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Résumé

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont indigénes de la
rhizosphére végetale et jouent un role majeur dans le biocontréle des agents pathogénes des
plantes. Les PGPR peuvent considérablement améliorer la germination des graines et le
développement des racines. Ces rhizobactéries peuvent stimuler la croissance des plantes
directement en produisant des hormones de croissance et en améliorant l'absorption des
nutriments ou indirectement en modifiant I'équilibre microbien dans la rhizosphere en faveur
des micro-organismes bénéfiques. Ils peuvent supprimer un large éventail des maladies
fongiques. L'utilisation de PGPR est devenue une pratique courante dans de nombreuses
régions du monde. Notre objectif est basé sur 1’étude de comparaison sur ’effet antagoniste
de quelques souches PGPR vis-a-vis le champignon phytopathogéne responsable de la
fusariose vasculaire des plantes cultivés. D’apres 1’étude comparative des résultats antérieurs
sur I’effet antagoniste des souches PGPR in vitro et in vivo, nous avons constaté que les
PGPR Pseudomonas spp, Bacillus spp et les actinomycetes ont une efficacité potentiel vis-a-
vis I’agent phytopathogéne F. oxysporum.

Mots clés: Effet antagoniste, Lutte biologique, Maladies fongiques, PGPR, Rhizosphere.

Abstract:

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are indigenous to plant rhizosphere and
play a major role in the biocontrol of plant pathogens. PGPR can significantly enhance seed
germination and root development. These rhizobacteria can stimulate plant growth directly by
producing growth hormones and improving nutrient uptake or indirectly by altering the
microbial balance in the rhizosphere in favor of beneficial microorganisms. They can suppress
a wide range of fungal diseases. The use of PGPR has become a common practice in many
parts of the world. Our objective is based on the comparative study on the antagonistic effect
of some PGPR strains against phytopathogenic fungus responsible for Fusarium head blight
of crops. From the comparative study of previous results on the antagonistic effect of PGPR
strains in vitro and in vivo, we found that PGPR Pseudomonas spp, Bacillus spp and
actinomycetes have potential efficacy against the phytopathogenic agent F. oxysporum.

Key words: Antagonistic effect, Biological control, Fungal diseases, PGPR, Rhizosphere.
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Introduction

L’inquiétude envers les maladies phytopathogénes devient de plus en plus grave du
fait de ’extension des cultures intensives, les pertes économiques sont énormes, d’apres la
F.A.O (1999) les maladies phytopathogenes réduisent de 12 a 14% la production agricole
mondiale, 70% des dommages étant d’origines fongique. La majorité des maladies des plantes
sont causées par les champignons telluriques largement distribuées dans le sol, provoquant les
pourritures des cultures aussi ils endommagent de nombreuses espéces d’arbres forestiers. Les
microorganismes pathogenes et surtous les champignons telluriques sont difficiles a contréler
presqu’ils peuvent survivre dans le sol pour de long période. Pour lutter contre ces maladies,
I’application illimitée des pesticides dans le sol peut entrainer la pollution de I’environnement.
Outre I’efficacité des fongicides chimiques est souvent comprise par 1’émergence des

pathogenes résistants (Aouar, 2012).

En raison de l’aggravation des problémes en maniére de contrdle des maladies
fongiques, une recherche sérieuse est nécessaire pour identifier des méthodes alternatives
pour la protection des végétaux qui sont mis dépendantes des produits chimiques et sont plus

respectueux a I’environnement (Aouar, 2012).

La Iutte biologique est 'une des méthodes promoteuse elle consiste en ’utilisation des
microorganismes antagonistes (Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes,
PGPR), sont définis comme des bactéries presente dans la rhizosphere, pour lesquelles un
effet positif sur la physiologie végétal est reconnue. La plupart des microorganismes sont trés
spécifiques de leur cible et sont donc inoffensifs pour les organismes non hétes (Aouar,
2012).

Certains PGPR stimulent la croissance des plantes en absence de pathogene, ces effets
directs regroupent I’accroissement de la masse aérienne et racinaires, 1’élongation racinaires
et les levées accélérés des plantules, ces augmentations s’expliquent par des meilleurs
prélevements et assimilations des éléments nutritifs par la plante et la production des
phytohormones. D’autres PGPR produisent des effets bénéfique sur la croissance des plantes
en présence d’un pathogénes, ces modes d’action indirect sont généralement attribuables a la
compétition, a la production d’antibiotiques et au développement de résistance induite chez

les plantes (Beauchamp, 1993).

L’objectif de notre étude consiste a une étude comparative sur les effets antagonistes

des PGPR contre la maladie de la fusariose causée par F. oxysporum.
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Notre mémoire se présente en deux grandes parties :

- La premiére partie est consacrée a une synthése bibliographique sur les recherches

effectuées dans notre domaine de recherche.
- La deuxiéme partie présente I’approche méthodologique et des études comparatives

des résultats antérieures.
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1. Généralité sur la rhizospheére et les PGPR
1.1. Lesol

Le sol est un milieu vivant trés structuré. Un milieu poreux constitu¢ d’un ensemble de
cing fractions différentes : les minéraux solides, les matiéres organiques, la fraction vivante,
la phase gazeux et la phase liquide. Le sol et par son fonctionnement et son organisation, un
véritable systéme écologique dynamique, est le milieu commun a ’ensemble des écosystémes
terrestres (forestiers, prairiaux, agricoles) et participe activement a leur fonctionnement
(Gros, 2002). Le sol est le support des végétaux, le milieu dans lequel grace a leurs racines,

les plantes se procurent 1’eau et les éléments nutritifs dont elles ont besoin.
1.2. La rhizosphére

Le mot rhizosphere a été introduit en 1904 par Lorenz Hiltner (Hartmann et al.,
2008), la rhizosphére est la zone du sol située prés des racines et caractérisée par une activité
microbiologique intense. Le sol et le biote du sol interagissent les uns avec les autres, ces
interactions sont souvent bénéfiques pour ameliorent la fertilité des sols et augmentent la
dégradation des produits chimiques toxiques (Lynch et al., 2001). Son volume est variable
selon le développement racinaire : il représente entre 0,1 et 1% du sol globale des
écosystémes forestiers et pres de 100% des premiers centimetres des sols prairiaux (Lynch et
Whipps, 1990).

La subdivision de cette rhizosphere en trois grandes composantes a été signalée par
Bowen et Rovina (1999) (Figure 01). Ces regions ; ectorhizosphere (a l'intérieur de laquelle
diffusent les exsudats solubles et volatils en provenance des racines), La rhizoplane (zone
constituée par la surface des racines) et ’endorhizosphére (constituée par les cellules du
cortex racinaire envahies par les microorganismes saprophytes) qui interagissent
ensemble soutiennent la compétition entre les organismes pour plus des compétences, de
capacité saprophyte et potentiel d’amélioration la croissance des plantes. (Dommergues, 1975 ;

Kenneth et al., 2019).
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Figure 01 : Schéma représentative des trois zones de la rhizosphére (Berendsen et al., 2012).
1.3. L’activité microbiologique de la rhizosphére

La microbiologie du sol est complexe, elle comprend des bactéries, des
champignons..., ceux-ci peuvent jouer un rdle de stimulation de croissance par 1’apport
d’éléments nutritifs, et de protection des pathogénes environnants (Amarger, 2002). Les
interactions bénéfiques entre les plantes et les microorganismes dans la rhizosphere sont
déterminants pour la santé des plantes et la fertilité des sols (Gholami et al., 2012). Il est
reconnu que ces interactions sont dépendantes des racines vivantes ou du matériel végeétal
mort disponible (Barea et al., 2005). Les microorganismes du sol ont une grande importance
dans le cycle des nutriments et dans ’entretien de la santé et de la qualité du sol (Jeffries et
al., 2003). Elles sont impliquées dans les activités fondamentales qui assurent la stabilité et la

productivité du systéme agricole et de ’écosysteme naturel (Barea et al., 2005).

La structure des racines et la composition des exsudats racinaires changent durant le
développement de la plante ainsi qu’en fonction de conditions environnementales telles que la
disponibilité de 1’eau et la température. Par conséquent, la dynamique de la population des

microorganismes rhizosphérigues peut aussi se changer (Bertrand et al., 2000).
1.4. Les rhizobacteries promotrices de la croissance des plantes (PGPR)

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes ou les PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) ; un groupe des bactéries bénéfiques qui sont également utilisés
pour stimuler la croissance de la plante et augmenter le rendement des cultures (Saharan et
Nehra, 2011). La plupart des PGPR sont libres ou associatives ce qui signifie qu’ils ne
forment pas des structures symbiotiques telles que des nodules avec des plantes hotes (Bent et
al., 2001).
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Les PGPR sont classés en fonction de leurs activités fonctionnelles en :

- Biofertilisants : en augmente la disponibilité des nutriments dans la rhizosphére.
- Phytostimulants : par la promotion de la croissance des plantes.

- Agents de biocontréle: en luttant contre les maladies (Antoun et Prévost, 2005).
1.5. Biodiversité des PGPR dans la rhizosphere

Elles présentent une diversité de genres et d’espéces. Elles appartiennent
majoritairement aux quatre phylums suivants: Proteobacteries, Firmicutes, Actinobacteries et
Bacteroidetes (Hugenholtz, 2002). De nombreux genres bactériens incluent les PGPR,
révélant des taxons trés divers (Kloepper, 1992). Certains microorganismes, principalement
des bactéries telles Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter,
Pseudomonas, Serratia (Gray et Smith, 2005) sont capables de coloniser efficacement les
systémes racinaires.

1.5.1. Rhizobia

La mise en place d’une relation non spécifique des rhizobia avec les racines des
plantes non légumineuses a favorise les especes de ce genre de devenir des PGPR. Outre leurs
activités fixatrices de 1’azote atmosphérique, les rhizobia contribues a ’amélioration de la
disponibilité des phosphates pour la plante par mobilisation des formes organiques et
inorganiques (Saharan et Nehra, 2011). Ainsi les rhizobia sont utilisés comme agent de

biocontrole depuis plus d’un siccle.
1.5.2. Les PGPR diazotrophes

Des bactéries libres fixatrices de [’azote sont préalablement utilisées pour la

stimulation de la croissance des plantes (Ahmed et al., 2008).
1.5.2.1. Azotobacter

Azotobacter paspali, décrite par Dobereiner et Pedrosa (1987) est une bactérie aérobie
stricte, non symbiotique, fixatrice de ’azote atmosphérique, isolée a partir de la rhizosphére
de Paspalum notatum, une herbe tropicale qui posséde une grande spécificité d’hote (Laradj
Zazou, 2017), Azotobacter paspali affecte positivement la germination des graines et leur
développement, il est noter que I’inoculation des cultures de blé par ce genre augmente le
rendement de 30% (Saharan et Nehra, 2011).
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1.5.2.2. Azospirillum

Les especes d’Azospirillum, isolées a partir des rhizosphéres de plusieurs céréales a
travers le monde principalement dans des régions tropicales et tempérées sont utilisées depuis
les années 1970. Cette bactérie initialement sélectionnée par sa capacité fixatrice de 1’azote
atmosphérique représente un bon candidat PGPR (Antoun et Prévost, 2005).

1.5.3. Bacillus

Certaines espéces de ce genre sont diazotrophes, lls ont la capacité de produire des
phytohormones, des sidérophores et de 'HCN. Le genre Bacillus megatorium est trés cohérent
dans I’amélioration de différence parametres racinaires (longueur de la racine et teneur en

matiere seche de la racine) (Saharan et Nehra, 2011).
1.5.4. Pseudomonas

Le genre Pseudomonas a été décrit en 1894, englobe des bactéries ubiquitaires
possédant une grande diversité, incluant des espéces saprophytes et parasites (Migula, 1894).
Les Pseudomonas sp et les Pseudomonas fluorescens sont des bactéries omniprésentes dans le
sol, I’inoculation des grains de pomme de terre par Pseudomonas putida provoque une

augmentation du rendement jusqu’a 144% sur le terrain (Saharan et Nehra, 2011).
2. Les maladies fongiques

2.1. Les champignons phytopathogenes

Les champignons phytopathogenes telluriques (fungi ou mycéte) constituent un
groupe d’organismes microscopiques hétérotrophes, ubiquitaires, présentes des structures et
des caractéristiques biologiques extrémement diversifiées (Kirk et al., 2001), provoquent des

maladies cryptogamiques chez les plantes.

Sont capables d'infecter n'importe quel tissu a n'importe quel stade de croissance de la
plante, en suivant un cycle biologique complexe qui peut comporter des stades de
reproduction sexuée ou asexuée, par conséquence elles réduisent de facon importante la

productivité des cultures causant des pertes économiques importantes (Agrios, 2005)

Dans le sol, la plupart des champignons phytopathogénes ne persistent sous forme
myceélienne actives mais a 1’état passif sous forme d’organes adaptés a la conservation tels
que des sclérotes, des chlamydospores ou des oospores. Ce phénoméne, dénommé fongistase,

est lié a la présence dans le sol de substances inhibitrices de la germination des organes
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fongique ou au manque des substrats nutritifs indispensables au développement des
champignons. Si I'équilibre biologique du sol est modifié, en particulier par apport de
substances organiques, les organes de conservation des champignons germent, mais le
mycélium ainsi formé est ensuite plus ou moins rapidement lysé apres avoir donné naissance

ou non a des nouveaux organes de conservation (Louvet, 1975).
2.2. Les maladies des plantes

Une maladie de la plante peut étre définie par une succession de réponses visibles ou
invisibles & un organisme phytopathogéne ou au changement environnemental inadéquat qui

peut réduire la valeur économique, esthétique et biologique des toutes espéces.

Les maladies des plantes peuvent subdiviser en deux catégories : les maladies non
parasitaires (non infectieuses, non transmissible) et les maladies parasitaires (infectieuses). La
plupart des maladies des plantes sont dues a des champignons parasitaires peuvent pénetrer

dans la plante directement et parfois a travers les blessures (Alain, 2013).
2.3. Les principales maladies fongiques des plantes
2.3.1. La fusariose

Une maladie qui touche les plantes cultivées notamment les palmiers (Figure 02),
I’agent causal de cette maladie est le Fusarium oxysporum ; une fois que la parasite penetre
dans ces racines, il progresse toujours de bas en haut a travers le stipe vers le bouquet foliaire,
en suivant le chemin parcouru par certains vaisseaux et induit des gommes et des thylles qui
obscures ces vaisseaux. Les contaminations peuvent se produire a toutes périodes de la vie de
ces plantes. Les symptomes se traduire par un jaunissement des jeunes feuilles et une
croissance ralenue. Des fibres brunes peuvent étre décelées sur une coupe d’un pétiole d’une
feuille au cours de desséchement. La mort du palmier peut intervenir 3 a 4 mois apres

’apparition des premiers symptomes (Louvet et al., 1970).
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Figure 02 : Palmier-Dattier atteint de la fusariose (Hakkou et al., 2012 ; Zabbourdj, 2014).
2.3.2. Le mildiou

Une maladie causée par un endoparasite biotrophe obligatoire de la classe des
oomycetes, le mildiou causé par le champignon Phytophtora infestans cet organisme peut
causer des pertes considérables dans les cultures de pomme de terre (Platt, 2008). D’autre
espéce Plasmopara viticola causé le mildiou ; une des principales maladies de vigne, pouvant
non seulement affecter gravement la quantité et la qualité de la récolte mais aussi affaiblir la

plante ’année suivante en cas de fort défoliation précoce (Dubuis et al., 2012) (Figure 03).

Le développement de la maladie peut étre trés rapide quand la température est douces
(11°C — 24°C) et quand la saison est humide cela peut détruire la plantation en quelques jours
seulement et peut tuer le feuillage et les tiges durant la saison de croissance (Jean-Denis,
2005).

Figure 03 : Cycles de contamination de la vigne par P. viticola et diversité des symptémes

occasionnés sur les organes végétatifs (Combier, 2019).
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2.3.3. La moniliose

Une maladie cryptogamique touchant les arbres fruitiers causée principalement par
Moniliophtora rareri qui attaque les cacaoyers. La maladie se rencontre de 0 a 1000 m
d’altitude, dans des zones séches irriguées aussi bien que trés humide, ainsi qu’une
température ambiante et une aération pauvre et un excés d’obscurité, augmente 1’intensité de

la maladie (Thévenin et Trocmé, 1996).

Au repris de la pluie le champignon attaque les jeunes chérelles de petit pic de
production a partir de I’inoculum primaire par des cabosses modifiés restées dans la
cacaoyere. Environ deux mois apres une importante source des conidies sera disponibles pour
attaquer les jeunes cabosses de la grande récolte dés leur formation ainsi engendre un pic
important de la maladie. La plus grande sensibilité est obtenue sur les fruits au moins de trois
mois (sur tissu en croissance active), la germination des conidies est optimale a 24°c. Deux
heures apres, elle commence la mise en contact avec une pellicule d’eau et est compléte en 6 a

7 h (Thévenin et Trocmé, 1996).

Les premiers symptomes se traduire par I1’apparition de points huileux et la
déformation de la cabosse suite au développement intercellulaire du champignon ; I’activité
cambiale est alors stimulée. Ensuite des Iésions de couleur brun-noir irréguliéres vont
rapidement envahir toute la surface du fruit, un mycélium blanc se développe 3 a 7 jours
apres, suivi rapidement par la formation d’un épais feutrage de spores dont la couleur évolue
de créme a gris-brun en fonction de leur maturité. Les tissus sont désorganisés et détruits
(Thévenin et Trocmé, 1996) (Figure 04).

Figure 04 : Les chérelles de cacao, les symptomes internes et externes de la maladie causée
par M.rareri (Curtet, 2016).
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2.3.4. Altenariose

Une maladie des taches brunes et la pourriture noire des fruits d’agrumes, causée par
Altenaria dauci, un champignon nécrotrophe responsable des dommages aux produits
agricoles au champ et en post-récolte, il attaque les feuilles, les tiges et les fruits (Achetbi et
al., 2021).

La maladie se manifeste essentiellement en fin d’été mais des dégats peuvent survenir
dés le mois de mai et jusqu’a octobre si les conditions climatiques sont favorables. A
I’automne aprés la récolte, I’Altenaria dauci se développe en saprophyte sur les résidus de
culture dans une gamme de température allant de 8°c a 28°c, si ’humidité relative est

supérieure a 96% ou en présence d’eau sur les surfaces des plantes (Lecomte, 2013).

Les premiers signes de 1’altenariose sont des petites taches jaune-brun a bord jaunes
sur les folioles agées. A un stade plus avancé, le feuillage devient brun-noir et dépérit (Figure
05).Une attaque précoce sur des cultures jeunes peut entrainer leurs pertes si elle pas
combatte, alors qu’une attaque tardive reduit les rendements car les plantes essaient de
compenser la perte de surface foliaire par 1’émission de nouvelles feuilles, réduisant ainsi la
dotation des racines. Le feuillage contaminé se desséche ou pourrit, les tiges sont cassantes ce
qui complique la récolte et entraine des pertes. L’altenariose peut aussi causer des taches
alvéolaires noires a la surface des racines et faire dépérir les jeunes plantes a la levée (Frank
etal., 2012).

Figure 05 : Symptomes d’altenariose sur les feuilles de la carotte (Benichou, 2011).
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3. La lutte biologique

D’aprés Milaire, la lutte biologique est 1'utilisation des organismes vivants pour
empécher ou réduire les pertes ou les dommages causés par des organismes nuisibles
(Perron, 1999). D’aprés drische et bellows (1996), la lutte biologique est un processus
agissant au niveau des populations et par lequel la densité de population d’une espéce est
abaissée par I’effet d’une autre espéce qui agit par prédation, parasitisme, pathogénécité ou

compétition.

La lutte biologique qui est le contréle d’un ravageur par un ennemi naturel (auxiliaire),
est naturellement présente dans la plupart des écosystémes. Elle peut étre utilisée
volontairement en agriculture entre autres, en remplacement des pesticides conventionnels. En
comparaison a ces derniers, elle est beaucoup plus écologique mais également des couts

d’application substantiellement plus éléves (Lambert, 2010).
3.1. Historique de la lutte biologique

La premiére utilisation référencée de la lutte biologique a été effectuée par les chinois,
dans les environs de 1’an 304 avant J.C. dans les vergers d’agrumes, les fermiers utilisaient
des fourmis tisserandes (Oecophylla smaragdina Fabricius) indigénes qui consommaient une

variété des ravageurs pour protéger les fruits (Lambert, 2010).

En 1840, le francais Boisgiraud est le premier a tester la lutte biologique en plein
champ. Il a utilisé des coléoptéres comme les carabiques et les staphylins pour faire des
lachers en vue de limiter les pullulations des bombix disparate (ou spongieuse), puis pour
combattre I’invasion de Phylloxera de la vigne (appelé aussi pou de la vigne). Ces techniques
trés empiriques ont été utilisées partout dans le monde de maniére assez limitée jusqu’a la fin
de X1X siécle. Aprés la deuxiéme guerre mondiale, le DDT est développé et sont découverte
ses propriétés insecticides. L’¢élaboration de d’autres pesticides chimiques puissants et peu
colteux a diminué I'intérét pour la lutte biologique et c’est seulement quand des problémes se
sont présentés qu’elle est revenue au goQt du jour. Les récentes directives européennes visant
a diminuer et/ou interdire 1’utilisation de divers pesticides de synthése ont largement
contribué a un grand intérét pour les méthodes de la lutte biologique et au développement de
programme de recherche de nouvelles méthodes et de nouveaux auxiliaires de lutte biologique
(Suty, 2010).
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3.2. Mécanismes d’action des bactéries impliquées dans la lutte biologique

La protection conférée par un microorganisme de lutte biologique (PGPR) s’appuie
sur un ou plusieurs mécanismes d’action tels que la compétition (pour éléments nutritifs,
I’espace), I’antibiose et I’induction de la résistance chez la plante. L’¢étude de ces mécanismes

d’action est une étape importante dans le développement de la lutte biologique (Jijakli, 2003).
3.2.1. Compétition pour I’espace et nutriments

Dans certains cas une réduction de la maladie peut étre associée a une colonisation
importante des racines par les bactéries benéfiques ce qui réduit le nombre des sites habitables
pour les microorganismes pathogenes et par conséquent leurs croissances (Piano et al., 1997).
Dans certains cas les rhizobactéries a croissance rapide peuvent éliminer le pathogene
fongique par une compétition pour le carbone et les sources d'énergies. Les PGPR doit étre
présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique et étre capable
d'instaurer une compétition pour les nutriments dans la rhizosphére (Haas et Défago, 2005).
Outre la vitesse de croissance intrinseque, les autres propriétés renforcant la colonisation
racinaire sont la mobilité (Jofré et al., 2004), le chimiotactisme et la faculté d'utilisation des
composes excrétés par les racines en tant que sources de carbone et d'azote(Berggren et al.,
2001 ; Gupta Sood, 2003).

Un cas particulier de compétition pour nutriment concerne la compétition pour le fer ;
les microorganismes ont la capacité de synthétiser des composeés s‘appropriant les ions
ferriques présents dans la rhizosphére et les rendent indisponibles pour les champignons

pathogenes entrainement une diminution de sa croissance (Cherif, 2018).
3.2.2. Antibiose et parasitisme

L’antibiose est le mécanisme le plus connu et peut étre le plus important utilisé par les
PGPR pour limiter I'invasion de pathogene dans les tissus de la plante h6te, il consiste en une
inhibition directe de la croissance de pathogénes via la production des métabolites aux
propriétés antifongiques et/ou antibiotiques (Cherif, 2018). Ces métabolites secondaires sont
des molécules bioactives a faible poids moléculaire tels que le 2,4-diacétylphloroglucinol
(DAPG), et la phénazine qui agissent comme des facteurs contre I’attaque des pathogenes. De
méme certaines souches de lutte biologique peuvent produire des enzymes telles que protéase,

glucanase, cellulase et lipase pouvant lyser les cellules fongiques (Kenneth et al., 2019).
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3.2.3. La resistance systémique induite

Lors de phénoméne appelé « résistance systémique induite », des bactéries non
pathogénes peuvent conféere a la plante un certain degré de protection a des attaques
ultérieures par un phytopathogene via la stimulation des mécanismes de défense systémique.
Cette immunité s’initie suite a la perception par la plante des molécules dites « elicitrices »
produites par le microorganisme bénéficiaire. Ce phénomeéne fait appel séquentiellement a la
reconnaissance par 1’hote d’eliciteurs produits par I’agent inducteur, a I’émission d’un signal
requis pour propager 1’état induite de maniere systémique et a ’expression des mécanismes
sensu stricto qui permettent de limiter la pénétration du pathogéne dans les tissus de la plante.
Les événements moléculaires associés a RSI sans de mieux en mieux connus. Ainsi, la
transmission du signal émis suite a la perception de I’agent infectieux repose sur différentes
voies dans lesquelles I’acide salicylique, I’acide jasmonique et 1’éthyléne jouent un réle
crucial (Glazebrook et al., 2003).

Cependant ces vois s’interpénetrent et agissent avec d’autres mécanismes pour former
un réseau de régulation modulable permettant a la plante d’initier une réponse défensive
spécifique en fonction de la nature du pathogéne (De Vos et al., 2005).

3.3. Mécanismes d’action impliqués dans la promotion de la croissance des
plantes

3.3.1. La fixation d’azote

L'azote (N) est un ¢élément vital pour toutes les formes de vie. L’élément nutritif le
plus important pour la croissance des plantes, des nucléotides, des lipides membranaires et des
acides aminés. Il constitue le quatrieme plus importante masse séche des plantes (Kenneth et
al., 2019).

La fixation d’azote par les microorganismes vivant libererent, en association avec la
plante ou vivant en symbiose représente la source la plus importante d’azote dans les
écosystémes. La plus parts des sols dans le monde sont pauvres en azote et les applications

d’engrais azotés sont essentielles pour atteindre un rendement maximal (Zerrouk, 2017).

Les PGPR les plus connus pour leurs capacités de fixé ’azote sont : Azospirillum,
Azotobacter, Diazotrophicus (Saharan et Nehra, 2011), qui catalysent la réduction
enzymatique de I’azote atmosphérique en ammoniac en utilisent un systéme conservé

hautement complexe appelé la nitrogénase (Kenneth et al., 2019).
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3.3.2. Solubilisation de phosphate

En plus de la fixation biologique de l'azote, la solubilisation de phosphate est
également importante. Le phosphore est un élément largement distribué dans la nature sous
deux formes organiques et inorganiques. C’est le deuxiéme nutriment limitant la croissance
des plantes, il joue un réle important dans les processus métaboliques majeur dans les plantes
(photosynthese, respiration, stockage et transfert d’énergie pendant la division cellulaire et

I’¢longation).

Les bactéries solubilisant le phosphate (PSB), telles que Arthrobacter, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Burkholdria, Serratia, Enterobacter sont fréquentes dans la
rhizosphére et peuvent étre utilisées pour résoudre ce probleme. Les microorganismes
permettent la disponibilité du P pour les plantes par minéralisation du P organique du sol et
par solubilisation des phosphates précipités. Le principal mécanisme de solubilisation des
phosphates est la production d’acides organiques. Les acides gluconiques et 2-
cetogluconiques sont les plus freqguemment rencontrés. Les acides glycolique, oxalique,
malonique et succinique, ont également éte identifiés. Certaines souches sont capables de
produire en plus des mélanges d’acides lactiques, isovalérique, isobutyrique et acétique. La
libération de ces acides mobilisant le phosphore par l'intermédiaire d’interactions ioniques
avec les cations du sel de phosphate conduisent a l'acidification des cellules microbiennes et
de leurs environnements et par conséquent la libération du phosphate sous forme ionique. La
libération des groupements phosphates liés a la matiere organique est assurée par 1’action des
phosphatases (Kenneth et al., 2019 ; Saharan et Nehra, 2011).

3.3.3. Production des sidérophores

Le fer est un élément de croissance essentiel pour tous les organismes vivants. La
rareté du fer biodisponible dans les habitats du sol et sur les surfaces des plantes provoque une
compétition féroce. Dans des conditions limitant le fer ; les PGPR produisent des composés
de faible poids moléculaire appelés sidérophores, en grec (transporteur de fer) (Saharan et
Nehra, 2011).

Les PGPR produisent des ligans ferriques spécifiques chélater le fer agissent comme
agent de piégeage pour surmontre l’insolubilité de fer et réguler son absorption. Les
sidérophores été classés en deux groupes ; les hydroxamates et les catécholates, une grande

variété de sidérophores est produite par les bactéries et les champignons et leurs nombres
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augmentent au fur et & mesure que de nouveaux sidérophores sont identifiés (Gupta et Gopal,
2008).

3.3.4. Production des phytohormones

Les phytohormones régulent I’ensemble des activités cellulaires et jouent un réle
important dans l’organisation de nombreuses voies de transduction de signale lors de la
réponse de la plante aux stress biotiques et abiotiques. Les PGPR peuvent modifier
I’architecture racinaire et favoriser le développement des plantes avec la production des
différentes phytohormones comme : I’AIA (Acide indole-3- acétique: auxines), les
cytokinines et 1’éthyléne se sont des biomolécules produites de maniére endogéne et exogeéne

(khan et al., 2020).
3.3.4.1. Acide Indole-3-Acétique

L’AIA étre la premiere phytohormone découverte par Darwin (1880), est I’hormone le
plus important du groupe des auxines (Ashrafuzzaman et al.,, 2009) et le plus
quantitativement produit par les PGPR, il fonctionne comme molécule signal importante dans
la régulation du développement des plantes (Ryu et Patten, 2008), la fonction de I’ AIA se
traduit par la délimitation de tissu vasculaire, I’initiation des racines latérales et adventifs ainsi

la stimulation de la division cellulaire (Kenneth et al., 2019).

La biosynthése de I’AIA est affectée par plusieurs facteurs environnementaux. En
particulier, il y a une augmentation de sa production dans des conditions de PH élevé et en
présence de plus grandes quantités de tryptophane (Spaepen et al., 2009). L’AIA est
généralement produit sous forme de métabolite secondaire par les PGPR en utilisant les
substrats riches exsudés par les racines des plantes. L’ AlA et ses analogues actifs dans la
plupart des plantes sont synthétisés a partir du tryptophane principal précurseur. Les exsudats

des racines sont la source principale du tryptophane dans le sol (Spaepen et al., 2007).
3.3.4.2. Cytokinines

Les cytokinines sont des aminopurines N©-substituées qui influencent sur les
processus physiologiques et le développement des plantes tels que la division cellulaire, la
germination des graines, le développement des racines, l'accumulation de chlorophylle,
I'expansion des feuilles et le retardement de la sénescence. Les cytokinines produites par les

micro-organismes de la rhizosphére qui vivent a proximité de la racine sont également des
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substances qui peuvent avoir un effet positif sur la santé de la plante. Cependant, les PGPR, y
compris Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium, Bacillus, et Pseudomonas spp ont été signalés

comme synthétisant des cytokinines en culture pure (Garcia de Salamone et al., 2001).
3.3.4.3. Ethylene

L'éthylene est une phytohormone unique avec une large gamme d'activités
biologiques. Phytohormone régulatrice de la croissance des plantes & des concentrations
modérées impliquent dans 1’élongation des racines, la germination des grains et murissement
des fruits. A des concentrations éleveés, il peut étre nocif car dans les conditions du stress la
plante augmente la production de I’éthyléne ce qui induit & I’inhibition de leur croissance
(Kenneth et al., 2019). Pour surmonter ces conséquences alarmantes, une enzyme 1-acide
aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) désaminase est nécessaire. Le role de ce
biocatalyseur est de dégrader 'ACC de la plante, qui est le précurseur direct de la synthése de
I'éthyléne dans la plante (Kenneth et al., 2019).

3.4. Les agents utilisés en lutte biologique

Les souches destinées a la lutte biologiques contre les microorganismes telluriques
doivent disposer non seulement d’une activité mycoparasitaire spécifique mais d’une bonne

aptitude a la compétition saprophytique dans le sol (Mouria et al., 2005).
3.4.1. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis est souvent retrouvé en abondance dans la rhizosphére de nombreuses
plantes qui est riche en sécrétions végétales et qui fournissent des nutriments aux bactéries.
Cette abondance de nutriments permet aux B.subtilis de coloniser les racines et ainsi favoriser
la croissance de la plante. Etant donné que cet environnement supporte la colonisation de
Bacillus subtilis sur les racines, il y a formation de biofilm a la surface de celle-ci (Carrier,
2018).

Cette bactérie permettrait également le contréle biologique de Sclerotinia sclerotiorum
sur le soja et d’inhiber le développement de radicis lucopersici chez la tomate. Aussi peuvent
avoir un effet inhibiteur sur les agents pathogénes par la production de lipopeptides
antibiotiques, parmi ces lipopeptides: la subtiline et fengycines auraient un effet inhibiteur sur
la croissance mycélienne des champignons, des utérines par leurs structures a queue

hydrophobe provoquent des fuites de contenu cellulaire chez 1’agent pathogéne en s’insérent
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dans la membrane ce qui crée des ports, ainsi que les bacillomucines auraient a la fois un effet
sur la paroi et sur la croissance mycélienne et les surfactines sont impliqués dans la formation

de biofilm et agissent a titre de surfactants (Carrier, 2018).
3.4.2. Burkholdria phytofirmans

La bactérie Burkholdria phytofirmans souche PsJN a été isolée en 1991 de la racine
d’oignon. La présence de cette bactérie dans la plante lui confére une résistance aux maladies
fongiques, sans qu’il y ait besoin d’autres traitements phytosanitaires. Elle produit des
homoserine lactone, molécule impliquée dans la colonisation racinaire des plantes. Elle
pénetre dans la plante ou elle trouve un environnement favorable a son développement sans

affecter le fonctionnement de la plante hote.

La bactérie n’a pas besoin d’étre présent dans tous les organes pour améliorer la
tolérance de la plante a la maladie dés qu’elle est présente dans les racines les autres organes
présentent un certain niveau de protection car elle implique une sécrétion du signal véhiculé
dans toute la plante. Des températures anormales induisent des changements physiologiques
et biochimiques entrainent une perte de rendement, des €tudes ont montré que 1’inoculation
bactérienne avec la souche PsJN de B.phytofirmans augmente les paramétres de croissance de
la tomate tels que le teneur en chlorophylle et les échanges gazeux a des températures
normales et éleves (25 et 32¢°) (Barka et al., 2013 ; Issa et al., 2018).

3.4.3. Pseudomonas fluorescens

Les Pseudomonas fluorescens spp ont été étudies depuis des décennies pour leurs
effets bénéfiques sur la stimulation de la croissance et la suppression des maladies telluriques
des plantes (Bakker et al., 2007). Ces rhizobactéries montrent des multiples propriétés :
I’utilisation efficace des exsudats racinaires, la colonisation et la multiplication dans la
rhizosphere, la spermosphére et a 'intérieure de cellule végétale (Weller et al., 2002). La
colonisation des systémes racinaires par cette bactérie implique un chimiotactisme envers les
exsudats racinaires, une adsorption sur les racines et enfin une compétition pour les
substances nutritifs (Jacques et al., 1993). Dans des conditions de carence en fer, les
Pseudomonas synthétisent les sidérophores qui chélates le fer, cette chélation réduit la
disponibilité des ions ferriques pour les agents pathogénes et par conséguences provogue une
diminution de leur croissance (Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; Persello-Cartieaux et al.,
2003 ; Suty, 2010).
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Les Pseudomonas fluorescens Spp peuvent stimuler la croissance des plantes en
produisant de I’acides indole-3-acétique (Patten et Glick, 2002), qui constitue une hormone
primordiale pour le développement des plantes et 1'une des principales raisons de

I’augmentation de rendement (Khakipour et al., 2008).
4. Les biopesticides microbiens

Un biopesticide est formé de « pesticide » qui veut dire « tuer les pestes » et du préfixe
« bio » qui signifie «vie» en grec. L’antinomie de ces deux termes souligne que les
biopesticides s’inscrivent dans la lutte contre les organismes fléaux et sont basés sur

I’utilisation d’agent ou facteurs liés a la vie.

Les biopesticides peuvent étre définis comme des produits phytosanitaires dont le
principe actif est un organisme vivant ou un de ses dérivés, ils peuvent donc étre constitues
d’organismes (plantes, insectes, nématodes), ou des micro-organismes (bacteries, levures,
champignons, virus) exercant une activité protectrice sur les plantes vis-a-vis d’agents
phytopathogenes, mais aussi des substances d’origines naturelles telles que des extraits
vegétaux (Thakore, 2006).

Les biopesticides microbiens sont écologiquement beaucoup plus compatible que les
produits chimiques et ont une spécificité accrue vis-a-vis des pathogénes contre lesquels ils
sont diriges. Ils sont par consequence moins dommageables pour les organismes non cibles de
la microflore endogene qui exerce une action bénéfique sur les plantes. De plus sont souvent
efficace en faible quantité et leurs activités protectrices peuvent relever les mécanismes
multiples et déclenches donc rarement des phénomenes de résistance chez le pathogene a
cause d’une faible pression de sélection. En outre, ils peuvent compléter les pesticides
conventionnels une fois utilisés dans les programmes intégrés de la gestion des parasites
(IMP) (Fravel, 2005 ; Thakore, 2006), les biopesticides peuvent donc étre complémentaires
au traitement chimique mais peuvent aussi étre utilisés dans des situations pour lesquelles
aucune solution de contrdle utilisant des produits de synthése n’est actuellement disponible.
Ces agents microbiens sont utilisés a travers le monde dans les champs et dans les serres (Ji et
al., 2006; Lee et al.,, 2006; Minuto et al., 2006; Saravanakumar et al., 2007), pour
combattre un grand nombre des maladies causées par des pathogene du sol, foliaires ou de
post-récoltes (Akram, 2008).
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4.1. Le marché des biopesticides

En 2000, le marché des biopesticides était a 1’état embryonnaire, la proportion des
biopesticides vendus versus les pesticides chimiques n’atteignait que 0,25%. Apreés cing ans,
le marché des biopesticides représentait 2,5% du marché global des pesticides qui était
équivalent d’environ 26,7 milliard USD. En 2006, Arysta life science (ALS) a estimé que ce
marché était de 541 millions $ alors qu’en 2008 il a atteint 750 million USD (3% du marché
global des pesticides) selon Global Industry Analysts (GIA). Le marché mondial des
biopesticides est évalué a 1,3 milliards $ en 2011 et devrait atteindre 3,2 milliards USD d’ici
2017. L’Amérique du Nord a dominé le marché mondial des biopesticides représentant
environ 40% de la demande de biopesticide mondial en 2011. L’Europe devrait étre le marché
a forte puissance dans un avenir proche en raison de la réglementation stricte pour les
pesticides et la demande croissante des produits biologiques. Le marché de biopesticides est
trés en dessous de celui des produits phytosanitaires chimiques. Cependant il est en constante
croissance. En 2008 aux USA et en Europe de l'ouest il a été estimé a 594,5 millions de
dollars. Avec un taux de progression annuel de 8% il est prévu que ce marché atteindra
1082,0 millions de dollars d'ici 2015. En Europe de l'ouest le prix des biopesticides est en
général 25 fois plus important que celui des produits sanitaires chimiques. Selon les
économistes cette différence devrait s'accentuer car une baisse des prix des produits
conventionnels est prévue alors que les prix de vente des biopesticides microbiennes

stagneraient (Deravel et al., 2013) (Figure 06).
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Figure 06 : Le marché mondial des biopesticides et des pesticides synthétiques, 2003-
2010(Thakore, 2006).
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Parmi les biopesticides microbiens, les produits a base de bactéries représentent 74%
du marché mondial. Plus de vingt-cinq produits microbiens (13 bactéries et 12 champignons)
sont actuellement inscrits a I’EPA et parmi eux, 36% ont été enregistrés dans les cing

derniéres années (Deravel et al., 2013) (Tableau 01).

En Europe et dans la majorité des pays, les produits phytosanitaires doivent étre
homologués avant leur mise sur le marché et leur utilisation. Les critéres d’approbation d’un
produit peuvent varier d’un pays a I’autre en fonction de la législation, de I’époque, des

avancées scientifiques et des effets du retrait de la vente de certains d’entre eux (Deravel et
al., 2013).

21



Chapitre |

Syntheése bibliographique

Tableau 01 : Les microorganismes inscrits en tant que biopesticides a ’agence de protection
de I’environnement des Etats-Unis (EPA) (US EPA. Office of Pesticide Programs, 2009).

Agent de | Organismes ou | Cultures concernées Méthode d’application
biocontréle maladies ciblés
Bacillus Maladies des taches | Gazon  ornementale | Une dilution de produit novozyme
licheniformis | foliaires et de la | Pelouses biofongicide green releaf TM 710-
SB3086 brulure Pépinieres et serres 140 est vaporisé sur les feuilles ou
appliqué sur le sol
Pseudomonas | Puthium spp Leégumes cultivés dans | Le produit est impliqué en
chlororaphis Fusarium oxysporum | des serres trempant le sol de plantes
strain 63-28 Pourritures des tiges et contenues
des racines
Bacillus Rhizoctonia Graine de Soja Le fongicide biologique est
pumilis GB 34 | Fusarium appliqué sous forme de bouillie
aqueuse aux graines de soja par
les entreprises utilisent un
équipement mécanique spécifié
pour le traitement des semences
Bacillus Rhizoctonia Fusarium | Coton, arachides, blé, | Le  produit  utilisé  comme
subtilis GBO3 | Altenaria orge, pois, haricots semences en mélangeant e
produit fongicide en poudre B.
subtilis avec les graines au
moment de la plantation
Bacillus Pourriture du collet Haricot, mais, les pois, | Traitement dans un mélange de
subtilis Pourriture des racines | le soja, coton lisier composé du produit de
MBI600 semences, des insecticides ou
d’autre fongicide et de I’eau.
Le mélange est utilisé dans 72h
Bacillus Le mildiou Les cerises, le raisin, | La souche est vendue sous forme
subtilis QST | Les taches précoces | les léegumes a feuilles, | de poudre mélangée a arroser et
713 des feuilles le poivron, la pomme | pulvériser sur le feuillage a I’aide
de terre, tomate et | d’équipements terrestres
noix
Pseudomonas | Les pourritures qui | Les pommes, les | Une fois le fruit récolté et nettoyé
syringae ESC- | attaquent les fruits | poires, les citron, les | sa surface et exposé a une solution
10 indiqués pendant | oranges, le | contenant la  souche  par
stockage pamplemousse pulvérisation
Pseudomonas | Pourriture des grappes | Certain culture | Deux a quatre application de
fluorescens dans les raisins fruitieres des cultures | pulvérisation au début de la saison
A506 de pomme de terre et | de la croissance

tomate
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Dans le but de déterminer ’effet des PGPR sur le champignon phytopathogéne (Fusarium
oxysporum), le protocole suivant doit étre réalisé :

1. Etude de la souche antagoniste

1.1. Echantillonnage

La couche superficielle du sol (5cm) doit étre éliminé puis un échantillon de 100g doit
étre prélevé a proximité du systeme racinaire, et met dans des sacs en plastique. Il est

directement analysé ou conservé a 4°C pendant 6 h au maximum (Bounoua, 2008).
1.2. Isolement et purification des bactéries

Une solution mere doit étre préparée par la dissolution de 10g du sol rhizosphérique
dans un erlenmeyer contenant 90 ml d’eau distillée stérile puis secoué pendant 30 min sur un
agitateur rotatif. Une dilution décimale dans I’eau distillée stérile doit étre réalisée. Apres 0,1
ml de chaque dilution doit étre étalé sur une boite de Pétri contenant du milieu GN (Annexe
01) et incubée pendant 24h a une température optimale. Aprés I’incubation des repiquages
successifs des colonies obtenues doit étre effectués sur milieu de culture jusqu’a I’obtention

de culture pure (Bounoua, 2008).

1.3. Identification bactérienne

Pour une orientation préliminaire de I’identification, les caractéres morphologique(la
forme, la taille, la couleur, P’opacité, la surface) et microscopique ; I’observation
microscopique (Annexe 02) et la coloration de Gram (Annexe 03) (permet de distinguer deux
grands groupes bactériens : des bactéries a Gram positif et a Gram négatif, avec la
détermination de la forme et I’arrangement) et des tests biochimique tels que teste de catalase
et teste d’oxydase, doit étre réalise par méthode classique (Manuellement sur des tubes a vise)

ou par I'utilisation des galerie API(Bouras, 2018).

Une identification moléculaire dépend de I’extraction et ’amplification par PCR de
I’ADNr 16s, les produits de PCR obtenues ont visualisés sur électrophorese puis purifié a
partir de gel d’agarose et séquencés par I’utilisation de séquenceur automatique (Laradj
Zazou, 2017).
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2. Antagonisme in vitro

La détermination de I’antagonisme des bactéries doit étre effectué in vitro sur milieu
potato dextrose agar (PDA) (Annexe 01), un disque de gélose de 6 cm de diameétre de la
culture de chaque champignon est déposer sur la gélose PDA en boite de pétrie, 2 ul de
chaque culture bactérienne de 10® UFC/ ml est ensemencer en spot & 3 cm de la souche
fongique. Un témoin négatif de la souche fongique est tester en absence de bactéries. Les
boites doivent étre incubées a 25 °C pendant 4 jours. L’activité antifongiques doit étre évaluée
par la mesure du pourcentage d’inhibition calculer par la formule suivante : 1- (a/b)* 100 7.

avec

- a: Ladistance entre le champignon et la souche bactérienne.
- b: La distance entre le champignon et le bord de la boite témoin. (Sharma et al.,
2012) (Figure 07).

1" Disque backten

3" Disque bacirien

Figure 07 : Essai d’antagonisme entre souche PGPR et Fusarium oxysporum (Boukerma, 2012).
3. Antagonisme in vivo

3.1. Préparation et traitement des graines de tomates

Les grains de tomate (Lycopersicon esculentum) doit étre désinfectées dans le premier
temps par trempage dans une solution d’hypochlorite de sodium (NaOCI) a 2,4% pendant 5
minutes, rincées avec de I’eau distillée stérile et séchées avec I’air filtré pendant 2h. Les
souches bactériennes sélectionnées doit étre ensemencées en BN (Annexe 01), incubées a
30°C pendant 24h et ajustées a une densité optique initiale de 1, mesurée a une longueur

d’onde 570 nm. Les graines de tomate doit étre inoculés par immersion avec les suspensions
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bactériennes pendant une heure. De plus, les graines des lots « témoins » doit étre immergées
dans I’eau physiologique stérile (Annexe 01) pendant 1h (Laradj Zazou, 2017).
3.2. Préparation des suspensions fongiques et infection des grains de tomate par
I’agent phytopathogéne

Une suspension fongique doit étre préparée a partir de culture sur milieu PDA de
Fusarium oxysporum grattant la surface du champignon a 1’aide d’un rateau de pipette pasteur
stérile, les spores doivent étre collectées par remplissage des boites de pétri avec de 1’eau
distillée stérile puis récupérées dans des béchers stériles apres un intervalle de temps d’une
heure. Des graines de tomates inoculées avec des suspensions bactériennes doit étre
récupérées et placées dans des béchers contenant une suspension fongicide (Laradj Zazou,
2017).
3.3. Semis des gaines traitées

Le semi des graines inoculée avec les souches selectionnées promotrice de la
croissance, infectees par Fusarium oxysporum doit étre effectué dans les godets en plastique
de 3 trous pour 3 graines contenant du terreau humide et stérile. Ensuite, les pots doivent étre
places dans une chambre de croissance a 27°C avec une photopériode longue soit 16 heures
de lumiére par jour. La lecture doit étre effectuée 24 jours apres la plantation des plantes pour

explorer I’efficacité de traitement bactérien et fongique (Laradj Zazou, 2017).
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Chapitre 111 Etude comparative des résultats antérieurs

1. Origine des résultats : Une étude comparative des travaux antérieurs a été réalisée sur
I’effet antagoniste des PGPR vis-a-vis I’agent phytopathogéne F.oxysporum (Tableau 02).

Tableau 02 : Etude comparative des travaux sur 1’effet antagoniste des PGPR vis-a-
vis le champignon phytopathogénes Fusarium oxysporum.

Auteurs (Syed Nabi et al., (Bouznad et (Rakotoarimanga et
2021) Bellahcene, 2015) al., 2014)
PGPR Bacillus Pseudomonas spp Actinomycetes
aryabhattai SRB02 Bacillus spp
Plante (in vivo) Deux variétés de Tomate Tomate
tomate (sensibles et Concombre
résistantes) Haricot

2. Isolement des bactéries

Rakotoarimanga et al., (2014), ont isoler 87 souches d’actinomycetes a Madagascar
dont 35 proviennent du sol rhizosphérique de tomate, 38 de celui de I’haricote et 14 de celui
de concombre.

Bouznad et Bellahcene (2015), ont isoler 109 souches de trois niveaux de la
rhizosphere des zones semi-arides a I'ouest de I'Algérie ; les souches rhizosphériques étaient
23%, tandis que les souches épiphytes et endophytes étaient représentées par 22% et 40%
respectivement, selon les tests morphologiques et biochimiques, 43% de nombre total a été

identifié comme Pseudomonas sp et 56% appartenant a I’espéce Bacillus.

Concernant Syed Nabi et al., (2021), B. aryabhattai SRB02 a été isolé
précédemment de la rhizosphére d'un champ de soja dans la région de Chung Cheongbuk-do

en Corée du Sud.
3. Antagonisme in vitro

L’¢tude de I’activité antifongique des souches sélectionnées promotrices de la
croissance des plantes est mise en évidence in vitro par la mesure de la zone d’inhibition

formée autour de champignon inoculé sur le milieu de culture PDA.
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D’aprés Rakotoarimanga et al., (2014) parmi les 87 isolats, 24 s’avérent antagonistes
de l’isolat de Fusarium oxysporum. Les taux d’inhibition de la croissance radiale de
F.oxysporum par ces actinomycétes antagonistes varient entre 14% et 60%. L’actinomycéte
Ac66 isolé du sol rhizosphérique d’une plante de haricot présente le taux d’inhibition le plus
élevé avec 60,52%. Ces résultats obtenus n’ont pas élucidé les mécanismes par lesquels ces
isolats d’actinomycétes ont pu inhiber le développement de Fusarium phytopathogéne.
Certains auteurs ont déja illustré que I’inhibition de I’action de Fusarium est due a la

production des antibiotiques par I’antagonisme.

Les résultats de Bouznad et Bellahcene (2015) ont montré que le taux d’inhibition de
la croissance du Fusarium par les souches isolées de la partie rhizosphérique varie de 0,23% a
77,78%, dont les souches les plus performantes sont les suivantes : B. stearothermophilus, B.

megaterium, P. fluorescents et B. sphaerecus.

Les résultats de Syed Nabi et al., (2021) ont révélé que le PGPR Bacillus aryabhattai

a pu inhibé de maniére significative la croissance Fusarium oxysporum.

Ces résultats est affirmé par Tabbene et al., (2009) qui ont rapporté que les espéces de
Bacillus pouvaient produire des antibiotiques peptidiques en abondance, tandis que Zhang et
al., (2013) ont découvert que les espéces de Bacillus pouvaient synthétiser plusieurs
lipopeptides ayant des activités spécifiques contre les champignons phytopathogenes. Parmi
ces lipopeptides, la surfactine, la fengycine, la polymyxine et la bacitracine (Ansari et
Mahmood, 2019). Ces métabolites peuvent agir sur le champignon par I’inhibition de

germination ou en lysant le mycélium (Bounoua, 2008).

Selon les résultats obtenus par I’étude de Bouznad et Bellahcene (2015), la majorité
des souches isolées de la rhizoplane ont montré un effet inhibiteur allant de 40% a 56,56%,
les plus actives d'entre elles étaient Bacillus circulans et Bacillus polymixa avec un taux de
56,56%. Les souches endophytes ont montré des activités plus élevées que celles présentées
par les souches rhizosphériques ou épiphytiques, les plus importantes d'entre elles ont été les
suivantes : Bacillus laterosporus et Bacillus brevis avec un pourcentage d'inhibition de 78%
et 73,11% respectivement. Ces résultats sont en accord avec les résultats de Yang et al.,
(2011) qui a trouveé que sur 72 souches isolées de la rhizosphére de la tomate, 48 isolats ont un
taux d'inhibition compris entre 50 % et 78 %, ce qui est affirmé par Axelood et Radley (1991)
qui ont montré que 96 souches de PGPR inhibent la croissance du F.oxysporum in vitro
(Achbani et al., 2003).
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Dandurishvili et al., (2011) ont identifié de nouveaux antibiotiques, a savoir I'acide D-
gluconique, le 2-hexyl-5-propyl résorcinol et les substances volatiles 2,3-butanediol, 6-pentyl-
a-pyrone qui sont produits par les microbes endophytes facilitant une antibiose plus
rapide(Ansari et Mahmood, 2019).

Le genre Bacillus est le plus abondant dans la rhizosphére et I’activité PGPR de
certaines de ces souches est connue depuis de nombreuses années (Saharan et Nehra, 2011).

A partir de ces résultats, on déduit que les PGPR ont une efficacité potentiel vis-a-vis
I’agent phytopathogéne F.oxysporum et les Bacillus sont classés comme étant les meilleurs
candidats.

La différence entre le pourcentage d’inhibition des souches suggeére que le mode
d’action de métabolite produit par les isolats peut varier, mais aussi que les bactéries sont
taxonomiquement différentes, de plus comme le milieu PDA riche en nutriments utilisé dans
I'expérience de l'antagoniste in vitro, la compétition peut étre exclu comme le mode d'action

de ces isolats (Bounoua, 2008).

4. Antagonisme in vivo

Selon I’étude de Rakotoarimanga et al., (2014) pour les trois types de plantes (tomates,
concombres et haricots), les jeunes plantes dont les graines n’ont pas été enrobés avec
I’actinomycete Ac66 mais contaminés par Fusarium oxysporum ont montré un taux de
mortalité significativement éleve. En effet, 80% des jeunes plants de tomates, 68% des jeunes
plants de concombre et 72% des jeunes plants d’haricot sont morts. Par contre les plantules
traitées avec la souche d’actinomycete Ac66 présentent un taux de mortalité de 20, 20, 12%
respectivement sachant que le taux d’amélioration de la biomasse aérienne est de 0,85 ; 0,93

et 1,03% respectivement chez les trois plantes.

On déduit que les actinomycétes peuvent réduire les maladies sur diverses plantes
cultivées alors que la souche actinomycéte Ac66 isolée de la plante d’haricot est plus

performante que les autres souches isolées de la plante de tomate et concombre.

Selon I’étude de Bouznad et Bellahcene (2015), sept isolats de PGPR ont montré une
augmentation de la croissance de la plante en termes de longueur des racines, longueur des
pousses et poids sec. Le pourcentage le plus élevé d'augmentation du poids des racines par

rapport au témoin a été observée avec Pseudomonas sp (141%), suivi par Bacillus circulans
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(96%), cette derniere a un effet positif sur la longueur des pousses. Les deux souches
(Pseudomonas sp et B. circulans) sont épiphytes et sont de grands producteurs d’AIA, ce qui
ressemble aux resultats obtenus par Lemanceau (1992) ou P. fluorescens a produit des

substances de croissance.

D’aprés Bouznad et Bellahcene (2015), I'étude de pourcentage d'augmentation du
poids sec des pousses est moins affecté, il varie entre 21% et 58% ; le pourcentage
d'augmentation le plus élevé a été enregistré avec Pseudomonas sp (57,98%) suivi de B.
circulans (46,70%). La longueur des pousses est le paramétre le moins affecté par
I'inoculation des isolats, elle varie de 19cm a 28,81cm.

On déduit que le PGPR Pseudomonas sp a un intérét potentiel en tant qu’agent de lutte
biologique.

Philippe et al., (1993) ont montré que Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas
putida ont une action potentiel vis-a-vis la fusariose car ils occupent des sites d’infection par
colonisation de rhizosphére, leur action n’est pas active seulement sur la plante de tomate ce
qui est affirmé par Scher et Baker (1982) et Dupler et Baker (1984) qui ont montré que
Pseudomonas putida ajoutée a un sol infeste, arréte les attaques des fusarioses du lin, du radis
et du concombre. Concernant leurs mécanismes d’action ; les recherches menés en France
dans le sol de Chateaurenard résistants permettent de montrer que les mécanismes sont basés
sur le phénoméne de compétition, de méme Scher et Baker(1982) ; Lemanceau et al., (1993)
ont montré que la réduction de la croissance des tubes germinatifs des pathogénes est due a la
compétition pour le fer ferrique ; Les pyoverdines des P. fluorescens forment avec le fer des
complexes beaucoup plus stables que les sidérophores produits par les Fusarium
(fusarinines),ces molécules bioactives ont une forte affinité pour les ions ferriques (Fe3"), le
fer chélaté par les pyoverdines est transporté a 1’intérieure de la cellule bactérienne et réduit

en Fe2* est alors ils est indispensable pour le pathogene (Achbani et al., 2003).

D’aprés les résultats de Syed Nabi (2021), Bacillus aryabhattai SRB02 a
considérablement favorisé la croissance des plantes et a réduit de maniere intéressante la

maladie chez les cultivars de tomate tolérants et sensibles.

Les caractéristiques liées a la croissance des plantes tolérantes aux maladies ont été
significativement améliorées lorsqu'elles ont été appliquées avec B. aryabhattai seule. La

hauteur de la plante (HP) a été améliorée de 37,4 %, tandis que la longueur des racines (LR) a
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été améliorée de 26,8 % par rapport aux plantes témoins traitées de 1’eau. D'autres caractéres,
notamment le poids frais (FW) de semis, le poids sec (DW) de semis ont également été

améliorés de 15,3 %, 23,3 % respectivement.

Une tendance similaire a également été observée lorsque les plantes tolérantes ont été
traitées avec le pathogene et la souche SRB02 ensemble, par rapport aux plantes traitées par le
pathogéne ; Le HP, le LR, FW et DW de tomate ont été améliorés de 124 %, 6,4 %, 15,8 % et
42,3 % respectivement.

La souche SRB02 a également amélioré la croissance des plantes sensibles aux
maladies avec ou sans co-traitement par l'agent pathogéne. La HP des plantes sensibles aux
maladies a été améliorée de 14,1 % avec l'application de la souche SRBO2 par rapport aux
plantes témoins traitées a l'eau ; cependant, l'augmentation du HP était significativement plus
importante (105,7 %) dans les plantes traitées avec la souche SRB02 par rapport aux plantes

traitées par des agents pathogenes.

On déduit que l'application de Bacillus aryabhattai souche SRB02 a amélioré le

niveau de tolérance aux maladies des plantes infectees.

Des études antérieures ont rapporté que les bactéries du genre Bacillus peuvent
produire des substances favorisant la croissance des plantes. Par exemple B. aryabhattai
SRBO02 a produit 1,5 ng/100 ml de cytokinine, 2 ng/100 ml d'acide abscissique, 2,25 ng/100
ml de gibbérellines et 5,7 pg/ml d'AlA (Intham et al., 2021).

Les résultats obtenus montrent I’importance des souches sélectionnés dans la
croissance des plantules de tomate, ils montrent également leur effet protecteur contre les bio-
agresseurs et leur capacité inhibitrice de la croissance des souches phytopathogénes qui

affectent la plante de tomate.

Les souches d’actinomycetes, Bacillus sp, Pseudomonas sp ont la capacité de produire
des métabolites secondaires, ce qui est traduit par D’activité antifongique vis-a-vis le

champignon phytopathogene, cette activité se manifeste par des zones d’inhibition.

L’effet bénéfique de la culture des graines traitées avec les souches de Bacillus sp,
Pseudomonas sp et les actinomycétes, nous a permis de montrer ’action stimulatrice de ses
derniéres sur la croissance des plantes. Ce qui se traduit dans le développement des parties

racinaires et aériennes. L’effet est aussi remarquable sur le poids frais et le poids sec.
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CONCLUSION

La rhizosphere est la région du sol directement formée et influencée par les racines et
les micro-organismes associés, cet environnement particulier comprend une microflore
microbienne qui inclut autant des micro-organismes bénéfiques que pathogeénes. Les
rhizobactéries promotrice de la croissance des plantes, connues sous le terme PGPR (Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria) ont la capacité de favoriser le développement des cultures
agricoles en stimulant leur croissance a travers la production de métabolites impliqués
directement dans leur fonctionnement ou en réduisant les dommages causés par les agents

pathogénes.

Pour que rhizobactérie soit un agent de biocontrole efficace contre les champignons
phytopathogenes, elle doit utiliser 'un des mécanismes suivants : la production des
antibiotiques, compétition pour les nutriments et la niche, 'induction de la résistance

systémique induite ou la production des enzymes lytiques.

La production des antibiotiques est 1'un des stratégies de biocontrole les plus affichées
par les PGPR contre les différentes maladies fongiques. Ces substances biochimiques sont
produites par des souches de Bacillus, de Pseudomonas et des Streptomyces qui suppriment le
développement des microorganismes pathogénes. De méme, la synthése d’enzymes
extracellulaires par les rhizobactéries a été suggere comme étant une forme vitale de lutte
biologique, ces enzymes hydrolytiques sont eégalement efficaces dans la lyse de la paroi

cellulaire des champignons.

Certains PGPR ont la capacité de rivaliser pour 1’espace et les nutriments ceci est
nécessaire pour limiter ’incidence et la gravité des maladies des plantes, ainsi la production
des sidérophores est une stratégie importante développée pour augmenté la biodisponibilité de
fer, en plus de crée une espace compétitif favorable pour les bactéries contre certains

microorganisme en ¢liminant le fer de I’environnement.

D’aprés notre étude comparative des résultats antérieurs sur I’effet antagoniste des
souches PGPR in vitro et in vivo, nous avons constaté que les PGPR Pseudomonas spp,
Bacillus spp et les actinomycétes ont une efficacité potentiel vis-a-vis I’agent phytopathogene

(F.oxysporum).
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ANNEXES

Annexe 01 :
Composition des milieux

Gélose nutritif :

POPIONE. .. ettt 15¢

Extrait de vIande.........o.oouiiiiii e 109

EXtrait de leVUIE. ... 029

Chlorure de SOIUM. ...t e 059

A . e 209

Bau distillée. ... 1000ml
pH=7

Bouillon nutritif :

Extrait de levUre. ... ..ooouii i e 05¢g
POPLONE. .o e 10g
N G e e 05g
N Ot 05¢g
Eau distillée. .....oviti i 1000 mi
PH=7.2
PDA
GIUCOSE. ..t 20g
POMME G LI . . et e e 2009
N0 - N 159
Bau distillé. ... .o 1000ml
PH=6.5
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ANNEXES

Annexe 02 :

Les étapes de I’observation a I’état frais
1- Déposer une petite goutte d’eau stérile sur la lame.

2- Prélever une fraction de colonies sur gélose, de préférence aux bords de celle-ci (ou
prélever une petite goutte de bouillon). Faire une suspension homogéne dans la goutte d’eau
en incorporant progressivement 1’inoculum et en remuant tres délicatement (afin de ne pas

casser les flagelles).

3- Recouvrir d’une lamelle en évitant d’enfermer des bulles d’air. Le liquide ne doit pas

déborder (sinon jeter la lame dans une solution désinfectante et recommencer).

4- Observer rapidement a I’objectif 40 en mettant la lumiére au maximum mais en fermant le

diaphragme ou utiliser un systéme « fond noir » ou a « contraste de phase ».

5- Apres observation, jeter 1’état frais dans un bac contenant un désinfectant a large spectre

car les bactéries sont vivantes.
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ANNEXES

Annexe 03:

Les étapes de coloration de gram
1. Nettoyer la lame a I'alcool et déposer une goutte d’eau physiologie.

2. Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d‘eau, strier et sécher par

passage de lame rapide 3 fois sur la flamme du bec benzene.
3. Versez une goutte du cristal violet sur la lame, laissez pendant 1 minute
4. Laver I’exces du colorant avec de 1‘eau distillée.

5. Etaler le lugol et laisser agir 30 secondes puis rincer a l'eau distillée pendant 5 secondes.

Cette étape permet de stabiliser la coloration violette.

6. Rincer immeédiatement le frottis avec le mélange alcool - acétone en inclinant la lame et par
goutte a goutte jusqu‘a disparition complete de la coloration violette (Décoloration pendant 5

a 10 secondes).
7. Laver a 1‘eau distillée pendant 5 secondes.

8. Contre coloration avec de la Fuchsine : laisser agir pendant Iminute et laver a I’cau distillée

pendant 10 secondes.

9. Sécher la lame puis déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au

microscope a un fort grossissement (objectif a immersion x100).
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