfaciles a isoler et a cultiver au

laboratoire et se prétent aisément aux manipulag@métiques.

Actuellement les Pseudomonas spp fluorescents pfantit d’'un groupe bactérien nommé
P.G.P.R (Plant Growth Promoting Rhizobacterie synmde Rhizobactéries promotrices de
la croissance des plantes) et possedent des péspnEometteuses dont les actions de

biocontrdle des maladies des plantes causées paigdats pathogene (Wanget 2012).

-
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2. Effets bénéfiques

Les Pseudomonas spp fluorescensent des bactéries ubiquistes particulierement
abondantes dans les sols, les eaux et souventgeait® des animaux et des végétaux. Elles
possédent plusieurs caractéristiques intrinsequidesg rendent particuliéerement intéressantes
pour une utilisation comme agents de lutte biologjgelles sont responsable de la
suppression des maladies fongiques dans les al{td@as et Keel, 2003) et stimulent la
croissance des plantes comme le riz, le blé (WateCook, 1983), la pomme de terre
(Kloepper etal ., 1980), la canne a sucre (Suslow et Schroth2)19% coton (Howell et

Stipanovic, 1980) et le manioc (Hernandealgt1986).

Les Pseudomonasont capables d’induire une résistance systémiqo&ecun pathogene
donné, et porte le nom d’ISR (Matiru et Dakora, £0Q est également reconnu que des
bactéries de la mycorhizosphére, encore appelééries auxiliaires de la mycorhization,

stimulent sélectivement I'établissement de la sgs®wectomycorhizienne (Garbaye, 1994).

Différents mécanismes ont été avancés pour explidas effets bénéfiques de
Pseudomonas spp. Fluorescen®es bactéries s’attachent d’abord a la racinsoet donc
distribuées de facon passive. Puis elles se mahiplet colonisent de facon active la

rhizosphere (Lemanceau, 1992).

Deux catégories d'effets bénéfiques des rhizobastésur les plantes peuvent étre
distinguées (Van der Heijden at, 2009): () les effets directs via les organismasrobiens
associés a la racine qui mettent en place desordamutualistes avec les plantes et (I1) les
effets indirects via I'action des microorganismegamt liborement dans la rhizosphére qui

modifient les taux d’approvisionnement en élémeanisitifs et la répartition des ressources.

2.1. Effets directes
2.1.1 Stimulation de la croissance végétale

Les Pseudomonas spp. fluorescestitviulent et améliorent la germination des graetda
levée des plantes particulierement dans des condignvironnementales défavorables a leur
germination (Compant etl., 2005; Haas et Déffago, 2005).Chez plusieurs espeégetales
surtout les espéeces herbacées apres leur badtérjdatvitesse de levée a été accru (Digat et
al.,1990; Matiru et Dakora ,2004 ;Sharmaakt 2007 ;Wang eal., 2012) . Ainsi Biswas et
al.2000 ont montré que le taux de germination desgsaile colza semées dans un sol froid

)
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et battant, pouvait étre significativement augmeméee a I'inoculation par certaines souches

bacteriennes.

Digat etal, (1990) ont montré que certaines souchefsieudomonapeuvent stimuler
significativement la germinationde graines de ta@mahéme lorsque les conditions

d’environnement ne semblent pas étre favorables.

La stimulation de la croissance des plantes baési peut étre di a la synthese
microbienne de substance de croissance analogugzhgtohormones (Persello-Cartieaux et
al., 2003; Remans el ., 2007).

Il existe cing catégories des régulateurs de cmthessance végétale : les auxines, les
gibbérellines, les cytokinines, I'éthyléne et I'deiabscissique (Zahet al, 2004). L'acide
indole-3-acétique est la phytohormone la plus rdpanil joue un réle trés important dans

I'élongation des racines et dans la prolifératies goils absorbants (Spaeral, 2007).

Il est produit par un grand nombre de bactériesArbspirillum brasilensePseudomonas
Xantomonas Rhizobium Enterobacter cloacae(Karnwal, 2009) Aeromonas veronii
Alcaligenes piechaudii, Rhizobium leguminosarungdgrhizobiumspp, Agrobacteriumspp
et Comamonasaci dovorarspp (Wang eHsio., 2002).

Pour les cytokinines et les gibbérellines sont iqu#les dans la modification de la
morphologie des plantes et dans la stimulationé@eldppement de la partie aérienne (Van
Loon, 2007).Ces régulateurs élicitent les reactibmsléfenses des especes végétales, de par
leur forte affinité pour le fer, elles limitent laroissance saprophyte de certains

microorganismes phytopathogénes (Lemanceal,e2009).
2.1.2. Induction de la résistance des plantes

Les microorganismes pathogénes sont connus poupdewoir d’induire chez les plantes
des mécanismes de défense, par I'intermédiaira d&sistance systémique acquise (SAR) qui
protege les plantes contre les attaques ultériedieagres pathogénes. Ainsi que certaines
bactéries peuvent avoir un effet protecteur enigaiu elles aussi des mécanismes de défense
des plantes via la résistance systémique indugR:(Induction systimique resistance), leur

permettant de mieux se protéger contre I'attaqeatielle de pathogenes (Van Loon, 2007).

L’induction de la résistance systémique chez lastek est un processus leur permettant la

stimulation de leurs facultés et aptitudes induisactivation et le renforcement des niveaux
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de résistance a I'’encontre des agressions biotefuasiotiques. Les rhizobactéries bénéfiques
du groupe des Pseudomonas spp.fluorescents peiuwdmite ce type de réaction en
synthétisant dans la rhizosphere quelques métabalit métabolisme bactérien secondaire.

De nombreux travaux ont rapportés l'implication naetdes PGPR, particulierement
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas petilaseudomonas aerogings@ans l'induction
systémique de la résistance (ISR) chez divers espéggétales (Bakker at., 2007).Pour
Andrés etal (2011), 'augmentation de la résistance des plasdsaricot adrusarium solani
grace a linoculation d’'une souche €kseudomonas putidaerait liée a leur plus grande

teneur en lignine.

D’autres travaux portant sur des modeles d’'étutférdnts qui ont mis en évidence la plus
grande résistance naturelle des plantes bacténm@esertaines souches &seudomonas.
Ainsi, la souche bactérienne CHAO provoque une amgation du chevelu racinaire et la
résistance naturelle athielaviopsis basicolaes plantes de tabac bactérisées (Voisaad, et
1989).Un autre exemple, celui de I'application com@é d’une souche particuliere de
Pseudomonasur les graines, les racines, le sol et sur ledldelwa augmenté la durabilité de
I'ISR chez le riz contre la maladie causée Rlaizoctonia solanj Ce phénoméne a été aussi
occasionnellement observé sur d’autres plantes eotantafé, le thé (Saravanakumar et
al.,2007).
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Tableau I: Rhizobactéries induisant I'|SR dans dives pathosystemes (Ongena et

Thonart, 2006).

Gram négatives

Pseudomonas
[fluorescens

P. fluorescens
P. fluorescens

P. fluorescens

P. fluorescens

P. fluorescens
P. fluorescens
P. fluorescens

P. fluorescens

P. fluorescens

P. fluorescens
P. fluorescens
P. fluorescens
P. fluorescens
P. putida

89-B-61

653-28
CHAO

WCS417r

WCS374r

Cl5
597
EP1

PF1

7-14

WRS-3, WR9
A306

sp.

sp.

BTPI

Tomate/ Phytophtora infestans

Tomate/cucumber mosaic virus
Tabac/Peronospora tabacina
Arabidopsis/Pseudomonas syringae
Concombre/ Scarabée du concombre
Concombre/P. aphanidermatiim
Arabidopsis/Peronospora parasitica
Tabac/Tobacco necrosis virus

Tomate/ Meloidogyne javanica
Oeillet/F. oxysporum

Arabidopsis/F. oxysporum
Arabidopsis/Pseudomonas syringae

Tomate/Fusarium oxysporum
Radis/Alternaria brassicicola
Radis/ Fusarium oxysporum

Radis/ Pseudomonas syringae
Radis/F. oxysporum

Arabidopsis/Pseudomonas syringae
Concombre/. aphanidermatum
Haricot/ Pseudomonas syringae
Canne a sucre/Colletotrichum
Salcatum

Riz/Rhizoctonia solani

Canne 4 sucre /Colletotrichum
falcatum

Thé/ Exobasidium vexans
Riz/Magnaporthe grisea

Pastéque/Didymella byroniae
Pomme/Erwinia amylovora
Betterave/Heterodera schachtii
Tomate/ Meloidogyne incognita
Concombre/P. aphanidermatum
Concombre/C. lagenarium
Haricot/Botrytis cinerea

(Yan et al. 2002)

(Raupach et al. 1996)
(Zhang et al. 2002)

(Ryu et al. 2003)

(Zehnder et al. 2001)
(Chen 1999; 2000)
(Iavicoli ef al. 2003)
{(Maurhofer er al. 1994;
1998)

(Siddiqui et Shaukat 2003)
(Van Peer et al. 1991; Van
Peer et Schippers 1992)
(Steijl er al. 1999)
(Pieterse et al. 1996)

(Van Wees et al. 1997;
Picterse ef al. 1998; Ton ef
al. 2002a)

(Duijff et al. 1997)
(Hoffland et al. 1996)
(Hoffland et al. 1996;
Leeman et al. 1996)
(Hoffland et al. 1996)
{Leeman ef al. 1995a;
1995b; 1996)

(Hase et al. 2003)

{Zhou et Paulitz 1994)
(Alstrm 1991)
(Viswanathan et
Samiyappan 2002a; 2002b)
(Nandakumar ef al. 2001)
(Viswanathan et
Samiyappan 2002a; 2002b)
{Saravanakumar ef al. 2007)
(Krishnamurthy et
Gnanamanickam 1998)
{Lee ef al. 2001)

(Momol et al. 1999)
(Oostendorp et Sikora 1990}
(Santhi et Sivakumar 1995)
(Ongena et al. 1999; 2000)
(Ongena et al. 2007b)
(Ongena et al. 2004; 2005c¢)
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Arabidopsis/Pseudomonas syringae

P. putida WCS358 (Van Wees er al. 1997;
Meziane ef al. 2005)
Arabidopsis/F. oxvsporum (Van Wees et al. 1997;
Meziane et al. 2005)
Haricol/Botrytis cinerea (Meziane et al. 2005)
Tomate/Botrytis cinerea (Meziane ef al. 2005)
KKMI Canne a sucre/Colletotrichum (Viswanathan et
Jalcatum Samiyappan 2002a; 2002b)
89-B-27 Concornbre/C. orbiculare (Wei et al. 1991)
Concornbre / Pseudomonas syringae  (Liu et al. 1995a)
Concornbre / Fusarium oxysporum (Liu et al. 1995b)
WR9-16 Pastéque/Didymella byroniae (Lee er al 2001)
V14i Riz/Magnaporthe grisea (Krishnamurthy et
Gnanamanickam 1998)
P. aeruginosa TNSK2 Haricot/Botrytis cinerea (De Meyer et Hifte 1997;
De Meyer et al. 1999b)
Haricot/C. lindemnthianum (Bigirimana et Hofte 2002)
Tabac/Tobacco mosaic virus (De Meyer ef al. 1999a)
Tomate/Botrytis cinerea {(Audenaert et al. 2002)
Riz/ Magnaporthe grisea (De Vleesschauwer et al.
2006)
Serratia 90-166 Concornbre/Colletotrichum (Press et al. 2001)
marcesens orbiculare
Concomnbre/ Pseudomonas syringae  (Press et al. 1997)
Concombre/ Fusarium oxysporum (Liu et ai. 1995b)
Tabac/Peronospora tabacina (Zhang et al. 2002)
Arabidopsis/Pseudomonas syringae  (Ryu et al. 2003)
Concomnbre/ Scarabée de concombre  (Zehnder ef al. 2001)
Loblolly pine/ Cronartium quercum  (Enebak et Carey 2000)
Tomate/cucumber mosaic virus (Raupach er al. 1996)
Serratia RIGC4 Tomate/Fusarium oxysporum (Benhamou et Bélanger
plymuthica 1998)
2-67 Concombre/C.orbiculare (Wei ef al. 1991)
Puantoea E278Ar Radis/Xanthomonas campestris (Han et al. 2000)
agglomerans
C9-1 Pomme/Erwinia amylovora (Momol ef al. 1999)
Kluyvera N114 Tomate/ACucumber mosaic (Zehnder et al. 2000)
CrVOCrescens cucumovirus
Flavomonas INR-5 Concombre/ Scarabée de concombre  (Zehnder ef al. 2001)
orvzihabitans
Rhizobium elti Gl2 Pomme de terre/Potato cyst (Reitz et al. 2002)
nematode
Agrobacterium Gi2 Pomme de terre/Potato cyst (Hasky-Giinther er al. 1998)
radiobacter nematode
Gram-positives
Bacillus spp. Radis/Xanthomonas campesiris (Krause er al. 2003)

Tomate/cucumber mosaic virus

(Murphy et al. 2003)
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2.2. Effets indirects

Kloepper et Schroth (1981) ont été les premiersedtre en évidence l'effet bénéfique
indirect d’'une souche deseudomonas fluorescessr la croissance des plantes, en effet ces
effets bénéfiques des rhizobactéries sont liésua pesition stratégique a l'interface sol —
racine.
2.2.1. Compétition pour I'espace et les nutriments

Les interactions microbiennes sont conditionnées lpanature et lintensité de la
compétition entre microorganismes (Lepoivre, 20@3tte compétition peut s’'instaurer pour
'espace et pour les nutriments. Les Pseudomoradleprescents antagonistes participent a

ces 2 types de compétition.

Le méme auteur rajoute que méme si le role dera@étition pour I'espace ne peut étre
complétement exclu; la compétition pour les élémenitritifs entre en jeu lorsqu’il y a
simultanément consommation du méme composé palieptas microorganisme. Dans
certains cas, les rhizobactéries(PGPR) a croisseapide peuvent éliminer les pathogenes
fongiques par une compétition pour le carbone gtsleurces d’énergie (Kamilowt al,
2009).

Les sidérophores de bactéries rhizosphériques peuvefluencer directement
I'alimentation de la plante en fer, comme ils peuve rendre ainsi non disponible pour les
champignons pathogénes (O’sullivan et O’gara, 19%92) jouent également le réle de
chélateurs de métaux rhizosphériques ayant unke faikponibilité pour les plantes, tels le Zn
et Pb (Lemanceau at, 1988). Un nombre important d’espéces de plantesgnt assimiler
les complexes F& sidérophore bactériens (Loper, 1988; Bittealet1991).

2.2.2. Antibiose

L’antibiose est le mode d'action le plus étudiézcles agents de protection biologique, Il
consiste en une inhibition directe de la croissadoepathogéne via la production de
meétabolites aux propriétés antifongiques et/oubattques (Défago, 1993 ; Haas et Défago,
2005).

Les souches dé’seudomonasproduisent une variété de métabolites antifongiques
puissante impliquée dans le biocontréle, par exenifacide cyanhydrigue (HCN), la
viscosamide, la pyolutéorine, le 2,4-diacetylphipocinol (DAPG), la pyrrolnitrine, les

")
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phénazines, les butyrolactones, les tensines atdpslones (Defago, 1993; Haas et Defago
2005).

Certaines souches de PGPR ont la capacité de @édesdparois cellulaires fongiques a
travers la production d’enzymes hydrolytiques t@ld,3-glucanase, exo- et endo-

polygalacturonases, pectinolyases, cellulasesitabes (Whippes et Lumsden, 2001).
2.2.3. Modification de I'équilibre microbien

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

Parmi cette microflore le®seudomonas fluorescentgii ont une grande compétence
rhizosphérique, qui est définit par la capaciténd’'souche a se distribuer le long des racines

de la plante héte, a se multiplier et a survivnedaat plusieurs semaines (Weller ., 1988).
3. Mécanismes d’actions
3.1. Production de Sidérophores

Les sidérophores sont des molécules de faible powmléculaire (Leong, 1986; Weller ,
1988) de 500 & 1000 Daltons (Leong 1986) ayanajmdité de fixer les ions £glLeong,
1986; Weller etal, 1988; O'ssulivan et al, 1990; Smirnov, 1990) awee trés haute affinité
(Leong,1986).

Kloeppers etl., (1980) ont été les premiers a démontrer l'ingoare de la production de
sidérophores dans le mécanisme de biocontréleuppression par les sidérophores est plus
élevée dans les sols acides (Welleragt 1988). Si bien que dans les sols alcalins
contrairement aux sols acides, la compétition geuFer (Fg) a été proposée comme un
mécanisme de suppression de plusieurs champigebrigué Fusarium oxysporunpar la
production de sidérophores par IBseudomonas fluorescents sfiflad, 1985 et Baker,
Leong, 1986).

Par ailleurs plusieurs études ont montré que ladymion de sidérophores par les

Pseudomonas spp. fluorescents bénéfiques est t@ mmponsable de 'augmentation de la
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croissance des plantes. lls ont une activité bastétique contreErwinia carotovora
affectant la pomme de terre et réduisant la pojmdongique sur le rhizoplan de la pomme
de terre (Leong ,1986; Weller, 1988).

En effet, tous les sidérophores ne présententspaee affinité pour le fer (E€). Ainsi
les Pseudomonas fluorescenproduisent des sidérophores appelés pyoverdine ou
pseudobactine qui forment avec le fer (Fe un complexe (ferripyoverdine ou
ferripseudobactine), dont la constante de stab##ieégale environ 10 a 32 (Teintzeakt
1981) .

Par contre les fusarinines, sidérophores produts Igs Fusarium spp(Emery, 1965;
Lemanceau eil., 1986),forment avec le fer (F&) un complexe dont la constante de stabilité
est estimée de 10 a 29 (Scher et Baker, 1982).e0Jait; les Pseudomonas spp fluorescents

sont plus aptes a mobiliser le fer queResarium(Lemanceau «il, 1988).

Il a été signalé que malgré que la production aEs@ohores soit un mécanisme important
pour |"activité des PGPR, elle est rarement esntilans le biocontréle (Ongena at,
2000; Meziane eal.,2005). Ainsi qu'un grand nombre de facteurs enwiementaux (pH,
température et la source de carbone) influencerdaustion des sidérophores (Duffy et
Défago, 1993).

3.2. Production des antibiotiques

La production des antibiotiques chez lesel®lomonagst décrite comme un important
mode d’action dans la suppression des maladiesapidiose(Haas et Défago, 2005).La
colonisation efficace des racines par des PGPRresivénement essentiel pour I'expression
optimale de [lactivité de biocontrble agissant pesmpétition pour le substrat ou
antibiose(Lemanceau edl, 1986).Les antibiotiques produits par les difféselPGPR

possedent un large spectre d’activité (Fernanéh,2005).

Parmi les antibiotiques produits par les rhizoléesede genre Pseudomonas on cite : 2,4
diacéthylephoroglucinol (DAPG), les Phénazines(RHZ)plutéorine (PLT), les Pyrrolnitrine
(PRN) ect...( Allaire, 2005).

La pyrrolnitrine (3-chloro -4-(2’- nitro-3’- chlogghenyl)-pyrrole) est un antibiotique qui
inhibe la croissance des champignons en bloquasyskeme respiratoire (Arima &kt,2002).

En outre, la production de cet antibiotique Paeudomonas fluoresceatBacillus cepacia

e
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est impliquée dans le contrble de certains agesitsogenes de plantes comiRRizoctonia

solani Verticillium dahliaeet Fusarium oxysporur(Allaire, 2005).

Il a été par ailleurs démontré que les produitemtixllement sécrétés par les souches de
Pseudomonasont cytotoxique, on retrouve entre autres les aghiées et les protéases En
effet, les antibiotiques jouent un réle majeur dansuppression des agents pathogénes par les
bactéries (Weller ,1988).

3.3.Production d’'HCN

Chez les procaryotes, la production d’acide cyarigyé (HCN) qui est un métabolite
secondaire (Askeland et Morisson, 1983), semblére®aux protéobactérie et elle a été mise

en évidence chez plusieurs souches de Pseudonumdhlisrescents.

Cette production d’'HCN au niveau de I'adaptatiola @#hizosphere peut étre avantageuse
pour acquérir des nutriments. Elle peut aussi dmmdr a l'acquisition de certains ions
meétalliques en formant des complexes avec ceuRecplus, en culturan vitro, la production
de HCN peut méme inhiber la croissance de plusiguasnpignons phytopathogénes via la

phase gazeuse (Blummertss, 2000).

Selon Voisard etl (1989), la production d’acide cyanhydrique (HCNjr pa souche
Pseudomonas fluoresce@$1A5 est nécessaire a la protection de la plaist@-wis de I'agent
de pourritures noir du tabac. Ce mécanisme estailedme importance pour la souche CHA77
(Haas efal., 1991).L’HCN produit dans la rhizosphere activted@s réactions de défense de
la plante ce qui correspond a un mécanisme diegiratection avec la soucRseudomonas

fluorescensW163 qui révele une agression notable de ladialBlaas etkeel, 2003).
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Introduction

Les Pseudomonas, principalement I'especeP. fluorescens, sont connus depuis
longtemps pour leur aptitude a réduire I'incidemies maladies racinaires dans certains
champs, ainsi qu’a inhiber la croissance d’'un grnaochbre d’agents phytopathogénas
vitro. Cette capacité d’inhibition peut se faire seldasjgurs mécanismes incluant la

production d’une large gamme de métabolites aniatgm
1. Isolement de souches dé&seudomonas spp fluorescents
1.1. Prélévement d’échantillons

Les prélevements ont été effectués en 2013 a plarta rhizosphére du cedre au niveau
de la région de Chréa wilaya de Blida a une pragondle 20 a 30 cm .A fin d’'isoler des

souches de pseudomonas spp fluorecents.
1.2. Isolement et purification des souches bactérires

L’isolement des bactéries appartenant &sgudomonas du sol rhizosphérique a été

effectué par la méthode des suspensions-dilutioes @ois répétitions.

La méthode consiste a récupérer 10 g du sol quinsenélangés a 100 ml d'eau
distillée stérile. La suspension est bien agitéstcla dilution 18.Une série de dilution est

réalisée & partir de cette derniére jusqu’a awodfilution 10

Ensuite, les dilutions de £010° et 10" sont ensemencées sur le milieu King B(KB)
coulé sur des boites de Pétri avec trois répétitionr chaque dilution. Les boites sont

incubées a une température de 25°C £2 pendand8shaures.

La purification des souches bactériennes s’effegae un repiquage successif des

isolats sur le milieu King B et I'incubation setfaiune température 25°C + 2.
1.3. Identification phénotypique des isolats

L’identification préliminaire des especes dseudomonas produisant le pigment
fluorescent, est essentiellement basée sur les ctéasiques morphologiques
(morphologie macroscopique), la coloration de Gfaaractérisation microscopique), la

mobilité, la recherche de la catalase et de 'oggdaoie d'utilisation du glucose, ainsi que
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I'étude des caractéristiques physiologiques ethipifjues décrite par Holt at. (1994) et
Bossis e#l. (2000).

1.3.1. Caractérisation morphologique

La caractérisation morphologique repose principalgmsur la couleur, I'aspect, la
forme, la dimension des colonies bactériennes ginsieur élévation, obtenues apres leurs
ensemencement sur le milieu King B et incubatiameé température 25°C * 2 pendant 24
h (King etal., 1954)(Ann | ).

1.3.1.1. Production de pigment fluorescent

La créme bactérienne agée de 24 h est ensemenclkeersilieu gélosé B de King en
boite de Pétri pendant 24 a 96 h d’'incubation 82%2 .La réponse positive se traduit par

la diffusion du pigment fluorescent dans le milggtlosé
L’observation du pigment fluorescent se fait a I'oei ou sous la lumiere ultraviolette.
1.3.1.2. Coloration de Gram

La coloration de Gram a été réalisée selon deukadés; la méthode classique décrite
par Hildebbrand edl., (1988) et I'autre méthode décrite par Suslow ér&t, (1982)

La méthode classique de Gram est effectuée erephssétapes:

v" Pour la préparation de frottis bactérien une créaetérienne agée de 24 h est
déposé dans une goutte d’eau stérile sur une lammepoopre et bien étalée. Ce
frottis est ensuite séché et fixé par la chaleurdassus de la flamme de bec
Bunsen.

v' La coloration consiste a faire agir successiversante frottis le colorant violet de
gentiane pendant une minute, suivi par une appicatune solution lugol (iode —
iodurée), nous réaliserons un ringcage a I'eau detloration est fait par I'alcool
jusqu’a la disparition de la couleur violette. Apnén lavage abondant a I'eau une
coloration secondaire est fait par la fuchsine dugesipuis réaliser un autre rincage
sous I'eau et sécher le frottis au dessus deranfla du bec Bunsen.

v' L’observation se fait au microscope photoniqueyraajout d’'une goutte d 'huile a

immersion au grossissement 1000.
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v' La lecture se base sur la coloration que les bastdrennent : rose pour les

négatives et violet pour les positives.

La méthode décrite par Suslow ®hcroth, (1982) consiste a mettre en contact une
creme bactérienne agée de 24 h avec 2 a 3 goutias dolution d’hydroxyde de
potassium (KOH) a 3%.En cas de formation d’un fiistjueux, il s’agit de bactérie Gram

négatif.
2. L’antagonisme microbien in vitro
2.1. Souches bactériennes

Apres l'opération de [lisolement des échantillon&valuation des propriétés
antagonistes est la seconde étape de la séleltioragent de lutte biologique, elle repose
sur I'antagonisme révélan vitro ou sur la capacité de la souche a protégesitu les

organes inoculés par le pathogéne en conditiortsééas (Lepoivre, 2003).

Les souches bactériennesRieudomonas fluorescens (A8 et CH3) utilisées dans cette
étude, font partie de la collection microbienne laibioratoire de microbiologie qui sont
prélevés en 2013 par Kaci-Moussa et Zerrouki (Dépazent d’Agronomie a l'université
Mouloud Mammeri ) (Tab I1).

Tableau II: Origine des souches bactériennes utilisées.

Souche Bactérienne Origine
Ag Pépiniére chéne liege de Skikda
CHs Forét chéne liege de Yakourene

Ces souches sont utilisées pour évaluer leursi@stimntagonistes vis-a-vis de trois
isolats fongiquesFusarium oxysporum albedinis, Fusarium oxysporum lycopersici et

Fusarium oxysporum graminearum.
2.1.1. Purification des souches bactériennes

La vérification de la pureté des souches bactéeer{ig et CH;) a été réalisée apres
une série de repiquage successif de chaque sourch@lieu B de King(KB).

Apres 24 h d’incubation a 25°C + 2 des souchesspswat obtenues.




2.1.2. Caractérisation des souches bactériennes
2.1.2.1 Caractérisation morphologique

L’étude macroscopique révélera le diamétre, l'aspé couleur, le conteur et
I'élévation des colonies bactériennes. Alors gétulle microscopique par l'intermédiaire
de la coloration de Gram, nous permettra d’exanlaméorme, le mode d’association et le

résultat de coloration de Gram des bactéries.
a.Production de pigment fluorescent

Une creme bactérienne des deux souches utilisé@se{ACH3) agées de 24 h est
ensemencée sur le milieu KB. Aprés 24 a 96 h dbaton a une température
25+2°C.L’apparition de la couleur jaune verdatrafodae la production de pigment par les

deux souches A8 et CHS3.
b.Test de Gram

Le test de Gram est realisé selon deux technlguaassique (la coloration de Gram) et
celle de KOH.

2.1.2.2 Etude biochimique
a. Recherche de Catalase

La technique de catalase est défini par Steadad.,e€1987) qui consiste a instiller des
gouttes de I'eau oxygéné (2 a 3) a 10 volumesisarcreme bactérienne jeune fait a partir
d’'une culture de 24 heures sur une lame propreeehies Une importante dégradation

gazeuse traduit la présence d’'une catalase sel@adttion suivante :
2H,0, . X0,
b. Recherche de I'oxydase

Le test oxydase est a la base de I'identificaties blactéries Gram négatives .Il permet
de mettre en évidence une enzyme: la phényleneimkaoxydase des bactéries cultivées
sur milieu gélosé. Il consiste a déposer un disyyelase sur une colonie bactérienne agée
de 24 h.
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La lecture des résultats sera immédiate et uneioéguositive se traduit par un virage

de la couleur en bleu au bout de quelques secondes.
c. Test Mannitol et Mobilité

Le milieu utilisé est Mannitol-Mobilité (Ann 1), ipermet de mettre en évidence
I'utilisation de mannitol comme source de carboamsi que la mobilité des souches

bactériennes.

bY

Cette technique consiste a ensemencer sur le mMiaanitol-Mobilité les souches
agees de 24 h par une piqure centrale (Gardamisétti, 1981) a I'aide d’'une pipette

pasteur. L'incubation est réalisée a une tempéatar25 + 2°C.

L’apparition d’'une coloration jaune correspond aaritol positive. Le développement

des bactéries dans toute la gélose signifie qg'slbat mobiles.
d. Recherche de Nitrate réductase

La réduction des nitrates a été testée selon laadétdécrite par Roussel Delif @it
(2005).La technique consiste a inoculer une suspefsctérienne de 24 h dans des tubes
de Bouillon nitraté (Ann |), puis les incubés pemid24 h a une température de 25+2°C.

La mise en évidence des nitrites dans le miliefagagrace a la technique de Khan qui

utilise les réactifs de Geless llosway :

v' Réactif A: Acide sulfanilique en milieu acétique.

v' Réactif B: Naphtylamine en milieu acétique.

Cette méthode consiste a ajouter a la surface deun8 gouttes du réactif A puis 3

gouttes du réactif B et homogénéiser le mélange.

En cas de présence de nitrite il y aura appariiome couleur rose, donc la bactérie
possede une nitrate réductase qui effectue laioéa@&i la coloration ne change pas cela
signifie 'absence de nitrite; alors on ajoute dgbudre de Zinc qui réduit les nitrates en

nitrites:

» coloration rose: le Zinc réduit les nitrates emit@tc’est a dire que la bactérie

ne posséde pas la nitrate réductase selon lag@attivante:

Nitrate réductas

v
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NOs™ (Nitrite) NO, (Nitrite)
. pas de coloration: les nitrites ont été transformpés la bactérie puis la
dénitrification a permis I'obtention de diazote. téaction est fortement positive,
c'est-a-dire la bactérie possede le nitrate rédacta

Dénitrificatior
NO, (Nitrite) » N, (Diazote)

e. Utilisation de Citrate de Simmons

L'utilisation du milieu citrate de Simmons (Annexe$ a pour but de déterminer la

capacité des souches bactériennes a utiliserdégectomme une seule source de carbone.

Cette technique consiste a ensemencer en striggudimales le milieu (qui se présente
en pente) a partir de la suspension bactérienre @g@4 h. L'incubation se fait a 25+2°C
pendant 24 heures. Les bactéries citrate(+) dorumemtulture abondante et se traduit par
le virage de I'indicateur du vert au bleu (Larper@y5).

f. Fermentation / oxydation.

La fermentation ou I'oxydation des sucres (gluctsetpse) est recherchée sur le milieu
d’identification Mevag (Annexes 1), en ensemencafondamment une suspension
bactérienne agée de 24h par une pigure centrale sutieu Mevag confectionné en deux
tubes a essai, puis on ajoute a I'un de ses tuiesince couche de la vaseline.

Le virage de la couleur au jaune dans les deuxstuigique que la bactérie utilise la
voie fermentative. Si le virage de la couleur aung@est uniguement dans le tube qui ne
contient pas de la vaseline donc la bactérie atifisvoie oxydative.

g. Hydrolyse de la Gélatine

Une creme bactérienne de 24 h est ensemencée @griqure centrale au niveau de
culot dans des tubes a essai contenant le milileirgg (Gardan et Luisetti, 1981) (Ann |)
puis incuber a une température 25°C+2 pendant par8 .

bY

Aprés l'incubation on place les tubes 10 mn a uvemperature de 6°C pour la
favorisation de la reprise de gel avec une comgamaia des tubes témoins sans
ensemencement de la bactérie .Si le milieu seifelida bactérie n’hydrolyse pas la

gélatine, donc elle ne synthétise pas la gélatinase

=)



h. Hydrolyse de I'esculine

La technique s’agit d’ensemencer en strie sur lgemiesculine (Ann ) (Gardan et

Luisetti, 1981) coulé dans des boites de Pétrcdéares bactériennes de 24 heure.

L'incubation se fait a 25 + 2°C pendant un & trjmar et la lecture se base sur

I'apparition d’une couleur noir dans le milieu gimdique la dégradation de I'esculine.

i. Production de Levane sucrase

Hildebrand etal. (1988) ont décrit la méthode de recherche de hesicrase. Cette
méthode consiste a ensemencer sur milieu gélosgéneefGardan et Luisetti ,1981) (Ann
[) une culture bactérienne jeune puis incuber &262 durant 2 a trois jours. L'apparition

d’'une culture bombée et brillante, signifie la @rése de levane sucrase.
j. Recherche de I'Uréase, de la TDA et de I'indole

Ce teste permet de la mise en évidence des enzynrésise qui hydrolyse l'urée en
CO, et NH; et le tryptophane désaminase (TDA) qui transfolengyptophane en acide

indole pyruvique par désamination.

Il consiste d'introduire la suspension bactérierdgge de 24heure dans des tubes
contienant le milieu urée tryptophane (Fergusbim@iber pendant 24 heures a 25 + 2°C.

Les bactéries uréase(+) se traduit par I'apparithme couleur rouge violacé et la
formation d’'un anneau rouge signifie la dégradatitn I'indole par la bactérie donc

indole(+).Pour la TDA l'apparition d'un précipitégsifie que c’est TDA(+).
k. Caractéres RM et VP

Les caracteres Rouge de Méthyle(RM) et Voges Pussk@/P) sont étudiés dans le
milieu Clark et Lubs (Ann I).La méthode consisterssemencer deux tubes contenant de
milieux Clark et Lubs avec une suspension des dgewches bactériennes jeunes (A8 et

CHB), puis les incubé a une température de 37"0ad 24 h.

Un prélévement de milieux incubé dans d’autresdubessai a été réalise; I'un sert au
test RM par introduction de 2 gouttes de solutiemalige de méthyle a 2.5% dans l'alcool

et 'autre tube pour la réaction de VP, qui me€eidence I'acétoine par un ajout de 0.5ml
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de solution di-naphtol et 1ml de solution de soude de potassdtigae dilué (16%), puis

on agite |égerement et laisser pendant 10mn.

Pour le RM la lecture se fait immédiatement etpaition d’'une teinte rouge indique
que la bactérie est RM(+).L’apparition d’'une teinbeige ou rose signifie que la bactérie
VP(+).

2.2. Isolats fongiques

Les isolats fongiques testésvitro sont: leFusarium oxysporum f.sp lycopersici(Fol)
agent causant la fusariose vasculaire de la torteakaisarium oxysporum albedinis(Foa)
responsable de Bayoud etisarium oxysporum graminearum provoquant la fusariose de
blé (Fog) (Tableau 03).

Tableau 1ll: Origines des isolats fongiques utilisés danselst t

d’antagonisme

Isolats fongiques Plante hote Provenance

Fusarium oxysporum f.sp | tomate

lycopersici

Fusarium oxysporum f.sp | Palmier dattier Université LAGHOUAT
albedinis

Fusarium graminearum Blé

2.2.1. Purification des isolats fongiques

La purification des isolats fongiques est assuegadps repiquages successifs de chaque

isolat sur le milieu PDA (Annexes n°02).

Un disque de 3 mm de diametre de chaque mycélaimrélevé a partir d’une culture
fongique a l'aide d’'une pipette Pasteur, puis plagéentre de la boite de Pétri contenant
le milieu PDA (Potato Dextrose Agar).L’incubatiost @ffectuée a 25° C ##ndant 7 a

10 jours.
2.3. Activité antifongique

Le test d’antagonisme est effectué pour vérifiexistence d’'une éventuelle action

inhibitrice des souches deseudomonas fluorescens (A8 et CH3) vis-a-vis des trois
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champignonsFusarium oxysporu albedinis (Foa), Fusarium oxysporum lycopersici(Fol),
Fusarium oxysporum graminearum(Fog).

Ce test est realisé sur des milieux de culturelesIPDA et King B (Annexes 1) selon
la méthode décrite par Vincentatt (1991).

Un disque de chaque mycélium est prélevé a padimedculture fraiche de 7 jours
(Figure 06), puis placé au centre de la boite de B@ntenant le milieu PDA et sur boite
contenant le milieu KB. Les bactéries isolées adée24 h sont déposées par deux
méthodes (Figure 07), la méthode des spots et thoe des traits. Le témoin est inoculé
uniguement par le champignon a tester. Les boites iscubées a 25+2°C pendant 10
jours.

Cing répétition sont réalisées pour chaque métpode les trois champignons.

Figure 07: Méthodes d’ensemencement des souches A:métlesdepdts; B méthode
des traits (Originale, 2015).

La confrontation des bactéries avec les champigmoyistogames est suivie pendant
une semaine a température ambiante, la distanoe l@xtrémité des colonies et celle du
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mycélium fongique est alors mesurée et elle estpeoée au témoin ne contenant que le

myceélium fongique.

La lecture des résultats consiste a mesurer largist parcourue le champignon en
direction de [l'antagonisme bactérien (souche de udRsaonas).Le pourcentage
d’inhibition  est calculé selon (Wang Efsio., 2002 ) et (Trivedi ePandey., 2008)
comme suit:

(%) |nh|b|t|0n :(R témoin'R tes[)/R témoin ><100

v R «moin: distance de la croissance radiale max du charapitgmoin.
v R g distance radiale de croissance du champignon présence de la souche
bactérienne.

NB: on peut parler d’'inhibition que lorsque (%) ilbition est supérieur a 20%.
[1.4. Les analyses statistiques

Les résultats sont traités par analyse de varialN®@{A) complété par un test de
comparaison par paires de Newman-Keuls avec unegiggde 5% a l'aide de logiciel
STAT BOX version 6,3.

Lorsque la probabilité (P) est:
p>0.05 : les variables ne montrent aucune diffé@engnificative.
P<0.05 : les variables montrent une différenceifazgtive.
P<0.01 : les variables montrent une différencedraant significative.
P<0.001: les variables montrent une difféerencetis@gement significative.

C’est dans les cas ou les difféerences s’averenifgigtive, que nous faisons appel au
test de NEWMAN et KEULS au seuil de 5% afin desddiiner les groupes homogeénes.
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1. Résultats
1.1. Isolement des souches bactériennes

Les isolements a partir de la rhizosphére du cedtes ont permis l'identification de
14 souches dont les caracteres macroscopiquesresmndsentés dans le tableau IV et la
Figure 08

Tableau IV: Caractéristiques morphologiques des souchesrizutés isolées de la
rhizosphere de cédre.

Caractéristiques Taille dfgrt;g ? d Aspect couleur élévation | consistance
Souche
BL, 1Imm | Ronde| brillante creme bombég Creme
BL, 2mm | Ronde Opaque jaune clajr plate Creme
BL3 1Imm | Ronde| brillante créme plate Creme
BL4 2mm | Dentelée b peu creme bombée Creme
rillante
BLs 3mm | Ronde| brillante créme bombége Creme
BLsg 3mm | Ronde Opaque bIanchétrelegeremem Creme
ombeée
BL~ 1,5mm| Ronde Opaque| jaune claife  bombée Creme
BLg 2mm Ronde brillante Blanchétrelegeremem Séche
bombée
BLg 1mm | Dentelée brillante | jaune clair plate Seche
BL 10 1Imm | Ronde| brillante creme bombég Creme
BL11 2mm | Ronde Opaque créme bombée Seche
BL 1, 1mm | Ronde Opaque créme bombée Creme
BL 13 1,5mm| Ronde | brillante| jaune clair bombée Creme
BL 14 Imm ronde brillante jaune clair Plate Créme

Figure 08: Souches bactériennes isolées de la rhizosphearedde (Originale, 2015).
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Les résultats obtenus sur le milieu King B apre$ @incubation a 25°C+2 montrent
gue toutes les souches isolées ne produisent gaigrdent fluorescent sur le milieu gélosé.

Le test de KOH et la coloration de Gram révélerd tputes les souches bactériennes
isolées sont des Gram (+).

1.2. Activité antagoniste in vitro

1.2.1. Caractérisation des isolats bactériens
1.2.1.1. Purification des souches bactériennes

Les repiquages successifs des souches A8 et CHRE suilieu King B ont permis de
confirmer la pureté de ces bactéries.

1.2.1.2. Caractéristiques des souches bactériennes
e Caractérisation morphologique

L’étude macroscopique réalisée a I'ceil nu sur mikéng B nous a permis d'observer des
petites colonies bombées, de couleur transpareieige de 0.5 a 1 mm de diametre, un
aspect lisse avec un contour régulier caractéaseddux souches étudiées A8 et CH3(Figure
09).

Figure 09: Aspect des souches bactériennes A8 et CH3wesa I'ceil nu
(Originale, 2015).
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* Production de pigment fluorescent

La production des pigments fluorescents a été metie observée sur le milieu B de King
chez les souches A8 et CH3 qui ce traduit parasdeur jaune verdatre. L'intensité de la
fluorescence est variable selon les souches gstléres visible pour la souche CH3 (Figure
10).

Figure 10: Production de pigment fluorescent par les soucl@etACH3 (Originale,
2015).

. Test de Gram

La coloration de Gram révéle que les souches beot®s sont des Gram (-).
L’'observation microscopique a montré des fins bexildroits, de couleur rose isolées ou
groupés en deux.

Egalement, le test de KOH confirme que les deuxhsesisont des Gram(-) illustré par la
formation d’un filet visqueux au contact de la léaiet et le KOH.

1.2.2.3. Etude biochimique

La série de tests biochimiques effectuée pour éesx douches bactériennes A8 et CH3 a
révélé les résultats suivants Tableau IV et Fidure

Les deux souches présentent des réactions négatavés Rouge de Méthyle (RM-) et
Voges Proskauer (VP-).

Pour le test TSI: en culot il y a pas croissancestriches A8 et CH3, il s’agit de glucose
(). Cependant, un développement bactérien ehamgement de la couleur au jaune sont
observés au niveau de la pente, cela signifie e bactéries sont des lactoses (+) et
saccharoses (+).

Les souches étudiées A8 et CH3 transférées suti®ir€itrate de Simmons ont provoqué
un virage de I'indicateur au bleu, cela signifiedes bactéries sont des citrates (+).

Les deux souches bactériennes sont mobiles maiégradent pas le mannitol.
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La formation d’'un anneau rouge, d’'un précipité bainsi que I'apparition de couleur
violacée sur le milieu urée tryptophane suite ad@mencement de la suspension des souches
A8 et CH3, démontre que ces bactéries sont indeleEDA(+) et uréase (+).

Le virage de la couleur de tube contenant de lalwvessur le milieu Mevag signifie que
ces souches sont de type aérobie strict.

Les deux souches ne réduisent pas les nitrategriéesn cela se traduit par la couleur qui
est restée inchangeable sur le milieu boillon tétra

L’hydrolyse de I'esculine a été observée chez ksxdsouches bactériennes mais a une
intensité élevée pour la souche CH3, qui ce tragait la coloration noiratre de milieu
esculine (Figure 12).

Pour le levane, la culture CH3 apparait bombéeriiafite cela indique la présence de
levane sucrase, contrairement a la souche A8 gpiésente pas cette enzyme (Figure 13).

En contact des souches bactériennes (A8 et CHE) Btau oxygénée nous avons observé
des bulles gazeuses, ce sont des catalase pgBitjee 14.

L’hydrolyse de la gélatine a été observée uniquémpeunr la souche CHS8.

Le test d'oxydase révele la présence de I'enzygiecbhrome oxydase pour les deux
souches.

<
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Figure 11: Galerie biochimique classique Figure 12 : Hydrolyse de levane par la
réalisées pour les souches A8 et CH3 (Origin: souche CH3 (Originale, 2015).
2015).

Figure 13 : Hydrolyse d’esculine par la Figure 14: Test de catalase positive des
souche CH3 (Originale, 2015). souches CH3 et A8 (Original, 2015).
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Tableau IV: Caractéristiques biochimiques des souches AgH& C

Souche A8 CH3
Test
Glucose- Glucose-
TSI Lactose- Lactose-
Saccharose - Saccharose -
RM- RM-
Clark et Lubs VP- VP-
) N Mannitol- Mannitol-
Mannitol Mobilité Mobilité+ Mobilité+
Aérobie Aérobie
stricte stricte
Mevag
Citrate De Simmons + +
Bouillon nitraté - -
Gélatine + .
Esculine ++ ++
Catalase + +
Levane + -
Oxydase + +
Urée+ Urée+
Urée tryptophane TDA TDA+ TDA+
Indole + Indole +

* (+): réaction positive.

* (++): réaction tres positive.

* (-): réaction négative.

&
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2. Purification des isolats fongiques

Aprés 10 jours d’incubation a une température d& 28C nous avons pu obtenir des
isolats fongiques purs des champignons Foa,tFabe (Figure 15).

Figure 15: Isolats fongiques sur milieu PDA (Foa, Fol et F@@riginale, 2015).

3. Activité antifongique des souches bactériennes

Les souches A8 et CH3 testées, manifestent unenaicthibitrice vis-a-vis des trois
isolats deFusarium oxysporum albedenis (Foa), lycopersici (Fol), graminearum (fog). Le
diametre des colonies mycéliennes Fleoxysporum a été réduit en présence des souches
antagonistes deseudomonas fluorescens, comparé au témoin non inoculé.

Les résultats suggérent que le milieu de cultuogipe pour les trois champignons est le
PDA, néanmoins le Fol est le moins développé dansilieu King B par rapport au milieu
PDA (Figure 16).
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Figure 16: Les isolats fongiques Fog, Fol et Foa témoirsesrences sur les milieux KB et
PDA (Originale, 2015).

L’inhibition de la croissance mycélienne est valeabn fonction des souches bactériennes
testées, des isolats fongiques, des milieux dereudit les méthodes utilisées.

3.2.3. Calcul de taux d’'inhibition

Seules pour les souches qui présentent un taukibiiion >20%, elles sont considérées
comme inhibitrices.

Les résultats sont inscrits dans le tableau suivant

45
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Tableau V : Taux d’inhibition (%) des souches bactériennel8€t A8 contre les
champignons Foa, Fog et Fol dans le milieu PDAiegk par la méthode des trait et spot.

Milieu King B Milieu PDA

Méthod

es Trait Spot Trait Spot

Souche| Foa| Fogl Foll Foa Fog Fal Foa Fad-ol| Foa | Fog| Fol

A8 R R e N w | W 5 | o | © o o
= o) o N W NS o | N o ©
o [ N © ® |~ | P o
IN o) w | A 2 7 S N B e N
CH3 | ® S o . o 2 o e o .
o EN o | N o |o |8 IN |N|© o)
IS o N | © © | ® a |k N 6o

Les taux d'inhibition obtenus montrent que les deaMches bactériennes A8 et CH3 sont
actives vis-a-vis des trois champignons avec lex seéthodes sur le milieu King B, alors
que sur le milieu PDA, seule la souche CH3 esthitinge vis-a-vis de Fol par la méthode
des spots.

1.3.Effet de milieu de culture sur I'activité antifongique
e Milieu King

Sur le milieu King B, les deux souches exercentagiité antagoniste vis-a-vis des trois
isolats fongiques Fol, Fog, Fol. Ce résultat sé elairement sur les boites de Petri lors de la
comparaison avec le témoin (Figure 17).

Sur ce milieu King B, les deux souches sont carsies comme inhibitrices avec un taux
d’inhibition dépassant les 20%.

La variabilité¢ de taux d’inhibition entre les demnéthodes n’est pas importante pour les
deux souches bactériennes A8 et CH3 vis-a-vissieats fongiques Fol, Fog et Fol.

Les résultats obtenus sur le milieu King B pamiéthode des traits et spot sont illustrés
respectivement sur les Figures 18 et 19:

.



Les témoins

Figure 17: activité antagoniste des souches A8, CHds-a-vis des trois champignons Foa, Fog et Fslr le
milieu King B (Originale, 2015)
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Méthode de trait

= A8
mCH3
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Figure n°18 : Taux d’inhibition d’A 8 et CH3 dans le milieu Kir§y par la méthode des
traits.

La lecture de la Figure 18 nous indique que le @inhibition est variable et important
pour les deux souches vis-a-vis des trois champigapres utilisation de cette méthode.

Sur le milieu King B le taux d’'inhibition le plude¥é est enregistré par la souche CH3
vis-a-vis du champignon Fol avec un taux de 6266t par la souche A8 avec un taux de
52.62% a I'encontre de Fol.

Dans ce milieu le champignon le plus sensible estelR présence de CH3 et le plus
résistant est Fog avec une valeur de 39.67 %.

D’apres ces résultats, la souche CH3 est plubitribe que la souche A8.
. Méthodes des spots

Les résultats montrent (Figure 19) que la soudh® exerce une activité antagoniste
élevée vis-a-vis de Foa soit un taux de 57.29 %ailnte taux d’inhibition est enregistré par la
méme souche a I'encontre de Fog soit 23.27%.DoRodeest le champignon le plus sensible
alors que le Fog est le plus résistant.

Par cette méthode, la souche A8 est plus aptiveapport a CH3.
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Figure n °19: Taux d'inhibition de A8 et CH3 dans le milieun§ B par la
méthode des spots.

. Le milieu PDA

D’aprés les résultats obtenus sur le milieu PDA&sttla souche CH3 qui est considérée
comme inhibitrice en présentant un taux d’inhdsitsupérieur a 20% vis-a-vis de Fol par la

méthode des spots (Tableau VI).

Tableau VI : Taux d’inhibition (%) sur le milieu PDA.

Méthodes Trait Spot
Isolats fongique
Souches Foa Fog Fol Foa Fog Fol
bactériennes
A8 2.43 12.5 15.21 19.51 0 15.96
CH3 2.43 11.25 15.21 10.97 0 -
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Méthode des traits

La figure20 montre que le tx d’inhibition le plus élevé enregiré par les deux souche

est estimé a 15.21%, et ad'encontre deFol.

Ces resultats révelent que les deux souches baoté nesont pas inhibrice dans le
milieu PDA vis-avis des trois champignorFusarium oxysporum albedinis, Fusarium
oxysporum lycopersici et Fusarium oxysporum graminearum.
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Figure 20: Taux d’'inhibior de A8 et CH3 sur le milieu PDA obtenu par la md#hdes
traits.

Méthode des spots

La lecture de la Figurel montre que le taux d’inhibition est nul pour lesixlsouche:
A8 et CHS3 vis- a-vis de Fog.

Sur le milieu PDAnous avons noté ques taux d’inhibition sordéissez faibles, par rappt

au milieu King B. Pala méthode des spots une ve maximak de 27.68% a été obtel

par la souche CH3 visadis de Fol, quant a son efivis-a-vis de Foail est estimé a9.51%.

A I'encontre de Fog les deux souches sont inac (0%).
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Figure 2L Taux dinhibition deA8 et CH3 sur le milieu PDA par la méthode des s

1.4.Les analyses statistique

e Sur le milieu King B

L’'analyse devariance de trois facteu sur le milieu King B révélgu’il n'y a pas une
différence significative pour les trois facteurgushe bactérien (P=0.819), méthoc
(P=0.364) et isolats fongiquéB8=0.565) (Annexe II, Tab VII).

e Sur le milieu PDA

L’analysede variance pour les trois facte : souches bactérienndsplats fongiques ¢
méthodes atteste qu’'il n'ya pas une différence significativdes probabilités sot
respectivement P=0.928, ®£19 e P= 0.469 (Annexe II, Tab VIII).

* Pour les quatre facteurs

L’'analyse de variance pour les quatre facl: milieu, souchesbactériennes, isola
fongiqueset la méthode montre qu'n’y a pas une différence significative pcdes quatre
facteurs (P>0.05)Pour le facteur milie, le testréevéle une différenc tres hautement
significativeavec une probabilit¢é P=0.00(P<0.001) (Annexe Il, Tab IX

Pour vérifier I'effet antagoniste des soucltbactériennes A8et CH3 *-a-vis des trois
champignons pdes deux méthodes (spots et t1) dans les deux milieux KB et PC nous

avons étudiés quatre facteurs.




» Facteur 1 : Souches bactériennes

Pour vérifier s’il ya une signification dans laféifence de I'activité antagoniste des deux
souches A8 et CH3, nous avons opté pour le te$adalyse de la variance avec un risque
0=5%.

* Facteur 2 : Méthode

Pour vérifier s’il ya une absence ou présencenal’'signification quand a l'activité
antagoniste des souches A8 et CH3 via la méthoitiséat (spots et traits), nous avons
effectué un test d’analyse de variance.

Le test de F (Fisher-Sndecor) a été utilisé dartase
Ho: la méthode utilisée n’influence pas sur I'activiantagoniste de A8 et CH3.
L’hypothese H sera rejetée si P<0.@% seraacceptée dans le cas contraire.
Apres calcul, les résultats obtenus sont :
P=0.38 a=5%

P > 0.05 donc 'hypothése est acceptée, donc Viaetantagoniste ne dépend pas de la
méthode d’ensemencement bactérien.

* Facteur 3 : Champignon

Pour vérifier si I'activité antifongique des dewoushes bactériennes est variable selon les

isolats fongiques utilisés (Foa, Fol et Fog), nausns opté pour le test de I'analyse de
variance avec un seuiF5%.

Facteur 4 : Milieu

Pour vérifier I'effet de milieu (KB, PDA) sur l'aisfité antagoniste des souches A8 et CH3

vis-a-vis des champignons (Foa, Fol et Fog), noumns effectue le test d’analyse de
variance.

Le test de NEWMAN et KEULS, au seuil de signifioatde 5%, classe les deux milieux
dans deux groupes différents A et B (Annexe IBIT§), ou le milieu PDA (Groupe A) est le
plus favorable pour la croissance des champignons.

Interaction F 2*3 : méthode*isolats fongiques

Pour vérifier s’il ya une interaction entre la h@de utilisée et les isolats fongiques (Foa,
Fol et Fog), nous avons opté pour le test de lim®atle variance avec un seub%.
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Le test de NEWMAN et KEULS, au seuil de significatide 5%, classe l'effet de la
méthode sur le développement des isolats danséime niveau ce qui prouve que les deux
méthodes ont le méme effet sur la croissance neyced (Annexe Il, Tab XI).

Interaction 3*4 : isolats fongique*milieu.

Pour vérifier s’il ya une interaction entre laissance myceélienne des champignons
(Fog, Fol et Foa) et le milieu de culture, nousrsvopté pour le test de I'analyse de variance
avec un seuii=5%.

2. Discussion

Les isolements effectués a partir de la rhizosplhereedre de la région de Chrea ont
permis de sélectionner 14 souches bactériennedaloatactérisation morphologique, le test
de Gram et la production de pigment fluorescent parmis de révéler que se sont des
bactéries Gram (+) et qui n'appartiennent pasesuaiPseudomonas.

La difficulté de pouvoir isoler des bactéries dunmgePseudomonas a partir de nos
échantillons de sol peut étre expliqué par la prés@bondante de bacillus (bacterie Gram +)
caractérisées par leurs capacité a sporuler dorse @&onserver assez longtemps. Les
Pseudomonas spp. fluorescens sont des bactéries asporulantes qui ne résistentapx
conditions défavorables du milieu, ce qui explidears absence au niveau du sol testé

prélevé et conservé il y'a plus d’'une année (2013)

Les résultats obtenus confirment I'appartenance dex deuches CH3 et A8 au genre
Pseudomonas et nous remarquons que ces souches ont montré&artene stabilité des

caractéres culturaux et biochimiques.

La production de pigment fluorescent a été obselnez les deux souches; cette production
est une spécificité dd¥seudomonas fluorescens et qui peuvent généralement étre distinguées
visuellement des autreBseudomonas par leur aptitude a produire un pigment jaune vert
soluble dans I'eau (Palleroni &t, 1973) qui sont les pyoverdines produites dassntiéeux

pauvres en fer (Palleroni et Migula, 1984).

Le test KOH et la coloration de Gram confirment dgege deux souches bactériennes sont
Gram(-) négatives. Ces souches utilisent les tegrahydrolysent I'esculine mais ne
dégradent pas le lactose, le saccharose et le tolar@ souche A8 est capable d’hydrolyser
la gélatine et posséde la levane sucrase contranteénla souche CH3. Les deux souches

CH3 et A8 sont catalases positive et possedentdeltrome oxydase.
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Nos résultats correspondent a la définition deelati et Migula (1984) qui rapporte que
les Pseudomonas spp. fluorescens sont des microorganismes aérobies utilisant I'éxygy
comme récepteur final d’électrons. Cette respimatgur O2 est celle qui présente le
rendement énergétique le plus important, suitectenpiel redox élevé de I'oxygéne. Elle est
caractérisée par des cytochromes oxydases, traespod’électrons terminaux qui réagissent

directement avec I'oxygéne (Latour et Lemancea@7}19

Par ailleurs lefPseudomonas saprophytes qui regroupent les espéces P. chidrisraP.
fluorescens et P. putida sont des Gram négatiftachgome oxydase positif. Se sont des
microorganismes hétérotrophes qui ont I'aptituddiiser une gamme étendue de composeés
organique (Latour et Lemanceau, 1997) .Contrair¢rmex especes oxydase négative qui sont
toutes phytopathogéenes ( Palleroni et Migula, 198d3% bactéries a cytochrome positif sont
ubiquistes, certaines souches présentent un tiété& I'agriculture car elles améliorent la

croissance et I'état sanitaire des plantes (Lenanck92).

D’aprés les résultats obtenus du test d’antaganigralisén vitro nous constatons que,
les souches bactériennes testées exercent a dés dagables des effets antagonistes vis-a-
vis des trois isolats fongiques utilisés, a sawal, Foa et Fog. Cette variabilité n'est pas
spécifique, elle dépend des souches bactériennaégandent elles-mémes des milieux de
cultures, des isolats cryptogamiques et la méthddel’ensemencement des souches

bactériennes (spots et traits).

Les meilleurs taux d’inhibition sont enregistrés $& milieu B de King qui favorise
I'activité inhibitrice des deux souches contre &dmmpignons (Foa, Fog et Fol) et qui est
considéré comme sélectif pour IBseudomonas spp fluorescents .Cette activité antifongique
pourrait s'associer a I'implication de sidérophores diffusion de ses molécules a accentué
le déficit en fer au voisinage de la colonie baetare, en conduisant a l'inhibition de la
croissance mycélienne a sa proximité. Les mémestaés sont signalés par Albouvedteal.
(1998)

Leaong (1986) et Weller(1988) rapportentqu’en ritxkes ions Fe lll, les sidérophores
limiteraient sa disponibilité pour le pathogené par conséquent la suppression de leur
croissance. Les phythopathogénes sont sensiblassuppression par les sidérophores .De
plus Weller et Cook(1983) avaient auparavant odgp que malgré l'importance de la
production des sidérophores dans le biocontroge,nest probablement pas le seul

mécanisme impligué dans I'antagonisme.
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De plus Sneh edl. (1984) ont signalé une corrélation entre I'intensle la synthese de
sidérophores paPseudomonas fluorescens in vitro et son aptitude a réduire la germination
des chlamydospores @&@sarium dans le sol.

En plus, de la suppression Eeasarium oxysporum, les sidérophores sont aussi suppressifs
vis -a -vis deGaeumannomyces graminis var. tritici (Leong, 1986 ; Weller, 1988) et de
Pythium spp (Weller, 1988).

La différence d’intensité du pouvoir inhibiteur des souches (A8 et CH3) pourrait étre
lite a la nature et la quantité de substances teésréPlusieurs types de pigments sont
mentionnés dans la littérature telles que : la pydwe (Turfreeijer, 1942 ; Bossier &,
1988; Iswandi1986,la pseudobactine (Kloepperadt,1980.

Sur le milieu PDA, les taux d’inhibition enregigr&ont nettement inférieurs a ceux
obtenus sur milieu King B .Cela peut étre expliqua¥ le fait que les deux souches ne
produisent pas suffisamment se pyoverdines (pigrfieotescent) sur ce milieu de culture.
Nos résultats concordent avec ceux de Benchabahe(2000) qui signalent que les milieux
PDA et PDA +KB ne favorisant pas la production dgnment fluorescent, les souches

bactériennes se caractérisent par des activitdg@mstes notables.

Cependant la présence d’activité inhibitrice dansillieu PDA suggére que I'antagonisme
n’est pas di uniguement a l'action des sidérohomais a d’autres mécanismes développés

par la bactérie, telle que la compétition pourdigsnents nutritifs ou I'antibiose.

Selon plusieurs auteurs les activités antagoniges/ent étre attribuées a la synthése
d’antibiotique et a d’autre type de métabolitesoselaires a effet d’antibiose (Digat et
Gardan,1987 ; Lemanceau at,1988 ; Fuchs et Défago, 1991 ; Keel et Défadifll,
Défago, 1993 ; Digat,1992 ; Keel @t,1992 ;Whipps et Lymsen, 2001) et a la compétitio
pour les nutriments et pour I'espace (Bloemergwgténberg2001 ; Jetyanon et Kloepper,
2002; Persello-Cartieaux ait,2003).

Les métabolites sécrétés par la bactérie peuvensagle champignon phytopathogene
comme fongistatique, inhibiteur de la germinatidongicide ou en lysant le mycélium
(Gloud, 1990). Selon Vining (1990), la productiom cks métabolites secondaires s’effectue

durant la phase stationnaire de la bactérie.
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Nous avons également remarqué la présence detgeesx de zones d’inhibition, celle
présentant un aspect net et bien défini ou alotsdglamité et progressif. En effet, la souche
bactérienne CH3 forme des zones bien délimitééss gue la souche A8 induit des zones
diffuses. Cette différence peut étre expliquéelpayualité des molécules produites dans le

milieu et ayant des modes d’action différents vigsades pathogenes.

Il est a noté que les souches bactériennes A8 &tiSitiées a partir de la rhizosphere de
chéne liege qui sont impliguées contre des charmpgaffectant différentes plantes (tomate,
blé et palmier dattier), nous avons enregistréftet antagoniste de ces bactéries vis-a-vis de
Foa, Fol et Fog. Cependant Haas et Défago (2005)apporté que I'origine rhizosphérique
des isolats dé’seudomonas ne semble pas jouer un rdle dans leur pouvoirganiatein
vitro. Ainsi, les isolats provenant de la rhizosphérdad@omme de terre ont présenté un
antagonisme diversifié vis-a-vis des champignofffgctant d’'autres plantes et provenant

d’autres biotopes exemple le Foa.

En comparaison avec les résultats des travaux geat® (Kaci-moussa et Zarrouki, 2013),
nous avons constaté une variabilité de I'activittagoniste vis-a-vis deusarium oxysporum

albedinis etFusarium oxysporum lycopersici.

Selon le travail de Fuchs (1994) effectué sur safinse vasculaire de la tomate et la
pourriture noire des racines de concombre, divagmetres influencent l'action des
antagonistes : le milieu de culture utilisé pourmpladuction de I'inoculant, le moment de

I'adjonction et la quantité des antagonistes @dist le systéme de production.

Bien que certains auteurs annoncent qu'il n'y ai@eicorrélation entre I'antagonisiime
vitro et le contrdle des maladies des plambesvo (Barnettet al., 1999); d’autres chercheurs
ont montré clairement qu'une zone d'inhibition sigu#e ou égale a 13 mm constitue un tres
bon critére pour l'isolemerih vitro des bactéries antagonistes (Xu et Gross, 1986 dy2ah
et al., 2001 ; Boudyach edl., 2004). Selon ce critere, nos souches ne pepasitétre
soumises a la sélectidn vitro pour étre appliquén vivo, puisque les zones d’inhibitions

enregistrées sont faibles et inférieures a 13 mm.
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Conclusion



Le contrdle biologique des maladies dues a desopattes du sol, par l'introduction des
microorganismes bénéfiques dans la rhizosphere @réposé comme une alternative a
I'utilisation des substances chimiques. Certainexctdyies associées aux plantes
particulierementes Pseudomonas spp.fluorescents sont connus depgismps pour leur
aptitude a réduire l'incidence des maladies tejluei dans certains champs, ainsi qu’a
inhiber la croissance d’'un grand nombre d’agentdéquathogenem vitro.

Les isolements réalisés a partir d'un échantitlensol rhizosphérique d’'une essence
forestiere(le cédre) de la région de Chrea. a jgedifdentifier quatorze souches, qui sont
tous des Gram+ , donc ces bactéries ne sont pgsdedomonas spp fluerescens.

La caractérisation morphologique et biochimiqueeanps de confirmer que les deux
souches testés sont du groupe Pseudomonas smpesfients, en révélant une certaines
stabilité en comparaison avec les résultats tropgégKaci moussa et Zarrouki, 2013).

Les résultats du test d’antagonisme in vitro, omntré des effets antagonistes des
souches bactériennes testées (CH3 et A8). Cesedesrgont considérées inhibitrices des
agents fongiqud~osarium oxysmporum albedinis, Fosarium oxysporum lycppersici et
Fusarium oxysporum graminearum. En enregistrant des taux d’inhibition supérieur ou
egale 20 %.

A travers les résultats obtenus, nous avons mgmann effet notable du milieu sur
I'activité antagoniste des deux souches bactérere qui a été confirme par 'analyse de
la variance qui montrent que la probabilité caleyp@ur le facteur milieu est de P=0,0005
nettement inferieur au seutk =0 ,05, ce qui signifie qu’il y a une différenbautement
significative.

L’activité antagoniste a été plus marquée sur milkking B avec des taux d’inhibition
de 62,46% alors que sur le milieu PDA 27,68%, tegkes testées sont moins actives.

Cette activité inhibitrice des souches bactériermueamilieu King B peut étre justifiée
par la capacité de ces souches a produire leopiidéres dans un milieu carencé en fer tel
que le milieu King B.

Ces mémes souches ont enregistrées égalementtdetes inhibitrices. Sur milieu
PDA .cette activité peut étre liee a I'implicatidrautres mécanismes a effet toxique tel
que la production d’antibiotique ...etc.

L’instabilité dans la reproductibilité des réstdtéaisse suggérer un compliment de test

in vitro pour mieux sélectionner les souches béuéf.
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Vu les conditions de notre expérimentation, il difficile de se prononcer sur les vrais
potentialités de chaque souche bactérienne, cepeidst souhaitable et judicieux de les

expérimenter dans des conditions variables etquogdlées.

Etant donné que la sélectiam vitro, des souches bénéfiques ceuvre dans une
perspective de localiser, celles réunissant le maxi de mécanismes d’inhibition des
pathogenes, I'antagonisma vitro ne peut pas a lui seul simposer comme le critere
fondamental de sélection; ceci est di a I'expressie I'antagonisme qui est variable
selon les milieux de culture et les pathogenegsill faut approfondir les investigations
par d’autres tests et caractérisations, afin désetaun criblage efficace permettant la

sélection de souches performantes.
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Milieux de culture

1. Milieu de King « King B » (King et al., 1954)
o Peptone ... . 200

o GIYCEIOl .. 15ml;
o MO SO 1.59;
L Yo = =T - 159 ;
o EaUdiStllée ... 1000ml.

Ajuster a un Ph=7.2.Autoclavage 120°C pendant 20mn
2. Potatos Dextrose Agar PDA (Jonsthon et Booth, 19b4
o Pommedeterre .......coociviiiiiiiiiiici i 2000
o DEeXIOSE ..oviiii i 0. 200
L Yo == o - 209 ;
o Eaudistillée ... 1000 ml.
Ajuster a un Ph=6.8.Autoclavage 120°C pendant 20mn

3. Milieu Levane (Garden et Luisetti, 1981)

L VU 41T o = Vo T T 239 ;

o DgIUCOSE. .. 2.50 ;

e Sucredetable .............coiiiii e D0Q

o EaudiStillee S g .iviriiiii it 1000ml.
Ajuster a un Ph=6.8.Autoclavage 120°C pendant 20mn

4. Milieu de Gélatine (Garden et Luisetti, 1981)
o Extrait deLevure .......cooooiiiiii i 30
o Batériopeptone .........ccoeiiiiiiii i e DO
o GAIALINE ..o 1209 ;
o Eaudistillée S g .ccovviiiiiiiiiii i 1000ml.
Ajuster a un Ph=6.8.Autoclavage 120°C pendant 20mn



5. Milieu

Ajuster a un

Annexe |

de Clark et Lubs (Marchal et Bourdon, 1983

Ajuster a un ph =6.6+0.1

Ajuster a un

8. Milieu

+ Extrait de viande

Peptone trypsique ou polypeptone ................... batvg;
GIUCOSE .t e e e e e e 59 ;
Phosphate bipotassiquesBy)........coovveiiviiiiiiienns 59 ;
Eau distillée g4.5.0 ...cocvvvveviiiiii i e 122, 1000mIL
ph =7.2

6. Milieu Citrate de Simmons ((Garden et Luisetti, B81)
Sulfate de magnésium (Mg8o0........ccocvvvvie i, 0.2g9;
Ammonium dihydrogenophosphate ................cooeviiiiiinennn, 19;
Phosphate dipotassique ............ccceevviiviiiieiieiiece e 10
Citrate de SOdiUM ... e 29;
Chlorure de Sodium (NaCl) ......coviiiiiiiii s 50 ;
Bleu de bromothymol ..................cccceeeiivii et 0.08 g 5
AT e 209 ;
Eau distillée 0.S.0 ..ovvvvviieiiiii e e 2. 1000mL

7. Gélose nutritive GN (Garden et Luisetti, 1981)
Extrait de levure 2 g
Peptone 5g
Extrait de viande............coooiiiiiii 19;
NN T PP o To I
GlUCOSE .t e e 59 ;
AGAr QAT ... e 209 ;
Eau distillée .5.0 ...vovvie i 1000ml.
pH=6.8.Autoclavage 120°C pendant 20 m
TSI (Garden et Luisetti, 1981)

o PepPIoNe ..o e 0. 200

................................................................ 39;
o Extraitdelevure ...........cooiiiiiiiiiiiiii 3 O

e Chlorure de Sodium
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Citrate ferriqUe .......oooiiiii i 0.3g;

Thiossulfate de Sodium ...
Lactose
SACCNANOSE. ... et
Glucose
Rouge de Phénol ..o e

Agar agar

Ajuster aun pH =7.4

9.

Bouillon nitraté (BN)(Garden et luisetti,1981)

PP ONE. ..
EXtrait de Viande ... e e

Chlorure de SOIUM ....n e e e e e e

Ajuster a un pH=7.2

10.Milieu Mannitol de mobilité (Garden et Luisetti, 1981)

PP ONE ..o

Nitrate de Potassium

Mannitol

Rouge de Phénol ..o e

Gélose

Eau distillée g.s.q

Ajuster aun pH=8.1

11.Milieu Mevag (Marchal et Bourdon, 1982)

Tryptone

Dipotassium phodphate ............ccoooiiiiiiiiii .
Potassium chlori

Eau distillée g.s.q

Ajuster a un Ph =7.8+0.2
12.Milieu esculine (Garden et Luisetti, 1981)

Peptone .....

Sels bilaires

...109g;
29,

...30;
.....0.30;
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o Citrate fernque... ..o 0.59;
o ESCUlNg ..o 1g;
O AL 159 ;
o Eaudistillée 0.5.9 .ovvovire i 1000ml.

Ajuster & un pH=7.1+0.2
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Analyses statistiques

Tableau VIl : Analyse de variance sur le milieu Kng B.

Var : variance

F1 : Souche bactérienne

F2:Méthode

F3 : Champignon

F4 : Milieu

* : interaction

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
varrespueLe: | 241,368 2 120,684 10,986 24,31%
VARFACTEUR 1 0,908 1 0,908 0,008 0,93711
VARFACTEUR 2 211,343 1 211,343 1,751 0,31763
VARFACTEUR 3 383,673 2 191,836 1,59 0,38595
VARINTER F1+2 4,154 1 4,154 0,034 0,86309
VARINTER F1°3 11,785 2 5,893 0,049 0,95454
VARINTER F2+3 350,374 2 175,187 1,452 0,40768
VAR TOTALE 1203,605 11 109,419
Tableau VIII : Analyse de variance sur le milieu PDA.
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
varRespueLe: | 51,328 2 25,664 5,066 45,66%
VAR FACTEUR 1 0,31 1 0,31 0,012 0,91946
VARFACTEUR 2 18,976 1 18,976 0,739 0,48146
VARFACTEUR 3 347,055 2 173,528 6,762 0,12974
VARINTER F1°2 1,635 1 1,635 0,064 0,81629
VARINTER F1°3 52,653 2 26,326 1,026 0,49361
VARINTER F2+3 329,828 2 164,914 6,426 0,13559
VAR, TOTALE 801,785 11 72,89




Tableau IX: Analyse de variance pour les quatre feteurs.
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S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA C.V.
JARRESIDUELLEL 13 079 2 6,539 2,557 4,75%
VAR FACTEUR 1 2,042 1 2,042 0,312 0,63101
VAR FACTEUR 2 7,936 1 7,936 1,214 0,38648
VARFACTEUR3 | 64,213 2 32,106 4,91 0,17013
VARFACTEUR4 | 7682,682 1 7682,682 | 1174,847 | 0,00056
VARINTER F14 0,001 1 0,001 0 0,98814
varwrerrrs | 15,293 2 7,646 1,169 0,46086
VARINTER FL%4 0,734 1 0,734 0,112 0,7624
varTERF2s | 353,319 2 176,66 27,015 0,03413
vARITER F2a | 63,375 1 63,375 9,691 0,0887
vARITER Faa | 249,974 2 124,987 19,113 0,04876
TR TER 105,694 2 52,847 8,081 0,11085
VARINTER 1,816 1 1,816 0,278 0,64868
VARINTER 20,921 2 10,46 1,6 0,38446
JORINTER 57,161 2 28,58 4,371 0,18703
VAR TOTALE 8638,238 23 375,576
Tableau Xl : Résultats de test de NEWMAN et KEULSpour le facteur Milieu.
S.C.E DDL C.M Test F Proba
VAR.FACTEUR 1 2,042 1 2,042 0,312 0.63
VAR.FACTEUR?2 7,936 1 7,936 1,214 0.38
VAR.FACTEUR 3 64,213 2 32,106 4,91 0.17
VAR.RESIDUELLE | 13,079 2 6,539
VAR.TOTALE 8638,238 23 375,576

Tableau Xll : Résultats de test de NEWMAN et KEULS pourtBiraction Facteur 2*3.




Annexe |l

Interaction méthode
ISOLATS FONGIQUES NIVEAU MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 1.0 TRI FOA 60,2 A
2.0 2.0 SPOT FOG 59 A
2.0 3.0 SPOT FOL 52,95 A
2.0 1.0 SPOT FOA 51,45 A
1.0 3.0 TRI FOL 50,7 A
1.0 2.0 TRI FOG 49,05 A

Tableau Xlll : Résultats de test de NEWMAN et KEULS pour Bireiction Facteur3 *4.

INTERACTION

F(')SNOGLIgTUSE* NIVEAU MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
MILIEU
2.0 1.0 FOG .PDA 75,25 A
1.0 1.0 FOA. PDA 74,75 A
3.0 1.0 FOL. PDA 65,35 A
3.0 2.0 FOL. KING B 38,3 B
1.0 2.0 FOA. KING B 36,9 B
2.0 2.0 FOG. KING B 32,8 B




