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Titre du mémoire : Effets bénéfiques de certaines rhizobactéria sur le biocontréle de

certaines maladies de blé.

Nom : Benammar Prénom : Kenza Encadreur : Ameur Djamila.

Résumé :

Le biocontréle met en jeu un ensemble d’agents d’origine biologique et de méthodes
basées sur des interactions naturelles. Il participe a une stratégie visant la réduction ou la
substitution de produits réputés a risque pour la santé et I’environnement, tout en assurant

une production durable.

Nous visant par ce travail la mise en évidence de l'effet effets bénéfiques de
Pseudomonas spp. fluorescents, isolée de la rhizosphére de certaines plantes spontanées de
région aride et semi-aride sur le biocontréle des agent pathogéne fongique du haricot

Phaseolus vulgaris L.

Ce travail comporte deux essais, le premier est de tester la capacité d'antagonisme in
vitro des huit isolats de Pseudomonas vis-a-vis a deux agents phytopathogenes le Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis (FOA) et Fusarium oxysporum f. sp. Pisi (FOP), par
confrontation directe sur quatre milieux de culture TSA, KB, MH, PDA. Et le deuxiéme
vise le biocontrdle de 1’¢état sanitaire de la semence du haricot, par trempage d’une semence
désinfecté et une autre non désinfecté, dans des suspensions bactériennes de deux isolats
AS02 et T32.

Les résultats obtenus ont montré une activité antagoniste varies entre 29,15 % et 70,66
%, d’apres l'analyse de variance la meilleure performance a été obtenu par isolat AZ24
contre (FOP). Pour ’essai du biocontrdle des champignons transmis par la semence du
haricot, les résultats obtenus ont montré 1’efficacité des deux isolats testés AS02 et T32 a
réduire significativement le taux de contamination totale de la microflore fongique avec 10,
3% respectivement, comparais au témoin non bactérisé avec 28%, indépendamment des

milieux de culture et de la désinfection ou pas de la semence.

Mots clé : Biocontréle, la rhizosphere, Pseudomonas spp. fluorescents, PGPR .




These title: Beneficial effects of certain rhizobacteria on the bio-control of certain wheat

diseases.

Name: Benammar First name: Kenza Directed by: Ameur Djamila.

Abstract:

Biocontrol involves a set of agents of biological origin and methods based on natural
interactions. It is part of a strategy aimed at reducing or substituting products deemed to be

a risk to health and the environment, while ensuring sustainable production.

We aim by this work to demonstrate the beneficial effects of Pseudomonas spp.
fluorescent, isolated from the rhizosphere of some spontaneous plants of arid and semi-arid

region on bean (Phaseolus vulgaris L) pathogen biocontrol.

This work comprises two tests, the first is to test the capacity of antagonism in vitro of the
eight isolates of Pseudomonas vis-a-vis two phytopathogenic agents, Fusarium oxysporum
f. sp. albedinis (FOA) and Fusarium oxysporum f. sp. Pisi (FOP), by direct confrontation
on four culture media TSA, KB, MH, PDA. And the second is the biocontrol of seed-
transmitted bean-transmitted fungi, by soaking one disinfected and one uninfected seed in

bacterial suspensions of two isolates AS02 and T32.

The results obtained showed an antagonist activity varying between 29.15% and 70.66%,
according to the analysis of variance the best performance was obtained by isolate AZ24
against (FOP). For the test of the biocontrol of the fungi transmitted by the seed of the
bean, the results obtained showed the effectiveness of the two tested isolates AS02 and T32
to significantly reduce the rate of total contamination of the fungal microflora with 10.3%
respectively, compared to the non-bacterial control with 28%, independently of the culture

media and of the disinfection or not of the seed.

Key words : Biocontrol, biostimulation, rhizosphere, Pseudomonas spp. fluorescents,
PGPR.
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Introduction

Introduction

L’agriculture constitue la source principale de nutrition pour ’humanité. Les récents
rapports de la FAO (Organisation des Nations unies pour l'alimentation et I'agriculture)
indiquent que d’ici 2050 il sera nécessaire de doubler la production agricole mondiale

actuelle pour nourrir les 9 milliards d’étres humains.

Essentiellement du fait du recul attendu qui sont sous réserve du respect des intentions
de plantations et surtout tributaires aux inquiétudes croissantes concernant la propagation
mondiale et la durée de la pandémie de Covid-19 (corona virus), qui pourrait restreindre les
transports et entraver la fourniture de semences, d’engrais ainsi que la préparation des terres
incertitude croissante quant aux implications a plus long terme pour la production et la
consommation (FAQ, 2020).

Compte du rythme plus soutenu des exportations en réponse a une forte accélération de
la demande mondiale et les stocks devraient diminuer, les effets négatifs a court terme
comprennent : i) lI'incapacité d'effectuer des opérations agricoles telles que la production et
la protection des cultures contre les parasites et les maladies (souvent assurées par des
travailleurs saisonniers migrants) ; ii) I’acces réduit aux intrants agricoles ; iii) des services
de conseil et de vulgarisation agricoles limités ; et iv) une pénurie de main-d’ceuvre, en

particulier dans les filieres a forte intensité en main-d’ceuvre. (FAO, 2020)

Toujours selon FAO. (2020), Les effets négatifs a plus long terme, l'effet domino
pourrait conduire a une baisse de la qualité et de la quantité des produits agricoles, a une
interruption de la recherche et des activités de développement, a la réduction de la capacité
d'achat des agriculteurs en intrants et a une reduction de la demande des consommateurs, ce
qui pourrait a terme provoquer I'effondrement de nombreuses exploitations agricoles de
petite et moyenne taille et entrainer une pauvreté géneralisée chez les agriculteurs les plus

vulnérables.



Introduction

Malgré cette révision a la baisse production mondiale la plupart des travaux de recherche
sont basée essentiellement sur les performances agronomiques (CIC ,2019). En revanche
I’agriculture durable, dont I'agriculture biologique fait partie, est devenue extrémement
importante pour accomplir les demandes en nourriture (Singh, Sarma et al., 2017). Selon
IFOAM. (2012) « l'agriculture biologique est un systéme de production qui maintient et
améliore la santé des sols, des écosystemes et des personnes. Elle s'appuie sur des processus
écologiques, la biodiversité et des cycles adaptés aux conditions locales, plutdt que sur
l'utilisation d’intrants ayant des effets adverses. L’agriculture biologique allie tradition,
innovation et science au bénéfice de 1I’environnement commun et promeut des relations
justes et une bonne qualité de vie» L’agriculture biologique de cette maniére, dispose en
théorie d'une gamme de technologies plutét modernes pouvant remplacer le recours a des
produits de synthese pour lutter contre les ennemis des cultures, comme des variétés
résistantes aux maladies et l'utilisation d’antagonistes dans la lutte contre les ravageurs et les
maladies (Adam,2008). La lutte biologique recoit un intérét particulier, grace aux résultats
prometteurs obtenus elle est considérée comme étant 1’une des méthodes alternatives de la
lutte chimique, son principe repose sur I’utilisation des microorganismes antagonistes, dont

les plus étudiés sont les rhizobactéria (Guanpeng et al., 2012).

Il s’agit de bactéries adaptées a un biotope particulier, la rhizosphére (Vacheron et al.,
2017), la zone d’interface entre la plante et le sol, abrite plusieurs microorganismes qui
interagissent avec la plante et en influencent sa croissance (Agueniou et Zeggagh, 2017).
Parmi les bactéries qui colonisent la rhizosphére et bénéfiques aux plantes, la flore PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Souza et al., 2015) , les mécanismes d’actiondes
PGPR comme agents de lutte biologique sont liés a leur capacité de produire une large
gamme de molécule a caractére antibiotique , antifongique, insecticide etc., mais aussi
a leur potentiel compétitif par rapport a 1I’espace et aux nutriments ; permettant ainsi
d’écarter les populations des pathogenes (Kenneth et al., 2019), I’augmentation l'absorption
des nutriments, I’amélioration des fonctions racinaires, de la germination et de la production
des graines sont les plus notables (Amir et al., 2005 ; Kenneth et al., 2019). Ainsi que, a
leurs performances dans la phytostimulation de la croissance de nombreuses plantes, a leur
capacité de colonisation racinaire, la synthése de phytohormones, et a la solubilisation des

phosphates, a la production d'enzymes et de métabolites, (Ouserir et al., 2018), et a leur
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pouvoir dans I’induction de la défense de la plante (la résistance
systémique induit : IRS) (Osman et al., 2017).

Parmi les bactéries d’intérét agricole (PGPR) les Pseudomonas
spp. fluorescents font 1’objet d’une attention particuliére , Comprend
un groupe de saprophytes communs, non pathogénes qui colonisent
les environnements de surface du sol, de I’eau et des plantes, il
sécrete un pigment fluorescent verdatre soluble appelé pyoverdine
qui est un sidérophore qui jouent un rdle important dans la
croissance dans des conditions limitant le fer (Ganeshan et Kumar
2005 ; Michael et al., 2018)

Ces bactéries sont un bon outil de lutte biologique ; car elles
peuvent également augmenter le niveau de résistance des plantes aux
maladies diverses grace a leur activité antagoniste vis-a-vis des

phytopathogénes.

L’objectif de ce travail consiste a mettre en évidence in vitro 1’effet bénéfique de certaines
souches de Pseudomonas spp. fluorescens, isolées de la rhizosphere de certaines plantes
spontanée des régions arides et semi arides. Premierement par la recherche de l'activité
antagonistes chez huit isolats ; isolés et identifies a I'université d'Amar Thelidji - Laghouat
; vis-a-vis de deux agents de la fusariose vasculaire, le Fusarium oxysporum f. sp. pisi
(FOP) et Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (FOA) et deuxiément un essai préliminaire
pour étudie l'effet bénéfique de deux isolats (ASO2 et T32) sur biocontrdle de la microflore
fongique transmis par la semence du haricot Phaseolus vulgaris L, touchant ainsi le

premier maillon dans le systeme de production agricole.
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I.1. Généralité sur I'habitat des microorganismes

1.1.1. Le sol

Le sol est un environnement ou cohabitent les racines des végétaux, les animaux et
les microorganismes. C'est un assemblage complexe de substances minérales et organiques,
de gaz et deau, a l'intérieur duquel se déroulent simultanément des phénoménes de
dégradation et de synthese. A cause de son hétérogenéité, il constitue le support de vie d’une
tres grande variété d’organismes vivants en interactions continues (plantes, vers, nématodes,
acariens, protozoaires, algues, champignons, bactéries, archaea, etc.) (Scow, 2004 ; Kang,
Shen et al., 2013)). Il abrite des populations microorganismes avec des particularités
biologiques et biochimiques trés diverses, les températures ; le PH ; la profondeur du sol ;

I’humidité et la présence des substances organiques et inorganiques. (Ameur, 2014).

1.1.2. La rhizosphére

En 1904, Hiltner avait défini la rhizosphere comme étant une niche écologique bien
caractérisée comprenant du volume du sol entourant les racines des plantes ayant la plus
forte population microbienne qui est 10— 100 fois supérieure a celle d’un sol nu (Weller et
Thomashow 1994 ; Singh, Joshi et al., 2017). « rhizo » vient du grec« rhiza » signifiant
racine, « sphére »vient du latin « sfaire » signifiant balle, ballon ou globe. La sphére

définit le champ d’influence du systéme racinaire (Philippe, 2010).

Parallelement, environ 15% de la surface des racines des plantes est couverte de
populations microbiennes appartenant a plusieurs especes bactériennes, et les activités
métaboliques de ces bactéries stimulent le transport et I'absorption des nutriments minéraux
par les racines des plantes (Singh, Joshi et al., 2017). Cette zone d'interaction peut étre
divisée en trois zones distinctes (Figure 01) : I’endo rhizosphére (intérieur de la racine), le
rhizoplan (surface racinaire) et I’ectorhizosphére ou le sol rhizosphérique (sol lie a laracine

par opposition au sol distant) (Schroder, 2003).
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Rhizosphere

Sactenal nodule
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Root cap
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Nature Reviews | M"W/

(Source : Drogue et al., 2013)

Figure 1. Représentation schématique de la rhizosphere.

1.1.3. Rhizosphére et interactions plante-microorganismes

L’ensemble des microbes associés a la rhizosphere constitue le microbiote racinaire. Les
plantes vivent en étroite association avec ces microorganismes qui vont jouer un role

important dans le maintien de la santé des plantes (Berendsen et al., 2012).

La rhizosphére est naturellement colonisée par les microbes (bactéries, champignons,
etc.), Il existe différents types d’interactions entre les microorganismes rhizosphériques et
les plantes au sein de la rhizosphére. Le type d’interactions que vont entretenir une plante et
un microorganisme va dépendre de différents facteurs comme le statut nutritif de la plante,
I’environnement du sol, le mécanisme de défense des plantes et le type de micro-organismes
qui proliférent dans la zone. (Parmar et Dufresne, 2011). Les bactéries sont les organismes
les plus nombreux (leur densité est de I'ordre de plus de 10° cellules par gramme de tissus
des racines de plantes) et les plus variés (Weller, 1988). Les bactéries associées a la
rhizosphére peuvent avoir un effet positif, négatif ou neutre sur la croissance des plantes
(Suslow, 1982 ; Weller, 1988).


http://www.biophyt.ch/documents/cours_paris.pdf
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1.1.4. Les bactéries bénefiques dans la rhizosphére

Les bactéries entretenant une interaction bénéfique avec la plante sont communément
désignées comme des PGPR (Beneduzi et al., 2012). Ces bactéries stimulent la croissance
des plantes selon différents mécanismes incluant la mobilisation des nutriments du sol, la
production de régulateurs de croissance, le contr6le des pathogenes et la séquestration des
métaux lourds (Ahemad et Kibret, 2014).

Cependant, pour un effet bénéfique dans I’environnement des racines, les bactéries
doivent en rivaliser avec les autres micro-organismes de la rhizosphére, aussi bien pour
bénéficier des nutriments sécrétés par la plante que coloniser les sites disponibles

(Lugtenberg et Kamilova, 2009).

Parmi les groupes microbiens du sol qui s’influx sur la croissance des plantes, on peut
citer Rhizobium, Pseudomonas, Alcaligenes, Azospirillum, Klebsiella, Burkholderia,
Enterobacter et Azotobacter sp, Serratia, (Kumar et al., 2012 ; Osman et al., 2017) et en
particulier le genre Pseudomonas, qui sont dotées d’une grande rhizocompétence (Haasand
Keel 2003).

Cette grande rhizocompétence vient de leur taux de croissance plus élevé que celui de
la plupart des autres bactéries ; et de leur capacité a utiliser une gamme de substrats tres
large, souvent issus des exsudats racinaires, comme source d’azote ou de carbone. De plus,
elles sont trés faciles a isoler et a cultiver au laboratoire et se prétent aisément aux

manipulations génétiques (Moore et al., 2006).

1.1.5. Pseudomonas spp. fluorescents rhizosphériques

Le genre Pseudomonas est découvert en 1894 par Migula, il appartient au phylum des
Proteobacteria, est une bactérie qui appartient a la classe des Gamma proteobacteria (Silby
et al., 2009 ; Shamseldin et al., 2017), Le groupe des Pseudomonas spp. fluorescents est
capable d'utiliser une large gamme de composés organiques et inorganiques. Ce sont des
bacilles a Gram négatif, aérobies stricts, généralement mobiles grace a des flagelles en
position polaire (monotriche ou multitriche) (Dahah, 2017), incapable de sporuler,
Chimioorganotrophes (Palleroni, 2009), utilisant ’oxygeéne comme accepteur final

d'électrons a I’exception de certaines souches pouvant utiliser le NOs comme accepteur
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d’électrons en anaérobiose (Palleroni, 1984), ne fermente pas le glucose (Scales et al.,
2014), a métabolisme oxydatif, catalase positive et oxydase positive , non exigeantes, se
développent entre moins de 1°C (Yumoto et al., 2001) et plus de 55°C et pH neutre (Manaia
et Moore, 2002).

Certaines espéces sont des pathogenes pour les plantes, comme ’espéce P. syringae qui
compte au moins 37 pathovars capables d'infecter de nombreuses espéeces de vegétaux
(Sawada et al., 2002). D’autres espéces de Pseudomonas spp. fluorescents ont été rapportés
a la fois comme PGPR (plant growth promoting rhizobactéria), et comme souches de
biocontrdle des champignons phytopathogenes (De Salmone et al., 2001). P. fluorescens et
P. putida, P. aeruginosa, et P. chlororaphis (Tewari and Arora 2016 ; Dorjey et al., 2017).
Elles possedent plusieurs caractéristiques intrinséques qui les rendent particuliérement
intéressantes pour une utilisation comme agents de lutte biologique. Ainsi leur capacité a
coloniser les racines et a y maintenir une forte densité de population est remarquable (Haas
et Keel, 2003).

1.1.6. Principaux roles desPGPR

La compréhension de I’effet de la rhizosphére sur les communautés microbiennes ainsi
que ’effet de ces dernieres sur la croissance des plantes a permis d’apporter une nouvelle
lumiére sur le réle de ces microorganismes dans le fonctionnement des écosystemes (Nie et
al., 2009). Les mécanismes par lesquels les PGPR peuvent améliorer le rendement d’une
plante sont divers ; leurs effets se manifestent & plusieurs niveaux et a différents stades du
développement de la plante.

Le role des PGPR ne s’arréte pas a la stimulation de la croissance de la plante et/ou la
réduction des maladies causées par les phytopathogenes (virus, bactéries, champignons,
nématodes), certaines PGPR stimulent des changements physiques ou chimique améliorant.
Les défenses de la plante, ce qui est désigné par résistance systémique induite’ (ISR) (Shukla
etal., 2012).

Selon (Kang, Shen et al.,, 2013). Les rhizobactéries sont caractérisées par les

caractéristiques intrinséques suivantes :

+ Capables de coloniser les racines ou autre partie de la plante.
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4+ Lorsqu’elles sont utilisées comme des probiotiques (bio-inoculant), elles doivent
survivent, multiplient, et expriment leurs activités promotrices de la croissance des
plantes.

+ Doivent promouvoir la croissance des plantes.

1.2. Effets bénéfiques des rhizobactéries

Les rhizobactéries stimulatrices de la croissance des plantes ; PGPR (Plant growth
promoting rhizobacteria) ; sont les bactéries du sol qui colonisent les racines des plantes et
améliorent leur croissance directement ou indirectement ; et a leur tour les racines des plantes
sécretent des métabolites qui peuvent étre utilisés comme éléments nutritifs (Bhattacharyya
and Jha 2012 ; Arora 2015).

Les effets des rhizobactéries sont regroupés traditionnellement en directs et indirects.
Bien que la différence entre les deux effets ne soit pas toujours évidente. Les mécanismes
directs sont ceux agissant a I’intérieur des plantes et affectent directement leur métabolisme
tandis que les mécanismes indirects, en général, sont ceux qui se produisent en dehors des

plantes (Gopalakrishnan et al., 2012 ; Huang et al., 2014 ; Osman et al., 2017).
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(Khan et al., 2009)

Figure 2. Les mécanismes des PGPR sur la plante.
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1.2.1. Effet direct

La stimulation directe peut inclure la fixation de I'azote atmosphérique, la synthese de
diverses phytohormones, ainsi que la solubilisation des minéraux du sol (Gopalakrishnan et
al., 2012 ; Huang et al., 2014 ; Osman et al., 2017).

1.2.1.1 Fixation d’azote

L’azote (N) est le nutriment le plus vital pour la croissance et la productivité des plantes.
Bien qu’il y ait environ 78 % de N2 dans 1’atmosphere, il n’est pas disponible pour les plantes

en croissance (Muness, 2013).

Le processus de la fixation biologique d’azote par des interactions symbiotique ou non
symbiotique entre le microbe et les plantes reléve uniquement du domaine procaryotes grace
a la nitrogénase, une enzyme catalysant la réduction de I’azote atmosphérique enammoniac

(Rabhi, 2011 ; Sushanto et al., 2017).

Il existe plusieurs types de bactéries fixatrice de 1’azote (les bactéries associatives,
symbiotes et libres, vivant dans la rhizosphere) ; mais toutes les bactéries fixatrices d’azote
comme Rhizobium spp, Azospirillum, Burkholderia, Gluconacetobacter et Pseudomonas
utilisent forme un complexe enzymatique appelé la nitrogénase (Pereg et McMillan, 2015).
Et donc la fixation associative de 1’azote et la promotion de la croissance végétale par les
rhizobactéries se fait sur des organes végétaux spéciaux appelés nodules de racine ou de tige
les rhizobactéries fixatrice de 1’azote sont importantes pour une bonne fertilisation du sol et
un systeme agricole durable (Wdowiak-Wrobel et al., 2017). Des PGPR fixatrices d'azote
permet d'améliorer la croissance végétale, et de maintenir un niveau élevé d'azote dans les

sols agricoles (Damam et al., 2016).

1.2.1.2. Solubilisation du phosphate

Le phosphore est le deuxiéme nutriment essentiel pour une croissance optimale des
plantes (Goudaa et al., 2018). Il joue un réle important dans tous les principaux processus

métaboliques, y compris le transfert d'énergie, la transduction du signal, la respiration, la
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biosyntheése et la photosynthése (Anand et al., 2016). Le phosphate existe dans le sol sous
forme de sels minéraux ou incorporé dans des composés organiques. Bien que ces composés
du phosphore soient abondants dans les sols agricoles, la majorité d'entre eux se présente

sous une forme insoluble (Oteino et al., 2015 ; Alori et al., 2017).

Plusieurs souches bactériennes telles Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, et
Flavobacterium, Azotobacter chroococcus, Pseudomonas putida et Rhizobium spp.
Bradyrhizobium spp ont la capacité de solubiliser le phosphate inorganique. L'utilisation de
ces bactéries comme bioinoculants augmente sa disponibilité (Giri et al., 2003 ; Saharan et
Nehra 2011 ; Idris et al., 2016 ; Sdenz-Mata et al., 2016). Ces microorganismes produisent
des acides organiques et relachent des protons, qui a travers leurs groupements
carboxyliques, chélates les cations fixés aux phosphates insolubles ce qui permet de les

convertir en formes solubles (Taktek, 2015).

1.2.1.3. Solubilisation du potassium

Le potassium (K) fait partie des trois éléments majeurs nécessaires a la croissance des
plantes avec I’azote et le phosphore. Il joue un réle important dans le métabolisme de 1’azote
et la fabrication des protéines et contribue a la résistance aux maladies et a la sécheresse
(Faucher, 2017). Les concentrations de potassium soluble dans le sol sont généralement trés
faibles et plus de 90% de potassium dans le sol existe sous forme de roches insolubles et de
minéraux de silicate (Parmar et Sindhu, 2013). En outre, en raison de I'application
désequilibrée des engrais, la carence en potassium devient I'une des principales contraintes
dans la production végétale. Sans potassium adéquat les plantes ont des racines mal
développées, poussent lentement, produisent de petites graines et ont des rendements plus
faibles (Kumar et Dubey, 2012). Des PGPR comme Pseudomonas, Burkholderia,
Acidithiobacillus, Bacillus et Paenibacillus sont connus pour solubiliser K et ainsi de facilité
son absorption par les plantes, en excrétant principalement des acides organiques (Rogers et
al., 1998 ; Parmar et Sindhu 2013 ; Etesami et al., 2017)

10
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1.2.1.4. Solubilisation du Zinc

Le zinc est un élément métallique ou métalloides dits « traces » car il est présent en
faible concentration dans la crodte terrestre ou les organismes vivants. 1l désigne un
oligoélément indispensable aux processus biologiques, mais toxiques a des teneurs élevées
méme dans des concentrations relativement faibles. Le zinc est requis par de nombreuses
enzymes en quantités infime (Habibi et Karimi, 2014). Plusieurs genres bactériens sont
considérés comme des solubilisant de Zn qui comprennent Bacillus, Pseudomonas,
Rhizobium, Burkholderia,  Acinetobacter, = Mycobacterium,  Stenotrophomonas,
Enterobacter, et Xanthomonas (Vaid et al., 2014 ; Naz et al., 2016).

1.2.1.5. Production des sidérophores

Les sidérophores, du grec pherein et sideros, signifiant « porter le fer » (Vaulont et
Schalksont, 2015). Se sont de petites molécules organiques produites par des
microorganismes dans des conditions limitant en fer (Saha et al., 2016). Dans
I'environnement, la forme ferrique du fer est insoluble et inaccessible au pH physiologique
(7,35 a 7,40), dans ces conditions, Les microorganismes synthétisent des sidérophores, qui
ont une forte affinité pour le fer ferrique (Fe**), puis il est réduit en fer ferreux (Fe®*) dans le
cytosol et devient accessible aux micro-organismes (Saha et al., 2016 ; Arora et Verma,
2017).

Les sidérophores de bactéries rhizosphériques peuvent influencer directement
I’alimentation de la plante en fer, comme ils peuvent le rendre ainsi non disponible pour les
champignons pathogenes (O’sullivan et O’gara, 1992 ; Boiteau et al., 2016). Ils jouent
également le réle de chélateurs de métaux rhizosphériques ayant une faible disponibilité pour
les plantes tels le Zn et Pb (Dimkpa et al., 2009).

1.2.1.6. Production des phytohormones

Les phytohormones sont parmi les régulateurs de croissance les plus importants ; ils sont

connus pour avoir un impact important sur le métabolisme et la croissance des plantes, et en

11



Revue bibliographique

outre, ils jouent un réle essentiel dans la stimulation des mécanismes de réponse de la défense
des plantes contre les stress (Egamberdieva et al., 2017). Les régulateurs de croissance des
plantes sont également appelés hormones végétales exogeénes, car ils peuvent étre appliqués
de maniére exogeéne par certaines bactéries PGPR. Le groupe de phytohormones englobe les
gibberellines, les cytokinines, l'acide abscissique, I'éthylene, les stéroides et les auxines
(Damam et al., 2016).

a. Acide indole acétique (AlA)

C’est l'auxine naturelle la plus répandue, est une hormone produite par les plantes, les
champignons et les bactéries (Li et al., 2018). De nombreux chercheurs ont signalé que des
bactéries promotrices de la croissance peuvent produire de I'AlA, et appartenant a différents
genres comme Bacillus et Pseudomonas (Ozdal et al., 2017).

L’AIA agit comme une molécule de signalisation qui a des effets importants sur la
communication entre les plantes et les microorganismes et favorise la croissance des plantes
(Li et al., 2018) Cet effet résulte en une surface racinaire plus grande, et une accessibilité
pour plus de nutriments pour la plante (Patten et Glick, 2002).

L'AlA bactérienne peut desserrer les parois des cellules végétales et, par conséquent,
favorise une exsudation croissante des racines qui fournit des nutriments supplémentaires
pour soutenir la croissance des bactéries de la rhizosphére. Elle peut attirer plus de bactéries
a la rhizosphére en augmentant la quantité d'exsudation racinaire. Etant donné que I'AIA
bactérienne stimule le développement du systéeme racinaire de la plante héte, les isolats
producteurs d'AlA peuvent améliorer I'aptitude des interactions plante-microbe (Hassan et
al., 2015).

b. Production des cytokinines

Les cytokinines ce sont des hormones végétales dérivées de molécule d'adénine qu’ont

la capacité d’améliorer la division cellulaire des plantes et la résistance des plantes aux

12
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facteurs nuisibles (Chanclud, 2015 ; Andrabi et al., 2018) ; régulent le développement et la
physiologie des plantes ainsi que leur immunite, leur production par des micro-organismes
n’a pas été considérée comme un mécanisme de biocontréle, mais nous identifions la
capacité de P. fluorescents G20-18 a contrdler efficacement I’infection & P. syringae chez
Arabidopsis, permettant ainsi de préserver ’intégrité des tissus et, a terme, le rendement
en biomasse (Grobkinsky et al., 2016). La production de cytokinines microbiennes a été
identifiée comme un déterminant clé de cet effet de biocontrdle sur le pathogene bactérien
hémibiotrophique (Grobkinsky et al., 2016).

Depuis, de nombreuses PGPR y compris Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium,
Bacillus et Pseudomonas spp. Sont productrices de cette hormone (Nieto et Frankenberger,
1989 ; Timmusk et al., 1999). L'inoculation de graines avec des bactéries productrices de
cytokinines conduit généralement a augmenter le contenu en cytokinines chez les plantes
influencant ainsi simultanément la croissance et le développement des plantes (Arkhipova et
al., 2005).

c. Production de gibbérellines

Gibbérellines sont diterpénoides, régulant la croissance des plantes. Elles sont
couramment utilisées dans I'agriculture moderne. Les hormones végétales gibbérellines sont

nécessaires a la germination des graines. (Miransari et Smith, 2014).

Ce sont produites a la fois par les microorganismes et les plantes supérieures, le seul
groupe d’hormone végétale qui peut étre caractérisées par leur structure chimique plutét que
par leur activité biologique. Les gibbérellines appartiennent a une grande famille chimique
dont la structure de base est I’entakaurene. Elles stimulent 1’allongement des tiges, la
croissance des feuilles et des fruits et levent la dormance des semences et des bourgeons
(Moore et al., 2006)

La capacité des bactéries a synthétiser des substances de gibbérellines été initialement
décrite chez A. brasilense (Tien et al., 1979) et rhizobium (Williams et De Mallorca, 1982)
puis chez différents genres bactériens qui peuplent le systeme racinaire de la plante, y
compris Azotobacter, Arthrobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter,
Flavobacterium, Micrococcus, Agrobacterium, Clostridium, Burkholderia et Xanthomonas
(Mitter et al., 2002 ; Tsakelova et al., 2006 ; joo et al., 2009).

13
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d. Production d’acide 1- Aminocyclopropane -1-carboxylique désaminase
(ACC- désaminase)

Les PGPR possédant une activitt ACC (1l-aminocyclopropane-1-carboxylate)
désaminase réduit le niveau de stress en éthylene, ce qui confére une résistance et améliore

la croissance des plantes dans différentes conditions de stress (Safari et al., 2018).

La bactérie bénéfique pour les plantes P. fluorescens F113 abrite un gene acdS, qui
permet la désamination de I’ACC (Glick, 2014). L'impact des facteurs abiotiques et biotiques
sur l'expression de ce gene a été évalue, et différents modéles de colonisation racinaire et

d'expression acdS ont été observés en fonction du génotype du mais (Vacheron et al., 2016).

1.2.2. Effet indirecte

Contrairement aux mécanismes directs des PGPR, les mécanismes indirects se produisant
a l'extérieur de la plante permettant de réduire ou arréter les effets nuisibles des

phytopathogénes (Tabassum et al., 2017).

Les Pseudomonas, principalement I'espéce de P. fluorescens, décrites comme des
bactéries phytoprotectrices jouant un réle prépondérant dans le biocontrole de la rhizosphere
(Walsh et al., 2001). Elles sont connues depuis longtemps pour leur aptitude a réduire
I’incidence des maladies racinaires dans certains champs ainsi qu’a inhiber la croissance
d’un grand nombre d’agents phytopathogenes « in vitro » (Chin et al., 2003), cela peut nuire
a la croissance saprophyte de plusieurs agents pathogeénes et ainsi réduire la sévérité de la
maladie (Frey et al., 2006).

L'environnement rhizosphérique et antagoniste bactérien peuvent étre mises en évidence

Selon (Beneduzi et al., 2012), via les mécanismes suivants :

¢+ La concurrence pour les nutriments et la colonisation appropriée des niches a la
surface radiculaire ;

% La production de sidéerophores et des antibiotiques ;

¢ La synthese des enzymes hydrolytiques, telles que les chitinases, les glucanases, les
protéases, et les lipases, qui peuvent lyser les cellules fongiques pathogenes ;

L’induction de la résistance.

14
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1.2.1. Compétition pour I’espace et les nutriments

La compétition est I'interaction indirecte dans laquelle les pathogénes présents dans la
rhizosphére sont en concurrence les uns avec les autres pour la nourriture et pour
I’occupation physique du site. L’environnement de la rhizosphere est souvent limité en
nutriments, et pour que les microbes réussissent a coloniser et a survivre, ils occupent les
sites ou l'eau et les nutriments sont assimilables, et contenant du carbone facilement
disponible. Ainsi, pour que les microbes puissent survivre dans un tel environnement, ils
sécretent des sidérophores qui ont une forte affinité avec le fer et rendent moins disponible

aux pathogeénes et inhibent leur dans la rhizosphere (Tabassum et al., 2017).

Les espéces de Pseudomonas spp. Fluorescents ont un grand pouvoir de chélation du fer
et pourraient rendre I’ion ferrique inaccessible aux autres microorganismes (MercadoBlanco
et Bakker, 2007).

Certaines souches de Pseudomonas fluorescens sont dotées d’une capacité agressive a
coloniser les racines des plantes (Haas et Keel, 2003). La réduction de la maladie peut étre
le résultat d’une colonisation importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui
réduit le nombre de sites habitables pour les microorganismes pathogenes et par

conséquence, leur croissance (Messaoudi, 2015).

1.2.2. Production des antibiotiques

Les antibiotiques sont des toxines de bas poids moléculaire produites par Les
communautés bactériennes qui peuvent tuer ; ou empoisonner d'autres microbes. Cependant,
les biosurfactants sont des composés amphiphiles qui peuvent causer une fuite des
composant cellulaire, en interagissant avec les membranes de micro-organismes nuisibles.
Plusieurs antibiotiques et des toxines ont été identifiées a partir de la population bactérienne

vivant dans la rhizosphére (Tabassum et al., 2017).
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Les PGPR, comme Bacillus spp. Et Pseudomonas spp., jouent un réle majeur dans
I'inhibition des micro-organismes pathogéenes a travers la production des antibiotiques.
La plupart des espéces de Pseudomonas produisent une grande variété d'antibiotiques tels :
I'amphisine, le 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG), le cyanure d'hydrogéne, I'oomycine A,
la phénazine, la pyolutéorine, la pyrrolnitrine, la tropolone et lipopeptides cycliques (Goudaa
etal., 2018).

a. 2,4-diacétylephloroglucinol (DAPG)

Ce composé était également impliqué dans I'élicitation des défenses des plantes par la
résistance systémique induite, et directement dans la modulation de I'équilibre hormonal des
plantes en agissant comme un composé mimétique de l'auxine. La synthese de DAPG a été
jusqu'a présent associée a la présence du groupe de genes phl, comprenant l'opéron
phlACBDE et d'autres genes tels que phlF, phlG, phiH et phll (Almario et al., 2017).

Certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescentes associées aux plantes, produisent
le DAPG (Velusamy et al., 2006), il est produit par P. fluorescens a la fois in vitro et dans
la rhizosphere du blé (Marchand et al., 2000). Il posséde des propriétés antibactériennes,
antifongiques, antivirales et antihelminthiques, et joue un role important dans la lutte

biologique (Velusamy et al., 2006).

b. Les phénazines (PHZ)

Les phénazines sont des métabolites secondaires aromatiques colorés contenant de

I'azote produits par diverses espéces de bactéries (Hadla et Halabi, 2018).

Les mécanismes d'action comprennent I'accumulation de molécules toxiques telles que
le peroxyde d'hydrogene et le superoxyde en raison du potentiel rédox de la phénazine ; et
élicitation de la resistance induite a I'néte (Mousa et Raizada, 2015). Les excrétent en grande
quantité dans I'environnement sous une forme visible a I'eeil nu, les chercheurs ont identifié
plus de 100 origines naturelles de phénazines, ayant une activité antimicrobienne contre les

bactéries et les champignons des plantes (Hadla et Halabi, 2018). Leur réle dans la
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compétition écologique se traduit également par une action directe sur le biocontréle des
pathogenes racinaires fongiques. Il a ainsi été montré que les phénazines permettent
d’inhiber la croissance de champignons phytopathogénes tels que Gaeumannomyces
graminis, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Gibbbereala avenacea ou Drechslera
graminea (Barakat, 2012), par leur capacité oxydo-réductrice cellulaire ; en présence
d’oxygéne et d’agents réducteurs (incluant le NADH et le NADPH), causant ainsi

I’accumulation de superoxyde et de péroxyde d’hydrogeéne toxique (Mezaache, 2012).

c. Pyolutéorine (PLT)

La pyolutéorine (PLT) est un antibiotique polycétide phénolique aromatique (Vinay et
al.,2016), peuvent agir de maniere synergique pour supprimer de telles maladies fongiques
transmises du sol, certaines études suggérant que les deux voies de biosynthese interagissent
(Mousa et Raizada, 2015).

Doté de propriétés bactéricides, herbicides et fongicides, le Plt peut supprimer la fonte
des semis causéee par le champignon Pythium ultimum dans le coton (Mousa et Raizada,
2015). Est produite par plusieurs espéces de Pseudomonas (Meliani, 2012), mais son réle
dans la suppression d’agents phytopathogenes a été étudié surtout chez les souches de P.

fluorescens (Brodhagen et al., 2004 ; Meliani, 2012).

d. Cyanure d'hydrogéne (HCN)

Les souches de Pseudomonas produisent une gamme de métabolites bioactifs volatils,
y compris le cyanure d'hydrogene (HCN) (Ossowicki et al., 2017). L’HCN a été étudié pour
ses propriétés antifongiques et son implication dans la suppression des maladies telles que
la pourriture noire des racines du tabac (Paulin, 2017), d’agents pathogenes comme Septoria
tritici et Puccini recondita (Allaire, 2005) et peut participer a I'inhibition de nombreuses

métallo-enzymes (Mousa et Raizada, 2015 ; Ossowicki et al., 2017).

17



Revue bibliographique

1.2.3. Enzymes extra cellulaire dégradant les parois fongiques

L’excrétion d’enzymes qui dégradent les parois cellulaires fongiques est fréquemment
impliqué dans les attaques des champignons phytopathogénes (Martin et Loper 1999 ;
Nielsen et Sorensen, 1998 ; Picard et al., 2000 ; Beneduzi et al., 2012 ; Ramadan et al.,
2016).

La lyse des parois cellulaires, par les enzymes dégradatives excrétées par les
microorganismes est une fonction bien connue du mycoparasitisme. La Chitinase, la $-1,3
glucanase et la cellulase sont d’importantes enzymes spécialement dans le contrdle fongique,
par leurs activités dégradatives des composés des parois cellulaires tels que : la chitine, le
1-6 glucane et les ponts glucosidiques (Schroth et Hancock, 1981 ; Chet, 1987 ; Lorito et
al., 1996). Les microorganismes excrétant la chitinase ont été rapportés comme des agents
de biocontréle efficaces (Ordentlich et al., 1988 ; Inbar et Chet, 1991 ; Kumar et al., 2011).
Le contrdle biologique de Fusarium solani, se fait essentiellement via les activités des
laminarinase et chitinase chez P. stutzeri YPL-1 (Lim et al., 1991). Nielson et al., (1998) ont
rapporté que dans la rhizosphere de la betterave a sucre, les Pseudomonas spp. fluorescents

inhibaient R. solani par production d’endoctrinasse.

1.2.4. Induction d'un systéme de résistance (ISR)

Les PGPR fournissent une stratégie alternative pour protéger la plante contre les
maladies via la résistance systématique induite (ISR). La reconnaissance par la plante de
certaines bactéries de la rhizosphére peut conduire a une réaction d’immunisation lul
permettant de mieux se défendre vis-a-vis d’une attaque par un organisme pathogéne (Van
Loon et al., 2005 ; Jourdan et al., 2008 ; Goswami et al., 2016). L’expression de mécanismes
de défense systémiques chez les plantes peut étre initiée suite a I’interaction avec certaines
rhizobactéries non pathogénes (Meliani 2012), en produisant différents signaux qui se
propagent de fagon systémique a l'intérieur de la plante. Les plantes répondent aux signaux
envoyes par la bactérie soit en produisant des substances antagonistes ou en induisant une
résistance aux agents pathogénes (Jourdan et al, 2008 ; Benhamou et Rey, 2012 ; Tabassum
etal., 2017).
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Parmi ces rhizobactéries les Pseudomonas spp fluorescents qui ont la capacité
d’induire une résistance (ISR) chez la plante contre les champignons
phytopathogénes. Ce phénoméne d’induction de résistance systémique par les
rhizobactéries est considéré comme une stratégie prometteuse dans la lutte

biologique contre les maladies des cultures (RamosSolano et al., 2008).

1.2.5. Modification de I’équilibre microbien

La microflore rhizosphérique est naturellement constituée d’un
assemblage complexe de microorganismes procaryotes et eucaryotes,
dont la croissance, la santé des plantes et leur diversité sont influencées
par la diversité des populations des microorganismes présents dans la
rhizosphere (Lemanceau, 1992 ; Whipps, 2001 ; Weller et al., 2002 ;
Van der Heijden et al., 2009). Parmi cette microflore les Pseudomonas
fluorescents qui ont une grande compétence rhizosphérique, qui est
définit par la capacité¢ d’une souche a se distribuer le long des racines
de la plante héte, & se multiplier et a survivre pendant plusieurs
semaines (Weller, 1988).

1.2.6. La formation de biofilm

La compétition et la capacité a coloniser les racines des plantes pendant la
transition du style de vie libre vers le mode de vie associé aux racines est tres
important pour un potentiel PGP (Souza et al., 2015). Les PGPR sont efficaces
pour la racine de la plante lorsqu’ils se multiplient en micro colonies, produisent
un biofilm a la suite d'une interaction plante microbe. Les biofilms associés aux
plantes sont hautement capables de fournir une protection contre le stress externe.
Le biofilm agit comme une barriere protectrice qui empéche la pénétration du
pathogénes, et sécrete également diverses enzymes (Gupta et al., 2017), en
diminuant la compétition microbienne et en conférant des effets protecteurs a la
plante hote, ce qui favorise la croissance, le rendement et la qualité des cultures
(Kasim et al., 2016).
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1. Matériel et Méthodes

Vue I’importance que présente les Pseudomonas spp. fluorescents dans le biocontréle
des maladies des plantes, 1’objectif est d'évalué¢ 1’effet bénéfique des certains isolats
bactériens isolées de la rhizospheére de certaines plantes spontanées des régions arides et semi

arides.

Le présent travail a été réalisé aux laboratoires de l'université Amar Telidji Laghouat
faculté des sciences, département des sciences agronomique. D’ou I’expérimentation est
conduite en deux essais, le premier consiste a chercher des antagonistes vis-a-vis des deux
champignons phytopathogéne, le Fusarium oxysporum f. sp. pisi (FOP) et Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis (FOA) , le deuxiéme essai vise le biocontrdle in vitro des
champignons transmis par la semences du haricot.

I1. 1. Matériel biologique

11.1.1. Isolats bactériens

Dans la présente étude, nous avons utilisé des isolats de Pseudomonas spp. fluorescent,
qui ont été isolée de la rhizosphére de certaines plantes spontanée des zones arides et
semi arides présenté dans le (Tableau 1) suivant, et identifiée au niveau du laboratoire
de département science agronomique a I’université d’Amar Thlidji Laghouat, dans ce
travail nous avons récupéré les souches précédentes qui ont été conservé a une
température de 4°C, et nous avons procédé a une réactivation sur le milieu gélosé KB

(Annexel), a une température 28+2°C pendant 24 heure .

Tableau 1. Origine des souches Pseudomonas spp. fluorescent .

Code Origine rhizosphériques  Date d'isolement
P12 Ziziphus lotus 2014
P212 Ziziphus lotus 2015
P432 Pistacia atlantica 2015
AZ24 Pistacia atlantica 2016
P107 Retama retam 2016
AS02 Astragalus armatus 2016
T4 Tamarix gallica L 2019
T32 Tamarix gallical. L 2019
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I1. 1. 2. Isolats fongiques

Les Isolats fongiques utilisé pour effectuer cette expérience sont des champignons
phytopathogéne, Fusarium oxysporum f. sp. pisi (FOP) et Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis (FOA) récupérée aux laboratoires de l'université Amar Thledji Laghouat

département d'agronomie ,réactive sur milieu PDA a une température 28 +2°C (Figure 3)

11.1. 3. Matériel vegétal

Pour I'essai du biocontréle in vitro des champignons transmis par semonce, nous avons
utilisé une semence du haricot (Phaseolus vulgaris L.), appartenant a la variété Tema, récolté

en 2019, originaire des pays bas.

11.2. Recherche des antagonistes in vitro

Cet essai a été effectué pour la recherche d'activité antagoniste de huit isolats bactériens
sélectionné vis-a-vis de deux agent phytopathogéne (FOP), (FOA) par une confrontation

directe.

Les huit isolats jeunes agées de 24 h, testées pour I’inhibition de la croissance
mycélienne, ont été ensemenceé sur quatre milieu de culture solide King B, PDA, TSA, MH
(Annexe 1) ou la creme bactérienne déposé en quatre spots bactériens au périphérique de la
boite de Pétri a 2 cm du centre de la boite. Par la suit les disques de 5 mm de diamétre du
champignon phytopathogéne (FOA) ou (FOP) agées de 7 jours ont été également déposé au
centre de la boite de Pétri, apres 24h d’incubation des bactéries pour le premier essai, et pour
le deuxieme essai ont été dépose apres 72h de I’incubation des bactéries antagoniste, et toutes

les boites ont été incubé a 28+2°C.

Pour estimer I’activité¢ antifongique nous avons déposé des disques pour chaque
champignon testé seul comme des témoins sur d’autre boites. L’essai a été réalisé en trois

répetition.
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La lecture des résultats a été faite par la mesure de la distance parcourue par le mycélium
de I’isolat fongique en direction de I’antagonisme bactérien a I'aide d’un pied a coulisse. Le

taux d’inhibition a été calculé selon Trivedi et al. (2008) comme suit :

Taux d’inhibition (%) = (R témoin — R testé) /R Témoin) *100 ]
> R témoin : distance de la croissance radiale du mycélien de I’isolat fongique témoin
<> R testé : distance de la croissance radiale du mycélium de 1’isolat fongique en présence de

bactérie.

Spot isolat bactérien

Disque mycélien

R testé

Disque mycélien (Témoin)

R témoin

Source original 2020.

Figure 3. Technique de I'essai d'antagonisme in vitro par confrontation directe.
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11.2. 1. Dispositif expérimental

Pour l'essai de I'antagonisme in vitro, nous avons opté pour un dispositif en

randomisation totale a quatre facteurs étudie et trois répétions :

+ Facteur 01 : correspond aux souches bactériennes avec huit niveau (P107, P212,
ASQ02, P432, P12, AZ24, T4, T32).

+ Facteur 02 : correspond au milieu de culture avec quatre niveau (KB, PDA, TSA,
MH).

+ Facteur 03 : correspond au temps avant l'introduction du champignon avec deux
niveau (24h,72h).

+ Facteur 04 : correspond au champignon phytopathogéne avec deux niveau (FOA,
FOP)

11.3. Essais de biocontrole in vitro des champignons transmis par semences

Pour étudier I'effet des souches de Pseudomonas spp. fluorescents sur le biocontréle in
vitro des champignons transmis par la semence du haricot en utilisant deux isolats
bactérienne ASO2 et T32 . L'essai a été réalisé par une semence désinfectée et une semence

non désinfectée.

11.3.1. Désinfection superficielle de la semence

Les graines du haricot ont subi une désinfection superficielle par trempage dans une
solution chlorure de mercure (HgCl2) (0.1%) pendant 1 min, ensuite nous avons réalisé cing
ringages successifs a 1’eau distillée stérile pour chaque lot de semence, afin d'éliminé le reste
de I'agent désinfectant pendant 2 minute chacun, en suite ces graines sont placées sur du
papier buvard stérile pour séchage. Pour la semence sans désinfection nous avons passe
directement aux cing ringages successifs a I'eau distillée stérile des graines et le séchage.
(Figure 4).
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Mise des graines dans
Semance du haricot chlorure de mercure Phaseolus vulgaris . L (HgCl12)0,1%
Pendant 1 min

J
Séchage des graines sur un papier successifs avec eau Cing ringages
Buvard stérile distillée stérile pendant
2min

Figure 4. Méthode de la désinfection des semences du haricot Phaseolus vulgaris. L

11.3.2. Préparation des suspensions bactériennes

Une suspension bactérienne est préparée, a partir des deux isolat AS02 et T32 du
Pseudomonas spp. fluorescents cultivée individuellement sur le milieu King B (Annexe 1),
les colonies bactériennes agées de 24 h sont raclées et mise dans des flacons contenant de
I’eau distillée stérile, a 1’aide d’un spectrophotométre a une densité optique (DO) de 600

nm, la concentration a été estimée a 108 UFC/mI pour chaque suspension (Figure 5) .
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Incubation

25°C /24

Figure 5. Méthode de I'obtention de I'inoculum bactérien.

11.3.3. Bactérisation de la semence

La bactérisation des graines a été réalisé par des suspensions bactériennes déja préparées
a partir d'une créme bactérienne agées de 24 heures prélever sur milieu King (cf. 11.3.2), la

bactérisation a été effectué par trempage des graines dans chaque suspension bactérienne

25



Matériel et méthodes

respective pour une nuit, les semences témoins (non bactérisées) ont ét¢ mise dans 1’eau
distillée stérile.

Le lendemain, les graines sont disposées sur du papier filtre stérile pour séchage, en suit
elles sont placées sur deux milieu de culture PDA et malt (Annexe 1), a raison de cing graines

dans chaque boite de Pétri.

11.3.4. Dispositif expérimental

Les boites de Pétri contenant du milieu de culture (PDA ou malt) a raison de cing graines
par boite, et dix boites pour chaque traitement, ont été arrangé en randomisation totale,
représentées par l'interaction des trois facteurs etudiés cités ci-dessous, Par la suit cesboites

ont été incubé a 28 + 2°C, pendant 6 jours avec une notation quotidienne.

+ Facteur 01 : correspond a la bactérisation, avec trois niveaux, les souches
bactériennes (AS02, T32), et témoin non bactérisée.

+ Facteur 02 : correspond aux désinfections, avec deux niveaux, sans désinfection et
avec désinfection.

+ Facteur 03 : correspond au milieu de culture avec deux niveau PDA et malt.

Les douze traitements en question sont :

s T1, T2, T3 : représente les graines désinfectées déposées sur milieu malt bactérisé
par AS02, T32 et le ttmoin non bactérisé respectivement.

% T4,T5, T6 : représente les graines désinfectées déposées sur milieu PDA et bactérisé
par AS02, T32 et le ttmoin non bactérisé respectivement.

% T7,T8, T9 : représente les graines sans désinfection déposées sur milieu malt, et
bactérisée par AS02, T32 et le témoin non bactérisé respectivement.

% T10, T11, T12 : représente les graines sans désinfection déposées sur milieu PDA,

et bactérisee par AS02, T32 le témoin non bactérisé respectivement.
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11.3.5. Paramétres étudiés

+ Taux de contamination

Le taux de contamination a éteé révélée par le nombre de graines
contaminé sur le nombre total des graines fois cent selon 1’équation

suivante :

Taux de contamination (%) = (nombre de graines infectés / nombre total des graines) *100

+ Identification des champignons

L’identification des champignons isolés a été basé sur les critéres
culturaux et microscopiques, a 1’aide des clés d’identification,
Champion,1997 ; Navi 1999 ; Pitt et Hocking, 2009 ; Watanabe,2002 ;
Watanabe,2010 ; et Watanabe,2018.

11.4. Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats a été¢ basée sur 1’analyse de la
variance (ANOVA) a été réalisée en considérant 1’essai aléatoire a
I’aide du logiciel stat box végétal 6.9 version d’essai. La comparaison
des moyennes est établie par le test de Nexman-Keuls au seuil de risque
d’erreur de 5%. Pour la classification ascendante hiérarchique (CAH),

Nous avons utilisé le logiciel XLSTAT.
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Résultats et discussion

I1. Résultats

Les résultats représentés dans cette partie sont issus de I'essai effectuer pour mettre en
évidence ’effet bénéfique des Pseudomonas spp. fluorescent isolées de la rhizosphére de
certaines plantes spontanées de régions arides et semi arides, considérées comme PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria) dans la lutte biologique. Premierement par la
recherche de D’effet antagoniste des souches bactériennes contre deux champignons
Fusarium oxysporum f. sp. albedinis et Fusarium oxysporum f. sp. Pisi, et deuxiémement

par le biocontrdle des champignons transmis par la semence du haricot.

D'aprés les resultats de I'analyse de variance réalisé sur les résultats obtenus de 1’essai
d’antagonisme in vitro, contre le Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, ont indiqué une
différence tres hautement significative (P = 0,000) pour ’ensemble des interaction et les
facteurs étudiés, par ailleurs contre le Fusarium oxysporum f. sp. pisi ont présenté une
différence tres hautement significatifs (P = 0,000) pour deux facteurs, le facteur bactéries et
le facteur milieux et une seule interaction entre le facteur bactéries, facteur milieux et facteur
temps d’incubation, tandis que le facteur temps d’incubation et les autres interactions soient
I’interaction entre le facteur bactéries et le facteur milieux, ’interaction entre le facteur
milieux et le facteur temps d’incubation, et interaction entre le facteur bactéries, facteur

milieux et facteur temps d’incubation ont montré une différence non significatifs (P=0,990).

L’analyse de la variance réalisée en méme temps sur les résultats obtenus contre les deux
champignons Fusarium oxysporum f. sp. albedinis et Fusarium oxysporum f. sp. pisi, a
montré des déférences trés hautement significatives (P = 0,000) pour I’ensemble des facteurs
¢étudiés ou interactions, exception faite pour I’interaction entre le facteur bactéries, facteur
milieux et facteur temps d’incubation, I’interaction entre le facteur bactéries, facteur milieux
et facteur champignons et I’interaction entre le facteur bactéries, facteur milieux, facteur

temps d’incubation et facteur champignons sont non significatif (P =0,990).

Nous ne pouvons pas présenter ci-dessous les résultats des interactions entre les trois
facteurs, le facteur bactéries, le facteur milieux et le facteur temps de 1’incubation, en plus
de I’interaction entre les quatre facteurs, le facteur bactéries, le facteur milieux, le facteur
temps d’incubation et facteur champignons, parce que nous avons utilisé une version d’essai

du logiciel stat box végétal ou les comparaison entres moyenne selon le test de Newman-
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keuls (o = 5%) est limité a 50 moyennes , alors que dans nos essais elles dépassent ce chiffre,
nous nous somme contenté de I’ ANOVA .

Pour I’essai de biocontrole des champignons transmis par la semence du haricot, nous
avons présenté les taux de contamination ainsi qu’une identification préliminaire des

champignons isolés.

I11.1.1. Essai d’antagonisme in vitro contre Fusarium oxysporum f. sp. albedinis et

Fusarium oxysporum f. sp. pisi

L’étude du phénoméne d’antagonisme in vitro a été effectuée selon la méthode de
confrontation directe sur quatre milieux de culture KB, TSA, MH et PDA. L’évaluation de
I’inhibition exercée par huit souches bactériennes identifiées comme Pseudomonas spp.
fluorescents aprés deux temps 24h et 72h d’incubation des bactéries vis-a-vis des deux
champignons (Fusarium oxysporum f. sp. albedinis et Fusarium oxysporum f. sp. Pisi), est

estimée par le calcule le taux d’inhibition de la croissance mycélienne.

11.1.2. Taux d'inhibition des deux champignons Fusarium oxysporum f. sp. albedinis
et Fusarium oxysporum f. sp. pisi

L’analyse statistique(Annexe 1), a révélé une différence tres hautement significative (P
:0.000) pour I’ensemble des interactions et les facteurs quatre étudiés, facteur bactéries,
facteur milieux, facteur temps d’incubation et le facteur champignons, a 1'exception de
I’interaction entre le facteur bactéries, facteur milieux et facteur temps d’incubation,
I’interaction entre le facteur bactéries, facteur milieux et facteur champignons et I’interaction
entre les quatre facteurs, le facteur bactéries, facteur milieux, facteur temps d’incubation et

facteur champignons qui sont non significatif (P =0,990).

4+ Facteur bactéries

Les analyses de variance (Annexe 1), pour le facteur bactéries a présenté une différence

trés hautement significative (P : 0,000), le meilleur taux de 48,85% a été obtenus par l'isolat

29



Résultats et discussion

AZ24 classé dans le groupe homogene (A), par ailleurs l'isolats (P432, T32) ont été classé
dans le groupe homogéne (B) avec une moyenne de 47,24 % et 47 ,60 % respectivement,
tandis 'que le groupe homogene (C) a relevé les moyennes les plus basses entre 45 , 68 % |,
45,85 % , 45,86 % , 46,06 % , 46,10% respectivement par les isolats (P12 , P107 T4, P212
, AS02) (Figure 6).

Taux d'inhibition %o

Facteur bactérie
51.000
50,000 B
49,000
48,000 C C C
47,000
46,000
45,000
44,000
43,000
42,000
41,000 -« T T T T T T T 3

P12 AT T4 T32 P107 P212 AS0I P432

Isolats bactériennes

Figure 6. Effet de facteur bactérie sur le taux d’inhibition du FOP et FOA.

Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartient au méme groupe homogene, selon le test de Newman-
keuls (a0 = 5%).
FOA. Fusarium oxysporum f. sp. albedinis,
FOP Fusarium oxysporum f. sp. pisi

+ Facteur milieu

L'analyse de variance (Annexe 1), a permis de montrer une différence tres hautement
significatifs (P : 0,000), pour le facteur milieu, la meilleur performance a été notée sur le
milieu TSA avec une moyenne maximale de 54,06 % classé dans le groupe homogéne (A),
suivi par milieu KB avec une moyenne de 47,93 % classé dans le groupe homogéne (B)
notamment la moyenne de 43,78% a été obtenu sur le milieu PDA notée sur le groupe
homogéne (C), tandis que la plus faible moyenne de 40, 80 % a été obtenus sur le milieu

MH classé dans le groupe homogeéne (D) (Figure 7).
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C .

PDA

Taux d'inhibition %
Facteur milieu
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50,000 D
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30,000
20,000
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Milieu de culture

Figure 7. Effet de facteur milieu sur le taux d’inhibition du FOP et FOA.

Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartient au méme groupe homogene, selon le test de
Newman-keuls (a = 5%).

FOA. Fusarium oxysporum f. sp. albedinis,
FOP Fusarium oxysporum f. sp. Pisi

+ Facteur temps d’incubation
D'aprés les résultats obtenus sur lI'analyse de variance (Annexe 1), ont présenté une
différence tres hautement significative (P : 0,000), pour le facteur étudie qui présent la
meilleure moyenne enregistrée aprés 72 h d'incubation avec une moyenne de 48,49 % classé
dans le groupe homogene (A), par ailleurs la moyenne la plus faible a été noté aprés 24h
d'incubation par la plus faible moyenne de 44,81 % classé dans le groupe homogene (B).
(Figure 8).
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Taux d'inhibition %
Facteur temps

Temps

Figure 8. Effet de facteur temps sur le taux d’inhibition du FOP et FOA.

Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartient au méme groupe homogéne, selon le test de
Newman-keuls (o = 5%).
24h, 72h temps d’incubation des bactéries avant le dépot du champignon
FOA. Fusarium oxysporum f. sp. Albedinis, FOP Fusarium oxysporum f. sp. Pisi
4+ Facteur champignons
Selon l'analyse de variance (Annexe 1), effectue par le facteur champignon est trés
hautement significatif (P : 0,000), la moyenne maximale a été obtenu contre le champignon
FOP avec une moyenne de 50,60 % classé dans le groupe homogéne (A), par contre le
champignon FOA a enregistré une moyenne de 42,71 % classé dans le groupe homogene (B)

(Figure 9).
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Taux d'inhibition%o
Facteur champignon
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50,000 i
40,000
30,000
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Figure 9. Effet de facteur champignon sur le taux d’inhibition du FOP et FOA. Les
valeurs suivies de la méme de la lettre appartient au méme groupe homogéne, selon le test de
Newman-keuls (o = 5%).FOA. Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, FOP Fusarium oxysporum
f. sp. Pisi

#+ Interaction entre facteur bactérie et facteur milieu

L'analyse de variance (Annexe 1), a révele une différence trés hautement significatifs
pour les deux facteurs étudié (P : 0,000), I'isolat AZ24 sur le milieu TSA a présenté une
activité inhibitrice notable et nettement supérieur avec une moyenne de 59,38% classé dans
le groupe homogéne (A), suivi par l'isolat P432 sur le milieu TSA classé dans le groupe
homogene (B) avec une moyenne de 55,56 %, les autres traitements ont été classé dans 15
groupes homogeénes (B, C,D, E, F, G, H, I, J, K, L, M, N, O, P) avec une moyenne allant de
39,38 % jusqu'a 55,56 % respectivement , alors que 'une faible moyennes a été obtenu par
I'isolat P212 sur le milieu MH avec une moyenne de 37,24% classé dans le groupe homogéne
(9) (Figure 10).
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Figure 10. Effet de I’interaction entre facteur bactérie et facteur milieu sur le taux d’inhibition du FOP et
FOA
Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartient au méme groupe homogéne, selon le test de
Newman-keuls (o = 5%).
TSA, KB, MH, PDA, milieux de culture
FOA. Fusarium oxysporum f. sp. albedinis,
FOP Fusarium oxysporum f. sp. pisi

4+ Interaction entre facteur bactérie et facteur temps d’incubation

L'analyse de variance (Annexe 1), a enregistré une différence trés hautement
significative (P : 0,000), pour l'interaction entre le facteur bactérie et le facteur temps, la
meilleure moyenne de 51,43 % a été obtenu par l'isolats AZ24 aprés 72 h d'incubation classé
dans le groupe homogéne (A), suivi par l'isolat P432 aprés 72h d'incubation classé dans le
groupe homogéne (B) avec une moyenne de 50,54 % , les autres traitement ont été classé
dans cing groupe homogene ( C, D, E, F, G) avec une moyenne de 44,13 % a 50,54 %
respectivement la plus faible moyenne a été constaté aprés 24 h d'incubation obtenu chez

I'isolat T4 avec une moyenne de 43,83 % classé dans le groupe homogene (G) (Figure 11).
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Figure 11. Effet de I’interaction entre facteur bactérie et facteur temps sur le taux d’inhibition du FOP et

FOA

Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartient au méme groupe homogéne, selon le test de
Newman-keuls (o = 5%).

24h, 72h temps d’incubation des bactéries avant le dépot du champignon
FOA. Fusarium oxysporum f. sp. albedinis,
FOP Fusarium oxysporum f. sp. pisi

4+ Interaction entre le facteur bactéries et facteur temps d’incubation

L'analyse de variance (Annexe 1), a montré que le taux d'inhibition pour l'interaction entre
le facteur bactérie et le facteur temps une différence trés hautement significatif (P : 0,000),
I'isolat (AZ24 et T32 ) contre le champignon FOP ont été classé dans le groupe homogene
(A) avec la meilleurs moyennes de 52,37 % et 52,49 % , suivi par l'isolats (P107 , P212) avec
une moyennes de 51,30 % et 51, 46 % classé dans le groupe homogeéne (B) , suivi par isolats
(P432 , T4, P212) contre le FOP ont été classé dans le groupe homogéne (C) avec une
moyenne de 49,31 %, 49,61 %, 49, 76 % respectivement , les autres traitement ont été classé
dans quatre groupes homogeénes (D, E, F, G ) avec une moyenne allant de 40,63 % a 48, 47
% respectivement , la plus faible moyenne de 40,40 % a été constaté chez l'isolat P212

contre le FOA classé dans le groupe homogéne (G ) (Figure 12) .
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Figure 12. Effet de I’interaction entre facteur bactérie et facteur champignon sur le taux d’inhibition du FOP
et FOA.
Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartient au méme groupe homogene, selon le test de
Newman-keuls (a = 5%).
FOA. Fusarium oxysporum f. sp. albedinis,
FOP Fusarium oxysporum f. sp. pisi

4+ Interaction entre facteur milieu et facteur temps

L'analyse de variance (Annexe 1), a indiqué que le taux d'inhibition pour I'interaction entre
le facteur milieu et le facteur temps une différence tres hautement significatif (P : 0,000), la
moyenne supérieure de 57, 27 % a été estimé sur le milieu TSA aprés 72 h d'incubation classé
dans le groupe homogéne (A), suivi par le groupe homogéne (B) qui a enregistré une
moyenne de 50,91 % sur le milieu TSA aprés 24 h d'incubation, ensuit par le groupe
homogene (C) avec une moyenne de 48,61 % obtenu sur le milieu KB aprés 72 h d'incubation
par ailleurs le milieu KB aprés 24 h d'incubation a enregistré une moyenne de 47,24 % classé
dans le groupe homogene (D) , dans le groupe homogeéne (E) a enregistré sur le milieu MH
aprés 72 h d'incubation une moyenne de 44,76 % , suivi par la moyenne de 44,23 % sur le
milieu PDA apres 24 h d'incubation , suivi par le groupe homogene (F) qui a estimé une
moyenne de 43,33 % sur le milieu PDA aprés 72 h d'incubation , en final la plus faible
moyenne de 36,85 % a été obtenu sur le milieu MH aprés 24 h d'incubation classé dans le

groupe homogéne (G) (Figure 13) .
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Figure 13. Effet de I’interaction entre facteur milieu et facteur temps sur le taux d’inhibition du FOP et FOA.
Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartient au méme groupe homogéne, selon le test de
Newman-keuls (a = 5%).

24h, 72h temps d’incubation des bactéries avant le dép6t du champignon

+ Interaction entre facteur milieu et facteur champignon

Selon l'analyse de variance (Annexe 1 ), a montré que le taux d'inhibition pour
I'interaction entre le facteur milieu et le facteur champignon une différence trés hautement
significatif (P : 0,000), la meilleur moyenne de 67, 47 % a été obtenu sur le milieu TSA
contre le FOP classé dans le groupe homogeéne (A) , suivi par le groupe homogene (B) qui a
enregistré une moyenne de 48,53 % sur le milieu KB contre FOA , en suite la moyenne de
47,33 % a été obtenus sur le milieu KB contre FOP classé dans le groupe homogeéne (C) , la
moyenne de 44,54 % obtenu sur le milieu MH contre FOP et la moyenne de 44 , 51% obtenu
sur le milieu PDA contre FOL ont été classé dans le groupe homogéne (D) ,par ailleurs la
moyenne de 43,05 % a été enregistré sur le milieu PDA contre FOP classé dans le groupe
homogene (E) , suivi par le milieu TSA contre le FOA qui a obtenu une moyenne de 40,71
% classé dans le groupe homogeéne (F) , alors que la plus basse moyenne a été constaté sur
le milieu MH contre FOA avec une moyenne de 37,07 % classe dans le groupe homogéne
(G) (Figure 14).
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Figure 14. Effet de ’interaction entre facteur milieu et facteur champignon sur le taux d’inhibition du FOP et
FOA.
Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartient au méme groupe homogeéne, selon le test de
Newman-keuls (o = 5%).

FOA. Fusarium oxysporum f. sp. albedinis,
FOP Fusarium oxysporum f. sp. pisi

4+ Interaction entre le facteur milieu et le facteur champignons

L'analyse de variance (Annexe 1), a révele une différence trés hautement significative
(P : 0,000), pour I’interaction entre le facteur milieu et le facteur champignon la meilleure
performance a été noté par FOP aprés 24h d'incubation avec une moyenne de 50,60 % et
FOP aprés 72 h d'incubation avec une moyenne de 50,60 % classé dans le groupe homogene
(A), suivi par le groupe homogene (B) qui a enregistré une moyenne de 44,39 % chez FOA
aprés 72h d'incubation , tandis que la plus faible moyenne de 39,02 % a été estime chez FOA

apres 24 h d'incubation classé dans le groupe homogeéne (C) (Figure 15) .
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Figure 15. Effet de I’interaction entre facteur temps et facteur champignon sur le taux d’inhibition du FOP et
FOA.
Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartient au méme groupe homogéne, selon le test de
Newman-keuls (o = 5%).

24h, 72h temps d’incubation des bactéries avant le dépot du champignon
FOA. Fusarium oxysporum f. sp. albedinis,
FOP Fusarium oxysporum f. sp. pisi

111.1.3.1. La classification ascendante hiérarchique (CAH)

La classification ascendante hiérarchique (CAH), nous a permis de comprendre le
comportement d’antagonisme par confrontation direct de huit isolats bactériens de
Pseudomonas spp. fluorescents vis-a-vis deux champignons phytopathogénes (le Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis et le Fusarium oxysporum f. sp. pisi) ; sur quatre milieux de
culture (TSA, MH, KB et PDA).d’apres cette analyse il ressort trois grandes classes C1, C2
et C3 (figure 16). Nous avons constaté que les huit isolats bactériens sur le milieu TSA ont
été regroupé dans la classe C1, la Classe 2 (C2) regroupe les huit isolats bactériens sur les
deux milieux de culture (KB et PDA) ; dans la derniére classe C3 sont regroupés les huit
isolats bacteriens sur le milieu MH. Ce qui nous montre que I’efficacité de I’ensemble des
huit isolats bactériens et leur effet sur la croissance mycélienne sont plus obtenus sur le

milieu TSA que sur les autres milieux de culture testés.
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Figure 16. La classification ascendante hiérarchique (CAH) de I’effet de huit isolats bactériens de
Pseudomonas spp. fluorescents sur la croissance mycélienne de deux champignons
phytopathogénes (le Fusarium oxysporum f. sp. albedinis et le Fusarium oxysporum f. sp.
pisi) ; sur quatre milieux de culture (TSA, MH, KB et PDA).

111.2. Biocontrole des champignons transmis par la semence du haricot

+ Taux de contamination

Le tableau numéro (2), ci-dessous synthétise les taux de contamination, issus de 1’essai de
biocontrole sur I'état sanitaire de la semence du haricot par deux isolats AS02 et T32 de

Pseudomonas spp. fluorescents.
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Selon les résultats mentionnés dans le tableau 2 qui indique que le témoin non bactérisé
a présenté des taux de contamination supérieurs a ceux enregistrées par les isolats bactériens
AS02 et T32, sur les deux milieux PDA et malt, soit pour la semence désinfectée ou la
semence sans désinfection, sauf sur malt, la semence désinfectée, et bactérisé par AS02, a

enregistrée un taux égal a celui enregistré par témoin non bactérisé, soit 10 %.

Nous avons constaté, que les taux de contamination enregistrés sur PDA sont supérieurs
a ceux enregistrés sur malt. Tandis que sur PDA, les taux enregistrés sur la semence bactérisé
et désinfectée sont supérieurs a ceux sur la semence bactérisé sans désinfection, de méme
pour la semence désinfectée et bactérisé avec AS02 sur malt.

Notant aussi que sur malt, aucune contamination n’a été observée sur la semence
désinfectée et bactérisée par la T32, Ainsi que pour le témoin non bactérisé, les taux de
contamination enregistrés sur la semence désinfectée sont largement inférieurs a ceux

enregistré sur la semence sans désinfection quel que soit le milieu de culture utiliseé.

Tableau 2. Taux de contamination (%).

Milieu Semance sans désinfection Semance avec désinfection
PDA Malt PDA Malt
Souche
AS02 12 4 14 10
T32 2 2 8 0
Témoin non 40 38 24 10
bactérisé

En analysant statiquement ces résultats (Annexe 1), les résultats de ’ANOVA ont
montré que I’ensemble des facteurs étudiés et leurs interactions (facteur bactérisation, facteur
désinfection et facteur milieu de culture) ne presentes aucune différence significative avec
des probabilités entre 0,077 et 0,812, sauf pour le facteur bactérisation ou les resultats ont
une différence significative (P= 0,023). Les plus faibles taux de contamination ont été

enregistré par les deux isolats bactériens AS02 et T32 avec respectivement 10 et 3%, et sont
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classés dans le groupe homogeéne (A), alors que le Témoin non bactérisé a enregistré un taux

de 28 %, classé dans le groupe (B) (Tableau 3).

Tableaux 3. Effet du facteur bactérisation sur le taux de contamination (%).

Bactérisation Taux de
Contamination
AS02 10 A
T32 3A
Témoin non 28 B
bactérisé

111.3. Observation microscopique

Cependant, 1’identification des champignons isolés, en utilisant les clés d’identification
(cf.11.3.5), a révélé que certaine ont été identifiés avec certitude, ils appartiennent aux genres

Aspergillus, Rhizopus, Alternerai et Penicillium, d’autres leur identification n’est pas encore

achevée.

Figure 17. Aspect microscopique de Aspergillus sp. (Gx40).
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Figure 18. Aspect microscopies Penicillium sp (Gx40).

Figure 19. Aspects microscopies Alternaria sp (Gx40).
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Figure 20. Aspect microscopies Rhizopus sp (Gx40).

<+ Champignons non identifiés

Figure 21. Aspect microscopies d'un champignon non identifies.

44



Résultats et discussion

o

Figure 22. Aspect microscopies d'un champignon non identifies.

Figure 23. Aspect microscopies d'un champignon non identifies.
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Figure 24. Aspect microscopies d'un champignon non identifies.

Figure 25. Aspect microscopies d'un champignon non identifies.
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I11. Discussion

Dans cette partie nous discuterons les résultats des effets bénéfiques de Pseudomonas
spp. fluorescents, les résultats de I'effet antagoniste contre des deux champignons
phytopathogeénes, le Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (FOA) et Fusarium oxysporum f.
sp. Pisi (FOP), in vitro. Cet essai a eté réalisé par confrontation directe entre les champignons
pathogenes et huit (08) isolats bactériens isolés de la rhizosphére des certaines plantes
spontanées de certains régions arides et semi-arides. Et les résultats de I'effet de biocontrole

de la microflore fongique transmis par la semence du haricot.

Concernant I’activité antagoniste, taux d’inhibition varies entre 29,15 % et 70,66 %, la
souche la plus antagoniste contre le Fusarium oxysporum f. sp. albedinis selon les analyses
des variances est la souche AZ24 sur le milieu de culture KB ayant un taux d'inhibition
supérieur de 55,70 % . En outre, la souche AZ24 est également est considérée comme la plus
inhibitrice avec un taux d'inhibition de 70,66 % sur le milieu de culture TSA contre le

mycélium de Fusarium oxysporum f. sp. pisi. Ces deux milieux privilégiés les bactéries.

La réaction des deux champignons FOA et FOP vis-a-vis des bactéries antagonistes est
avarie significativement différente, ou FOP a enregistré un taux de 50.60% alors que FOP a
enregistré un taux de 42,71 %. 1l a apparu clairement que FOA est plus sensible a I’effet de
nos isolats que FOP. Ainsi que I’effet du temps d’incubation sur I’efficacité de ces bactéries
sur I’inhibition de la croissance mycélienne, nous avons constaté que FOA réagit
différentiellement au temps d’incubation, il a enregistré un taux de 44,39 de 39,02 % apres
72h et 24 h d'incubation respectivement. Alors que FOP n’a pas été affecté par le temps

d’incubation des bactéries, il a enregistré un taux de 50.60% pour les deux periodes.

L’activité antagoniste exercée par les Pseudomonas spp. fluorescents dépend non
seulement des especes et les souches testées, mais aussi de la composition du milieu de
culture (Digat, 1992). Le milieu de culture influence sur I’activité antagoniste des souches

de Pseudomonas spp. fluorescents, les souches bactériennes appauvrissent le milieu de
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culture et inhibent ainsi la croissance du champignon (Jamalizadeh et al., 2008). Elle peut
étre expliquée par la production d’une ou plusieurs substances antimicrobiennes. Cela
dépend de I’espéce, de la nature du métabolite ainsi que la quantité libérée dans le milieu
utilisé (Kamilova et al., 2005 ; Validov, 2007).

Les Pseudomonas spp fluorescents ont été largement rapportées comme des agents de
biocontrole. Elles sont connues depuis longtemps pour leur aptitude a inhiber la croissance
des phytopathogenes in vitro. Ces bactéries antagonistes emploient différents mécanismes
d’antagonismes a savoir les antibiotiques, la production des sidérophores, la secrétions de
divers enzymes, la synthése d’hormones (Thomashow et Weller 1990 ; Piersonet Weller ;
Amer et Utkhede 2000 ; Manjula et al., 2000 ; Collins et Jacobson 2003 ; Jataraf et al., 2005
; Jorjani et al., 2011).

Cette activité antifongique pourrait s’associer a I’implication de sidérophores. La
diffusion de ses molécules a accentué le déficit en fer au voisinage de la colonie bactérienne,
en conduisant a I’inhibition de la croissance mycélienne a sa proximité. Les mémes résultats
sont signalés par Albouvette et al. (1998). Plusieurs auteurs confirment la production des
sidérophores par différentes souches de Pseudomonas spp. fluorescents (Sayyed et al., 2004
; Aditi, 2010 ; Bholay et al., 2012). Cette production a été confirmés par le test Universel
CAS (Bholay et al., 2012). La formation d’halo orangé autour des colonies indique la
chélation du fe** par les sidérophores (Guan et al., 2001 ; Sreedevi, 2014). Sur le milieu KB,
le principal mécanisme mis en cause dans ’effet antagoniste des souches de Pseudomonas
spp. fluorescent pourrait étre liée a la synthése des sidérophores, suite a la production des
pigments fluorescents (Hass et al., 1991 ; Digat, 1992 ; Weller et Thomashow, 1993). Ces
bactéries synthétisent de nombreux sidérophores chélateurs du fer ionique, qui exhibent des

effets fongistatique et bactériostatique, tels que les pyoverdines (Benchabane et al., 2012).

Parmi les mécanismes avec lesquels Pseudomonas empéche la croissance des
phytopathogénes sont la synthése des métabolites secondaires tels que les antibiotiques. Ces
métabolites ont montré leur efficacité in vitro a 1’égard des organismes pathogenes (Dahah.
2017). Beaucoup de Pseudomonas spp. fluorescents ont capables de protéger les plantes

d'une grande variété de pathogenes bacteriens, fongiques et oomycétes. Cette protection,
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a eté principalement attribuée a la production d'antibiotiques (Thomashow et Weller,1988 ;
Morrison et al., 2017). Howell et Stipanovic. (1979) ont été les premiers qui ont montré que

Pseudomonas produit un antibiotique pour le contréle de 1’agent pathogéne Rhizoctonia
solani.

Ils identifierent la pyrrolnitrine, un métabolite secondaire responsable d’inhibition de cet
agent pathogéne. Un autre exemple est la production de I'acide phénazine-1-carboxylique
antibiotiqgue (Thomashow et Weller,1988 ; Morrison et al., 2017). Le pourcentage
d’inhibition des souches pathogenes dépend de la souche Pseudomonas productrice ainsi que
la capacité de I’extrait phénazique de diffuser dans le milieu. Le pouvoir inhibiteur des
composés phenaziques est due a la capacité oxydo-réductrice de ces métabolites qui induise
I’accumulation de peroxyde d’hydrogéne et les radicaux libres qui entrainent la mort de la
cellule en attaquant les membranes et le matériel génétique (Mavrodi, Blankenfeldt et al.,
2006). Plusieurs travaux qui ont démontré la production de phénazines par les Pseudomonas
(Thomashow et Weller,1988 ; Thomas et al., 2002 ; Zhengyu Huang et al., 2004 ; Perneel et
al., 2006 ; Park et al., 2010 ; Beneduzi et al., 2012 ; Parejko et al., 2013 ; Morrison et al.,

2017). L’activité antibiotique provient d’une réaction d’oxydoréduction sur la phénazine
(Gauthier, 2013), cette activité peut supprimer les agents pathogenes des plantes telles que

F. oxysporum et Gaeumannomyces graminis (Beneduzi et al., 2012)

En plus de I’action des antibiotiques, ou les siderophores, des substances volatiles, des
enzymes sont connues comme agents principal dans la réduction de la croissancedes agents
pathogenes, (Alwathnani et Perveen, 2012 ; Liu, 2015). Les travaux de plusieurs auteures ;
(Fremane et al., 1975 ; Askeland et Morrison,1983 Siddiqui et al.,2005 ; Frydenlund
Michelsen et Stougaard, 2012 ; Reetha et al.,2014) ont démontreé la capacité des différentes
souches de Pseudomonas fluorescents a produire de ’HCN. L’HCN inhibe le cytochrome
oxydase de nombreux organismes. Les souches productrices possédent une cytochrome
oxydase alternative résistante a I’HCN, et sont relativement insensibles a ce dernier (Voisard
et al., 1989 ; Blumer et Haas, 2000).

Nombreux travaux confirment la production d’enzyme de protéase par les souches de
Pseudomonas (Koka et Weimer, 2000 ; Rajmohan et al., 2002 ; Kalaiarasi et Sunitha,2009).

Les protéases sont des enzymes extracellulaires sécrétées par les bactéries (Rajmohan etal.,
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2002). lls jouent un réle dans la dégradation des parois cellulaires fongiques (Stanier et
al.,1966). Les chitinases, sont des enzymes hydrolytiques d’importance majeure, puisque la
chitine est le constituant majeure de la majorité des parois cellulaires des champignons
phytopathogénes (Kishore et al., 2005). Plusieurs auteurs confirment la capacité des souches
de Pseudomonas fluorescents de produire cet enzyme (Folders et al., 2001 ; Ramyasmruthi
et al., 2012 et Suganthi et al., 2015).

Pour ’essai du biocontréle des champignons transmis par la semence du haricot, les
résultats obtenus ont montré 1’efficacité des deux isolats testés AS02 et T32 a réduire
significativement le taux de contamination totale de la microflore fongique avec 10, 3%
respectivement, comparais au témoin non bactérisé avec 28%, indépendamment de milieu

de culture et de la désinfection ou pas de la semence.

Plusieurs souches de Pseudomonas sp. Ont été utilisées pour lutter contre le Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL) chez la tomate de serre. Des études menées par
Postma et al. (2013) ont rapporté une augmentation significative des plantes saines en
traitant les semences avec le Pseudomonas chlororaphis pour lutter contre le (FORL) chez
la tomate de serre. Ces résultats confirment ceux obtenus par Puopolo et al. (2011), Ces
derniers, avec la souche Pseudomonas chlororaphis M71. Validov et al. (2009), pour leur
part, ont travaillé avec la souche P. putida PCL1760. Cette souche peut réduire la gravité de
la maladie, mais aussi diminuer les effets négatifs de 1’agent pathogéne sur la germination

des semences de la tomate. Un autre exemple, le traitement des graines de pois par P.

fluorescens 63-28 a induit la production d"enzymes hydrolytiques telles que chitinases et 8-
1,3-glucanases. Ces enzymes hydrolytiques s’accumulent au site de pénétration de Fusarium
oxysporum f.sp. pisi et par conséquent, elles peuvent étre directement impliquées dans la

dégradation des parois cellulaires fongiques (Benhamou et al., 1996).

Sachant que la rhizosphére est appropriee pour trouver des bacteries ayant des capacités
a stimuler la croissance végeétale (Saenz-Mata et al., 2016). Et que les Pseudomonas
fluorescents, assurent de multiples actions phytobénéfiques, tel que la phytostimulation de

la croissance des plantes, la bioprotection contre plusieurs agent phytopathogénes (Leong et
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al., 1986), I’induction de la résistance systemique chez les plantes (Bakker et al., 2007) et la
stimulation des interactions entre la microflore symbiotique et la plante hote (Howell et al.,
1987). Et s’appuyant sur ce que Latour et Lemanceau (1997) ont apporté, en montrant que
les Pseudomonas spp sont généralement communs dans la rhizosphére et aussi leur plasticité
a coloniser plusieurs écosystemes et a s’adapter a des environnements variés, cette plasticité
importante est due a la variabilité du métabolisme des Pseudomonas spp. fluorescents. Tout
¢a nous conforte dans le choix de cette piste de recherche.
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Conclusion

Nous avons projeté de mettre en évidence effet bénéfiques de certaines PGPR, les
Pseudomonas spp. fluorescents, sur 1’antagonisme vis-a-vis de deux agents de la fusariose
vasculaire, le Fusarium oxysporum f. sp. Albedinis et le Fusarium oxysporum f. sp. pisi et

sur le biocontrdle de champignons transmis par la semence de haricots.

Dans ce travail, nous avons effectué I'études sur huit isolats bactériens (AZ24, AS02,
P107, P12, p432, P212, T4, T32), isolés de la rhizosphére des certaines plantes spontanées
de certaines régions arides et semi-arides, pour tester leurs habilité et leur capacité

d'antagonismes in vitro.

Pour l'essai de confrontation directe in vitro contre deux champignon phytopathogénes
Fusarium oxysporum f. sp. albedinis et Fusarium oxysporum f. sp. pisi les huit souches ont
montré une capacité d'antagoniste, la souche AZ24 a révélé une inhibition de la croissance
mycélium de I'agent pathogéne testé et elle a marque une bonne performance avec un taux
le plus élevé soit de 70,66 % Fusarium oxysporum f. sp. pisi par rapport aux d'autres souches

testée .

Selon les résultats mentionnés du biocontréle de la microflore fongique présente sur la
semence du haricot indique que les isolats bactériens AS02 et T32 ont révelé un taux de
contamination respective de 10 et 3 % inférieur a celui enregistré par le témoin non bactérisé
soit 28%.

Ces résultats montrent que nos souches des Pseudomonas spp fluorescents sélectionnée

sur la base de leur propriétés phénotypiques, métaboliques, et écologiques, peuvent
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constituer un moyen de lutte biologiques pour limiter l'utilisation des

d'intrants chimiques, pour stimuler et lutter contre des agents

phytopathogénes.

Et pour faire suite a cette étude, plusieurs pistes de travail peuvent

étre envisager comme perspective :

+-

*

Nous souhaitons continuer les recherches sur les effets
antagonistes des Pseudomonas spp fluorescents, surtout

dans des conditions contrblées, afin de mieux

Comprendre certains mécanismes d’action qui peuvent étre

spécifiques selon les souches ;

Tester les souches AS02 et T32 in vivo et in situ et méme
plein champs pour améliorer la croissance et la santé des
plantes agronomiques comme biofertilisants, bio fongicides

ou biopesticides dans la culture agricole ;

Enfin d’un point de vue application agricole, il serait
nécessaire d’avancer les études pour la compréhension de la
complexit¢ de [D’environnement rhizosphérique, les
mécanismes d’action des Pseudomonas spp fluorescents et
procéder a I’application de ces organismes dans l'agriculture

durable soit sous forme d’inoculant ou des formulations.
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Annexe 1

Principaux Milieux de culture

+ Milieu de King B
% KingB37g
s Glycérol 10 ml
+ Eau distillé 1000 ml

+ Milieu de PDA (potato dextrose agar)
Extrait de pomme de terre 200 g
Glucose 20 g

Agar —agar 18 g

Eau distillée 1000 ml

X/ X/
L XA X

X3

*

R/
A X4

+ Milieu de TSA (trytic — soy — agar)
% TSA40g
% Glycine 10 ml
+ Eau distillé 1000 ml

+ Milieu MH
% MH38¢g
«» Eau distillé 1000 ml

+ Milieu de MALT

Annexe
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VarTOTALE

Var.FACTEUR 1
Var.FACTEUR 2
Var.FACTEUR 3
Var.FACTEUR 4
Var.INTER F1*2
Var.INTER F1*3
Var.INTER F1*4
Var.INTER F2*3
Var.INTER F2*4
Var.INTER F3*4

Var.INTER F1*2*3
Var.INTER F1*2*4
Var.INTER F1*3*4
Var.INTER F2*3*4

Var.INT.F1*2*3*4

VAR.RESIDUELLE 1

SC.E

37474,809
433,087
9539,538
1302,390
5977,845
1186,413
130,577
545,459
1235,783
12624,522
1302,390
345,734
597,477
130,577
1235,783
345,734
541,500

DDL
383

[ N SO EN]

21

oW W N~

21
21

21
256

C.M.

97,845
61,870
3179,846
1302,390
5977,845
56,496
18,654
77,923
411,928
4208,174
1302,390
16,464
28,451
18,654
411,928
16,464
2,115

Annexe

TESTF PROBA
29,250 0,000
1503,308 0,000
615,719 0,000
2826,093 0,000
26,709 0,000
8,819 0,000
36,839 0,000
194,743 0,000
1989,461 0,000
615,719 0,000
7,783 0,000
13,451 0,000
8,819 0,000
194,743 0,000
7,783 0,000
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