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GLOSSAIRE

Abiotique : Milieu qui ne permet pas la vie, ou d’'un facteur e concerne pas directement
la vie

Antibiotique : Produit d’origine microbienne ou un dérivé, que tles microorganismes
sensibles ou inhibe leur développement.

Appressorium : Extrémité d’'un hyphe ou d’un tube germinatif pettawet la fixation d’'un
champignon sur son héte et sa pénétration.

Biomasst: La masse totale des organismes vivant mesuréeudansopulation.

Biotique : Ce qui est relatif a la vie

Chancre : Lésion nécrotique plus ou moins localisée.

Chlamydospore : Spore issu de la multiplication asexuée, disposéume paroi épaisse
assurant sa protection et sa conservation en ¢omdiéfavorable.

Compétition : Interaction entre deux organismes cherchant &ertiles méme ressources
(alimentaire, spatiale ou autres).

Contamination : Premiére étape du développement d’'une maladientlaguelle I'agent
pathogéne pénetre dans I'héte a partir de sesgsapssources.

Désinfectior : Destruction, inhibition ou élimination des micrganismes pathogénes, se
rapporte le plus souvent au traitement des obpatsl@s produits chimiques.

Disséminatior : Etape finale d’'une maladie durant laquelle lesasp@ont étre libérées par
divers moyens, et servira a la contamination detptasaines.

Ecosystene: Complexe dynamique formé de communautés de pladtasimaux et de
microorganismes et de leur environnement non vigamtpar leur interaction, forment une
unité fonctionnelle.

Enzyme : Protéine catalytique spécifique de la réactioalgaée et des substrats.
Fongicide : Agent d’origine chimique ou biologique qui tue lgsampignons (inférieur ou
supérieur).

Hyphe : Filament mycélien qui constitue I'appareil végétigs champignons.

Microflore : Ensemble des organismes microscopiques correspoedaentiellement aux

bactéries et aux champignons.




Microorganisme procaryote : Microorganisme dépourvu de noyau véritable entalmée
membrane.

Microorganismes tétérotrophes: Organismes exigeant la présence de composés
organiques pour leur croissance et multiplicatiGes composés organiques sont utilisés
comme sources de carbone et d’énergie.

Mycélium : Appareil végétatif du champignon constitué d'useenble de filaments appelés
hyphes.

Parasite : Entité étrangére, uni ou pluricellulaire, vivantxadépens d’'un héte et dont la
multiplication comporte plusieurs stades accomph®z un méme hote ou, parfois, de
maniére indispensable, chez plusieurs hétes.

Sidérophore : Elément chimique secrété par les microorganismesagable de chélater
l'ion Fer.

Spore : organe de conservation ou de propagation des égaons issu de la multiplication
asexuée (conidie..) ou sexuée (ascospore, basiiesph

Téliospore : Spore épaisse a partir de laguelle se forme Edémchez les Urédinales.
Toxine : Produit ou composé qui, a faible concentrationit gadommager une autre cellule
ou organisme. Souvent, ce terme se rapporte arob&ne toxique, mais les toxines peuvent
étre des lipides ou d’autres substances.

Trachéomycosi: Maladie vasculaire de certaines plantes supésewsisée par une

infection fongique des tissus conducteurs.
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Introduction

Animaux ravageurs, plantes parasites, insectes,atoél®s et micro-organismes
phytopathogénes (bactéries, champignons, mycopisuieis) sont responsables, chaque
anneée, de la perte d’environ 20 a 40% du rendedentultures avant récolte (RibaSslvy,
1989) et de 1 et 20% aprés récolte a Madagascadaqddi & Bart, 2003). Parmi les agents
phytopathogénes qui causent beaucoup de dégatulures, les champignons responsables
de la pourriture racinaire telle quisariumspp. s’averent plus dangereux du fait de leur
caractére ubiquiste et peuvent poser de gros pnasléen agriculture et en horticulture (Hofte
etal., 1992). Pour tout type de sol, la monoculturestiture I'un des facteurs énormément
favorables au développement de ces champignonst l€’eas observé souvent au niveau des
cultures maraicheres ou des rotations de cultunt svement observées dans certaines
parcelles. Pourtant, les maladies causées pareespognons sont difficiles a diagnostiquer
et se répandent facilement, constituant ainsi ding d’'une importante perte pour les
cultivateurs. Un tel cas a été également observéugiisie ou la production de tomate est
toujours freinée par certaines maladies dont larfase des racines et du collet qui cause
d’'importantes pertes dans les cultures sur ou $ar§Ozbay & Newman, 2004). DG a leurs
facilités de dissémination et a leurs persistadess le sol, la lutte contre ces maladies reste

limitée a des mesures prophylactiques (Benhamal, €t997).

Durant les cinquante derniéres années, la métlogéus utilisée pour contréler ces
maladies est la fumigation du sol par des pesscidie synthese telle que le bromure de
méthyle. Ce genre de produit chimique qui a unldagio(t d’utilisation, est plus efficace par
rapport & l'utilisation du fongicide traditionnedurtout quand on a affaire a des organismes
phytopathogénes difficiles a atteindre. Les diffésetléments de ces substances ont, pourtant,
des conséquences néfastes sur I'environnementedtmt autres, |"accumulation de résidus
entrainant la pollution des sols (Hibar &t, 2007), |"apparition et la généralisation des
mécanismes de résistance chez les pathogenesdReid2002), le déséquilibre écologique
dd au fait que beaucoup de ces composés de symthese large spectre d’action, détruisant
non seulement les agents nuisibles, mais égalelegrdutres populations de |I"écosysteme
(Benhamou eal., 2002). Tout recemment, il a été démontré quédaxité des fongicides de
synthese est assez sélective vis-a-vis de la ndegelantes cultivées et dépend largement

des conditions de culture et ou d’application (Rietial., 2011).

Au regard de ces inconvénients, l'utilisation oexploitation de la microflore

tellurique non pathogene en vue d’éliminer les gevas de cultures constitue une

e



Introduction

technologie émergente et écologiquement compdtikeen diminuant I'emploi de pesticides
de synthese. On parle ainsi de lutte biologique.

Globalement, I'effet protecteur conféré par cesnégyee lutte biologique est basé sur
la compétition pour les nutriments essentiels, Kactivité antagoniste vis-a-vis de la
croissance des pathogenes via la production diatijnes ou d’enzymes et/ou sur leur
capacité a stimuler des systémes de défense dftde Végétal. Parmi ces microorganismes,
les Actinomycetes sont les plus connus et clasagniges plus actifs (Antoun etl. 1980,
Crawford et al. 1993). Par contre, les bactéries du gehseudomonase sont montrées
également capables d'initier 'expression des miéoaes de défense dans tous les organes de
la plante, lui permettant de mieux se défendreawss d'une agression ultérieure (Curl et
Tmelove 1986). En milieu naturel, la rhizosphers giantes saines abrite d@seudomonas
et/ou des Actinomycetes capables, de facon durdfalesurer la défense de ces plantes contre
les agents fongiques phytopathogénes. Pourtangiroes pratiques agricoles (monoculture,
utilisation abusive de pesticides chimiques...) et/activités anthropiques (activités
industrielles,...) perturbent le fonctionnement deéctisysteme induisant ainsi le
dysfonctionnement de ces microorganismes et l'apparde différents types de peste de

culture.

L’objectif principal de ce travail est de décri@ potentialité des microorganismes
rhizosphérigues des plantes maraicheres a limiter développement des agents
phytopathogénes responsables de la perte de lagtianl tels que les champignons du genre
Fusarium En prenant comme modeéle d’étude des bactériegroupe desPseudomonas
fluorescents et des Actinomycetes antagonistegtum®pignons phytopathogenes d’une part
et lesFusariumspp. d’autre part, les activités de recherche pnses ont suivi les étapes

suivantes :

- isolement de champignons phytopathogenes a paetirdifféerents types
d’organes malades de plantes maraicheres ;

- isolement des isolats d’actinomyceéetes et REeudomonasiu groupe des
fluorescents a partir des sols rhizosphériquedategs maraicheres saines ;

- évaluation de l'antagonisme des isolats vis-a-vis dkveloppement des

Fusariumspp.in vitro etin vivo.

e
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A chaque étape de I'étude, différents parametréatifee au développement des
champignons phytopathogénes (développement mycéli@mlence, conservabilité,...),
caractéristiques des isolats rhizosphériques {sxtantifongique, conservabilité,...) ou liés
au développement des plantes (germination, craigseactinaire,...) ont été considérés. Les
travaux réalisés sont présentés dans ce documérti€parties : la synthése bibliographique,
les matériels et méthodes et enfin les résultats tfois parties sont précédées d'une

introduction générale et sont terminés par la disicun et la conclusion.

Le présent travail a bénéficié des apports maggrielchniques et scientifiques du
Laboratoire de Microbiologie de I'Environnement (BYldu Centre National de Recherches
sur I'Environnement (CNRE) notamment du proMadasym (avec la participation du
Laboratoire des Symbioses Tropicales et Méditemanés, LSTM/IRD) et a été realisé dans
le cadre de son programme de recherche en collaroravec le Laboratoire de
Biotechnologie-Microbiologie du Département de Bimgie de la Faculté des Sciences de

I'Université d’Antananarivo.
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Synthese bibliographique

|. GENERALITES SUR LA RHIZOSPHERE

|.1. Définition

Ayant observé une accumulation de microorganismesva@sinage des racines,

HILTNER en 1904 employa le terme rhizosphere (decghiza, la racine et de sphére,

domaine d’influence) pour designer une portion allssumise a I'action du systéme racinaire

du végétal, que celui-ci soit un cryptogame vasilau un phanérogame (Hinsinger, 1998).

Depuis, le terme rhizosphére a pris un sens plnérgé: elle est définie comme étant

la microrégion du sol en contact direct avec lesnes ou les organismes vivants sont

influencés par la croissance des plantes (Hinsint@®8). Elle se limite au(x) premier(s)

millimetre(s) de sol situé(s) autour des racinesmghiger, 1998) et elle est notamment liée a

la libération ou I'exsudation par les racines denposés organiques qui stimulent I'activité

microbienne (Rahajaharitompo, 2004). Le sol rhibg@sjgue est notamment caractérisé par

une flore fongique et bactérienne trés spécifigMalker etal., 2003).

Généralement, la rhizosphére est composée depadiss (Figure 1) :

- Larhizosphére éloignéequi est la fine couche de sol adhérant aux racines

- Larhizoplan qui est la surface méme de la racine

- La zone rhizosphérique intra-racinaire (endorhizosmére) qui correspond aux

tissus corticaux des racines agées (Dommerguss £970).
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|.2. Exsudation racinaire

Les racines de plantes exsudent continuellement glemtités importantes de
composeés solubles dans le sol (Baialgt2001 ; Gleba «tl., 1999). Ces exsudats racinaires
sont constitués par des composés minéraux commerkesdes protons et des électrons, de
'oxygeéne, de I'eau (Bertin adl., 2003) et essentiellement de composés organigres,
2000). Parmi les composés organiques de faiblespaidléculaire, se trouvent les sucres
simples, les acides aminés, les acides organiguesfaible proportion de phénol, de lipide,
d’alcool, ainsi que de métabolites secondaires YWgu2003 ; Verpoorte, 2000 ; Grayston et
al., 1996). En ce qui concerne les composés orgasidgidaut poids moléculaire, les plantes
exsudent des sucres complexes, des polypeptidegprd&dines (notamment des enzymes),
des flavonoides, des hormones, des acides grasgamsles vitamines (Bertin at., 2003 ;
Nguyen, 2003 ; Uren, 2000).

L’exsudation de molécules est dominée par les ceégpaolubles de faible poids
moléculaire qui sont présents en forte concentradians le cytoplasme (Farraradt, 2003).
Des exsudats sont aussi libérés par des cellulda deiffe, qui se détachent ensuite et

demeurent viables quelque temps dans I'environnerheaosphérique.

Ces exsudats racinaires sont reconnus pour étreauree essentielle d’énergie pour
les microorganismes du sol. Ces derniers peuveit au retour de multiples effets, positifs
ou négatifs sur la plante (a travers les racinésjue les autres microorganismes du sol.
L’action positive des microorganismes telluriquesla plante se manifeste par I'amélioration
de [l'acquisition des nutriments et surtout la prote sanitaire contre les agents
phytopathogénes. En effet, certains microorganissetgsulent la croissance racinaire ou
ameliorent directement la nutrition minérale deplante, en produisant par exemple des
enzymes impliquées dans la minéralisation des neatierganiques et la production d’ions
phosphate, sulfate, nitrate ou ammonium (Baislgt2004a, 2006 ; Walker etl., 2003).
Cependant, certains exsudats peuvent favoriseréielappement des microorganismes
phytopathogenes (Alabouvetteagt 2004).

I.3. Les microorganismes rhizosphériques et leurdfets sur la plante

Dans le sol, I'activité microbienne est intense patticulier dans la zone sous
I'influence des racines des plantks,rhizosphére qui constitue un veéritable réservoir tres

important de microorganismes. Cette microflore degst €galement tres diversifiée. Elle est
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estimée a plus d’un milliard par gramme de soldseit la densité diminue de la rhizosphere
vers le sol distant des racines (Rengel 1997). i@m@mene est communément désigné sous
le terme :effet rhizosphériquest peut étre apprécié par le calcul du rapport (RiSnbre de
microorganismes dans la rhizosphére/nombre de orgamismes dans le sol non

rhizosphérique).

La microflore rhizosphérique est composée en gédérd grandes catégories suivant
l'ordre de taille et de complexité croissante aogavles bactéries, les champignons et les

actinomycetes.

[.3.1. Les Bactéries

En général, les bactéries constituent I'essengeladmicroflore rhizosphérique, elles
sont alors extrémement nombreuses et plus vangesla densité de I'ordre de 10 millions a
1 milliard par gramme de sol (Dommergues et Mangel@70). Elles sont les plus
fréguemment stimulées par I'effet rhizosphérique tgs Actinomycetes, les champignons et
les autres microorganismes (Dommergues et MangEdiod). Certaines de ces bactéries,
tellesPseudomonaBuorescents sont capables de coloniser efficaceraesystéme racinaire
et influencent de maniere bénéfigue la plante iemuint sa croissance et/ou en la protégeant
contre des infections par des agents phytopathegeélequd-usariumsp, Pythiumsp, etc.
(Weller, 1988 ; Kloepper, 1993t sont exploitables pour la lutte biologique cenltes
maladies de la plant€es bactéries de la rhizosphere sont alors repsizes le terme PGPR
(Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) (Haas etdgef 2005). La plupart des souches
bactériennes exploitées comme biopesticides appadnt aux genreg\grobacterium,

Bacillus etPseudomona@Haas et Defago 2005).

1.3.2. Les Champignons

Les champignons sont des microorganismes eucajyotesst a dire des
microorganismes dont les chromosomes sont séparésytplasme par une membrane
cellulaire. Tout comme les bactéries, ils sont @gnés en masse dans le sol ainsi que dans la
rhizosphére (Rakotoarimanga, 2010). Leur densitéesmée & Ipar gramme de sol
(Brahim, 1998). Certains champignons sont unicalles (les levures), mais la plupart sont
filamenteux et ils se présentent généralement &oowe d’hyphes et/ou de spores germés ou
non dans le sol (Andrianandrasana, 2009).




Synthese bibliographique

Les champignons jouent des réles importants dargcodysteme du sol,
particulierement au niveau de la rhizosphere. Alque certains d’entre eux peuvent
influencer positivement la croissance des plamtesitres peuvent nuire a leur santé. En effet,
la plupart des agents causant les maladies deatdaeph partir de la rhizosphere sont des
champignons telluriques dont entre autres les espda genrd-usarium Agrobacterium,

Phytophtora, Pythiuret Nigrospora

1.3.3. Les Actinomycétes

Ce sont des microorganismes procaryotes hétérasophésentant des similitudes
avec les eubactéries et les champignons. Les Autioétes sont largement répandus dans
tous les sols et plus particulierement dans laogpheére. lls sont moins nombreux que les
bactéries mais sont en nombre important que lesigiggons et leur densité peut atteindre
jusqu’a 16 unités par gramme de terre séche. Les Actinomycsdat Gram positifs et la
fréequence de la séquence guanine-cytosine (GCeuteADN est supérieure a 55%. Leur
croissance est plus lente que celle des autregriectLes Actinomyceétes sont capables de
produire des substances telles que les vitamiadsptine et I'acide folique (Dommergues et
al, 1970) qui sont utiles pour le développement esdavie de la plante, ainsi que des
antibiotiques dont les plus connues sont la streptine, la chlorotétracycline,
I'oxytétracycline et la cyclohéximide (Dommerguésak, 1970 ; Morel, 1996) qui jouent un

réle majeur dans la protection de la plante cotdeagents pathogenes.

Les Actinomycétes se multiplient par fragmentatisseudobactérienne ou par la

production des conidies (Figure 2).

Ce sont les genreStreptomyces, Nocardia, Micromonospajai se rencontrent les
plus frequemment au niveau du sol de la rhizospbérke genreStreptomycesouvre a lui
seul 95,34% des souches d’Actinomycetes isoléash@alier et Lechevalier, 1967).
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Figure 2 : Cycle de développement d’'un Actinomycéte du g&treptomycesur milieu
solide (Hosdong, 1992).

[I. INTERACTIONS BIOLOGIQUES ANTAGONISTES DANS LA
RHIZOSPHERE

Plusieurs interactions biologiques se dérouleniaeiau de la rhizosphere : interactions
plantes-microorganismes, interactions entre lesraorganismes. Parmi les interactions
bénéfiques pour la plante se trouve linteractiortagoniste entre les microorganismes
rhizosphériques qui est souvent a l'origine dertagztion de la plante contre les pathogenes.

Cette interaction peut se résumer aux phénomenesndgétition et/ou d’antagonisme.

II.1. La compétition

Dans certains cas, la compétition bénéfique pouplémte se manifeste par la
colonisation importante des racines par des bast&énéfiques, réduisant le nombre de sites
habitables pour les micro-organismes pathogenesn&tinant alors linhibition de leur
croissance (Reyes dl., 2004 ; Piano etl., 1997). Cependant, cette corrélation entre
I'importance de la population de PGPR sur les eaciet la protection observée n’est dans

certains cas pas vérifiée et ne peut donc pas@usdérée comme une regle générale.

L'idée qu'une rhizobactérie a croissance rapiderrpibuéliminer les pathogenes
fongiques par la compétition pour le carbone etstasrces d'énergie est beaucoup discutée.
En effet, le PGPR doit étre présent sur les racamesombre suffisant pour avoir un effet
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bénéfique pour les plantes et pour étre capablestdiirer une compétition pour les
nutriments disponibles dans la rhizosphére (Haa®efago 2005). Outre la vitesse de
croissance intrinseque, les autres propriétés reegnfio le potentiel colonisateur d’une souche
sont la mobilité (présence d’une flagelle) (Jofrale 2004), le chimiotactisme et la faculté
d’utilisation des composeés excrétés par les ra@nemnt que source de carbone et d"azote
(Grover 2004 ; Gupta 2003 ; Berggren et al. 2001).

Une illustration de I'effet de la compétition pdigspace concerne la lutte biologique
contre le pathogen€eratocytis paradoxaui est responsable de la maladie de la pourriture
noire sur les fruits d"ananas. On a observé que omladie a seulement été réduite dans les
fruits prétraités avec l'eau de lavage de fruitandhas contenant la levureichia
guilliermondii. Ce traitement permet de réduire la germination sfgores, la longueur des
germes et le poids sec du pathog€nparadoxales résultats montrent que le mode d action
deP. guilliermondiiserait basé sur la compétition pour I"espacesetlgriments parce qu on
n‘a observé aucun effet antagonisme de cette lelamsmu’elle est appliquée apres

I"inoculation du pathogéne (Reyesakt 2004).

Un cas particulier de compétition pour les nutritsegepose sur la compétition pour le
fer. Certains micro-organismes ont la capacité yaghgtiser des sidérophores qui sont des
molécules chélatrices du fer nécessaire a leussance. Ces composés ont une grande
affinité pour le F&. En s’appropriant des ions ferriques présents tamsizosphére, ces
microorganismes les rendent ainsi non disponibtas e champignon pathogene, ce qui
provogue une diminution du développement du pathegPar exemple, certaines bactéries
du genrePseudomona®nt un grand pouvoir de chélation du fer. Ces bexstépeuvent
reconnaitre et utiliser les sidérophores produsisddautres souches, alors que ces dernieres
ne sont pas capables d’utiliser le sidérophorellga’@roduisent. Cette particularité peut
favoriser la souche dans le processus de la caliimiset la compétition pour le substrat
mieux que d autres habitants microbiens de la dplzére (Ongena et al. 2002b). Cependant,
malgré que la production des sidérophores soit @namsme important pour |"activité des
PGPR, elle est rarement essentielle dans le bigdeniMeziane eal., 2005 ; Ongena etl.,
2000). Un grand nombre de facteurs environnemen{pltk température et source de
carbone) influence la production des sidérophoveddebenito etl., 2006 ; Duffy et Défago
1999).
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[I.2. L’'antagonisme

[1.2.1. Antibiose

L antibiose est le mécanisme le plus connu et le plus important utilisé par les
microorganismes pour limiter I'invasion de pathogenes dans les tissus de la plante hote. Il
consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogéne via la production de
métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques. Parmi les bactéries, de nombreux
genres tels quBacillus et Pseudomonasont capables de produire une variété de métabolites
antifongiques puissants, par exemple : des lipopeptides de la famille des surfactine, iturine et
fengycine (Rahman etl., 2007 ; Lin etal., 2005 ; Bonmatin eal., 2003 ; Peypoux «l.,

1999) et aussi des enzymes hydrolytiqye4,8 glucanase) qui peuvent dégrader les parois
cellulaires fongiques (Leelasuphakulagt 2006). En effet, Ongena at (2005b) ont montré
I'effet protecteur deB. subtilis contre la fonte des semis des plantes d'haricot provoquée par
Pythium ultimum,par la production des lipopeptides ainsi que I'effet protecteur contre la
moisissure grise de la pomme apreés la récolte (Towlé @004).

Chez le genrédPseudomonasd’autres molécules antifongiques comme le HCN, la
viscosamide, la pyoluteorine, le 2,4 diacetylphloroglucinol, la pyrrolnitrine, les phenazines et
les butyrolactones sont impliquées dans le biocontrole (Haas et Defago, 2005 ; Haas et Keel
2003 ; Raaijmakers al., 1995).

Plusieurs facteurs abiotiques (I'oxygene, la température, des sources spécifiques de
carbone et d'azote, et des micro-éléments), biotiques (la plante héte, le pathogene, la
microflore indigéne, et la densité de cellules de la souche productrice) et physiologiques tels
gue le quorum sensing ont été identifiés pour déclencher la production des antibiotiques par

les agents bactériens de biocontrole, exemple le dasedlglomonas

Ces PGPR montrent non seulement un large spectre de diversité dans le type mais
également dans le nombre d'antibiotiques produits (McGowah, 2005 ; Raaijmakers et
al.,, 2002). Certaines souches de PGPR ont, par exemple, la capacité d’excréter des
meétabolites qui jouent un réle important dans I|'inactivation des facteurs de germination du
pathogene ou la dégradation de leurs facteurs de pathogénicité comme les toxines. La capacité
de certaines bactéries a parasiter et a dégrader les spores des pathogénes a travers la
production d’enzymes détruisant la barriere cellulaire a été également démontrée (Whipps
2001). Une étude récente a montré que I'espéce de la plante héte a une influence significative
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sur la dynamique, la composition et I"activité dspeces antagonistes lgeudomonaspp.
(Bergsma eal., 2005).

[I.2.2 Parasitisme et prédation

L'hyperparasitisme est l'attaque directe d'un raacganisme par un autre dans un but
nutritionnel (Gagneé, 1984). La rhizosphére qui hngbeune large variété de populations
microbiennes, constitue un milieu favorable paypparition du parasitisme.

Le parasitisme existe entre certaines bactéries tmrsol, par exemple entre les
Bdellovibrio qui se fixent sur la membrane d’autbestéries, pénétrent dans leur cytoplasme,
s’y multiplient et font éclater la cellule hote Emerant des bactéries filles (Curl et Truelove,
1986).

Le parasitisme chez les champignons est connueptarine mycoparasitisme ou un
champignon est parasité par un autre champignoncdse le plus connu est celui du
champignon du genreTrichoderma qui parasite les champignons phytopathogenes

Rhizoctonia solanet Sclerotiurn rolfsii(Chet, 1990).

[ll. GENERALITES SUR LES CHAMPIGNONS PHYTOPATHOGENE S

La phytopathologie a été connue depuis les origdeedagriculture il y a environ
9000 ans. Toutefois, le champignon phytopathogeéte aécouvert pour la premiere fois en
1665 par R. Hook. Cet auteur avait isolé le gdttieagmidium mucronatunuyn agent de la

rouille de rosier.

Etymologiquement, le termehytopathogéne vient de trois mots grecs: le mot
phyton qui signifie la plante, le mgbathos qui veut dire la souffrance et le mgénnan
correspond au verbe engendrer. Ainsi, le mploytopathogéneest utilisé pour des agents
biotiques classiques (champignons, bactéries, \vingectes,...) généralement parasitaires

causant alors des maladies a une plante (Thro®66)1

Les champignons microscopiques renferment a eus sewiron 95% des formes de
maladies cryptogamiques (Roger, 1951). Cela est siante di a cause de la propriété
parasitaire de ces champignons.
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[1l.1. Evolution générale de linfection d'une plante par les champignons
phytopathogénes
Pour que la maladie d’une plante se développes tminposantes sont nécessaires : la
plante et le pathogene, qui doivent se mettre ernacb et s'interagir, et les conditions de
I'environnement qui favorisent la prolifération gathogene (Bouzid, 2002).

L'évolution compléete de l'infection d'une plante mprend le cycle de vie du
pathogéne constitué par cing étapes successivpsrér3). Ces étapes sont la contamination,
la pénétration, l'infection proprement dite, lasdimination du pathogéne et la conservation
du pathogéne (Bouzid, 2002).
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Figure 3: Cycle général de la maladie de flétrissementwasre causée p&r.oxysporum
sp. lycopersicichez la tomate (Agrios 2005).

111.1.1. Contamination

La contamination est réalisée quand les sporeshdmgignon pathogéne en état de
germination, sont déposées sur des organes dealdepbusceptibles de permettre leur
développement ; ou bien quand un fragment végétatife pathogéne, capable d’assurer la
propagation, se met en contact avec une régioantibfe du végétal (Roger, 1951).
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Pour certains champignons pathogénes, il sembldegublessures occasionnées au
niveau des axes caulinaires ou racinaires sonin@sidement les voies de contact et de
pénétration (Vigouroux, 1985 ; Tawil el., 1982 ; Ferrari et Pichenot, 1974). Pourtant,
beaucoup de champignons pathogenes établissenntactde maniére fortuite. Des vecteurs
divers (Webster, 1969 ; Hickman et Ho, 1966) sarssaimpliqués dans la réalisation de ce

contact tels que les insectes, les nématodes ex$eslats de racine.

Les propagules du champignon pathogene (sporésptas, fragments myceliens,...)
qui se déposent sur la plante sont appelées inoclwm inoculum en conservation provoque

une contamination primaire.

[11.1.2. La pénétration

Le fragment mycélien ou le tube germinatif d’'unerspgermée pénétre la plante
directement, ou passe a travers les ouverturegefiatl (stomates, lenticelles,...) et les

blessures.

Dans le cas de la pénétration directe, apres leacbavec la plante, la spore ou la
propagule (ou le plus souvent une structure spgéémbppelée "appressorium" produite par le
tube germinatif) devient tres adhérente a la sarficla plante et une pointe de pénétration se
forme. La pointe formée passe a travers la cuti(silelle est présente), ensuite a travers la

paroi cellulaire jusqu’au protoplasme.

Les champignons, qui pénetrent dans la plante ersala blessure, sont des
pathogenes de blessure (wound pathogens). llsvedog@ent seulement dans les tissus morts

ou en voie de nécrose.

La plupart des champignons responsables des uwhérent généralement par les
stomates, puis se développent entre les cellufregraduisant des structures de pénétration

spécialisées : les haustoria.

[11.1.3. L'infection

L’infection proprement dite commence quand le pgéme s’installe dans les cellules
ou dans les tissus sensibles de la plante héterepsocure les éléments nutritifs. Ainsi, le

pathogéne se multiplie de facon a envahir la plgitss ou moins rapidement. Quand

l'infection s’installe, les symptémes, qui sont lelsangements visibles dus a la maladie,
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apparaissent. La période entre l'inoculation epparition des symptomes externes est
appelée incubation. De nombreuses substances d¢eiekes enzymes, les toxines et certains
régulateurs de croissance sont libérées par lémgenes dans les cellules de la plante héte.
Ces substances affectent l'intégrité structuraléegtprocessus physiologiques des cellules

hobtes.

Pour réagir face aux pathogénes, les plantes hépesdent par divers mécanismes de
défense, aboutissant a différents degrés de pianeaitant de la sensibilité a la résistance.

[11.1.4. La dissémination du pathogéne

Les spores du champignon sont activement dissémiaépartir du lieu de leur
production par I'air ou les vents pouvant les poétale tres grandes distances. Le sol assure
également une active dissémination, par l'intermiéglides liquides ou des étre vivants qui y
circulent. Les eaux du sol sont tres favorablestransport des parasites émettant des
zoospores (Roger, 1951). Ainsi Pour la plupart das, les spores sont passivement
transportés par différents vecteurs tels que I'€aur, les semences, les animaux, ’homme,

etc.

[11.1.5. La conservation et la vitalité du pathogen

Avant de commencer un nouvel cycle de vie, les quuhes se conservent
principalement sous forme de spores, mais auss fwme de fragments mycéliens et de
sclérotes. lls se conservent dans le sol, dangidesis des plantes infectées et dans les
semences. Les spores de dissémination, tels qaenéaties, se conservent quelques semaines
tandis que les spores de conservation (chlamydespoégliospores) peuvent se conserver
pendant plusieurs années. Les spores de disséomnsint produites activement par les
champignons durant la saison favorable pour prapkgenaladie tandis que les spores de
conservation sont produites par les champignong poumonter la saison défavorable
(Bouzid, 2002).
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[1l.2. Exemple de champignon phytopathogene

[11.2.1. Fusarium spp.

Les champignons microscopiques du gdfusariumqui vivent dans le sol, attaguent
de nombreuses plantes (Amzelloug, 1999). Le g&usarium est constitué par plusieurs

especes selon la plante hote (Tableau 1).

[11.2.1.1. Systématique

Regne : PLANTEA

Embranchement : FUNGI

Division : DEUTEROMYCOTINA
Classe : HYPHOMYCETES
Groupe : PHRAGMOSPORES
Genre : Fusariumsp.

Les champignons du genFaisariumsont connaissables par leur appareil végétatif
incolore ou faiblement teinté. Leurs conidies Sayalines et suivant leur taille, ils peuvent
étre des microconidies ou des macroconidies. Lasananidies sont les caractéristiques de
conidies dd~usarium Ces conidies s’attachent souvent en groupestemtéconidiospore et
sur culture pure, ils se trouvent parfois réunipetites masses humides et glaireuses appelées

« pionnotes ».

Le genreFusariumcomprend de nombreux phytopathogenes ubiquistatsqauvent
se développer sur différents substrats. Touteéoolvoir pathogene de ces champignons est
variable et altérable. En effet leur virulence aegte ou diminue par le passage de I'espece
sur un héte déterminé, par I'absence de suppoitughlou par la culture sur un milieu nutritif

synthétique.

Les manifestations des actions pathogenes des dajpaons du genrd-usarium
peuvent se diviser en trois groupes selon les synels : les pourritures, les trachéomycoses
et les chancres. Ces syndromes sont englobés alaéndmination « fusariose ». En effet, le
mot fusariose est utilisé pour designer tous leglymes causés par les champignons du

genreFusarium
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Les trachéomycoses provoquent les plus grandessppdur les plantes cultivées,
telles que les lIégumes, les fleurs, et les culttngsicales (Agrios, 2005). La plupart de ces
syndromes est causée parsarium oxysporunselon les exemples présentés dans le tableau

suivant (Tableau 1).

Tableau 1 :Exemples de souches Hasarium oxysporuret de leurs plantes hotes

(Armstrong et Armstrong, 1981).

Souches Plantes hotes

Nom vernaculaire Nom scientifique
F. oxysporunt. sp.lycopersici Tomate Lycopersicorspp
F. oxysporunt. sp.cucumerinum Concombre Cucumisspp.
F. oxysporunt. sp.pisi Pois Pisumspp.
F. oxysporunt. sp.ciceri Pois chiche Cicer arietinum
F. oxysporunt. sp.melonis Melon Cucumisspp.
F. oxysporunt. sp.phaseoli Haricot Phaseolus vulgaris
F. oxysporunt. sp.cubense Banane Musaspp.
F. oxysporuni. sp.coffeae Café Coffeaspp.
F. oxysporuni. sp.asparagi Asperge Asparagusspp.
F. oxysporunt. sp.albedinis Palmier dattier Phoenix dactylifera
F. oxysporunt. sp.raphani Radis Raphanuspp.
F. oxysporuni. sp.cepae Ognion Allium spp.
F. oxysporunt. sp.niveum Pasteque Citrullus spp.
F. oxysporunt. sp.batatas Patate douce Ipomoea batatas
F. oxysporunt. sp.conglutinans Chou Brassicaspp.

[11.3. Lutte biologique contre les phytopathogenes

[11.3.1. Définition

En générale plusieurs définitions de la lutte lgalae ont été proposées mais aucune
n'est adoptée par tous les acteurs concernés. tta hiologique est définie comme
«l'utilisation d’organismes vivants, ou des produdie leurs genes, pour limiter ou supprimer
les activités et les populations de pathogenessmiRaes organismes vivants, les agents de
lutte biologique sont soit des bactéries, des cligmops, des levures, et méme des virus. lls
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sont employés dans le monde entier dans des culesreehamp et en serre pour réduire de
multiples maladies sur diverses céréales, légumemufruits, fleurs et plantes d’ornement
(Fravel, 2005 ; Paulitz and Bélanger, 2001).

[11.3.2. Mécanisme d’action des agents de lutte lmgique

Les mécanismes par lesquels les agents de lutteglgjoe peuvent prodiguer leur
effet protecteur sont multiples et peuvent variinun microorganisme donné en fonction du
pathosystéme (couple hoéte végétal/pathogene). fommitd’efficacité en lutte biologique
d’'une souche donnée est basée sur son potentidbriser efficacement le systéeme racinaire
et la couche environnante du sol (rhizosphére)a Gignifie qu’elle doit étre dominante par
rapport aux autres populations microbiennes etllgujgersiste sous les faibles ressources
nutritionnelles disponibles dans le microenvironeam Plusieurs propriétés intrinseques
contribuent au pouvoir colonisateur des microorgaeis telles que la mobilité, la faible
exigence nutritionnelle, le changement de phaska aitesse de croissance (Van Den Broek
etal., 2003 ; Bloemberg etl., 2001). La microflore du sol tire profit des adints sécrétés par
les racines et en contrepartie, certaines souctikemcent avantageusement I'héte végétal
par la stimulation directe de la croissance (fomtde I'azote, solubilisation de phosphate, et
production des phytohormones) ou/et en le protdgeaontre linfection par des
phytopathogénes. En raison de l'effet global qsefirocurent, ces souches sont désignées
également sous le terme de rhizobactéries promstde la croissance des plantes ou Plant
Growth Promoting Rhizobacteria (PGPRs) (MercadaiBteand Bakker, 2007).

Une fois installés dans la rhizosphére, les miganismes d’intérét peuvent
intervenir favorablement tout d’abord en privarg lerganismes potentiellement infectieux
des ressources nutritives (substrats carbonéspébdiments essentiels) et des espaces
nécessaires a leur développement. Ils peuventrégateagir par antagonisme, c'est-a-dire en
inhibant directement ou indirectement la croissades pathogénes par la production
d’antibiotiques et/ou d’enzymes lytiques. Cetteilaase est probablement le mécanisme le
plus connu et peut-étre le plus important emplogéles agents de biocontrble pour limiter
l'invasion des microbes pathogénes dans les tigdgstaux (Raaijmakers etl., 2002).
Certaines interactions antagonistes plus spécsigemltre agent bénéfique et infectieux
peuvent aussi intervenir comme le parasitisme dgids des pathogénes fongiques ou
l'inactivation par le PGPR des facteurs de gernmmatet de pathogénicité. Cependant,
lisolement de certaines souches de PGPR protestmgais n’'agissant par aucun de ces
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mécanismes a permis de mettre en lumiére le fadllgs puissent agir indirectement en

renforcant la plante vis-a-vis d’une attaque udtidre.

[11.3.3. Exemples d’agents de lutte biologique coaties champignons

phytopathogenes

La lutte biologique contre les agents phytopathegese fait principalemenia des
bactéries du genr8treptomyce®t Pseudomonagt des champignons du gerCandida et
Trichoderma Ainsi, Howell et Stipatovic en 1979 identifiaienine substance appelée
« pyrrolnitrine » produite par une soucheREeudomonas fluoresceesinhibe la croissance
de Rhizoctonia solaniun agent pathogene racinaire. De méme Thomashdeber, en
1988 ont démontré I'implication d’'un antibiotiqueoduit parPseudomonas fluoresceisslé
de la rhizosphére de blé dans la suppressidaad@imannomyces graminlsantibiotique est

constitué par I'acide phénazine carboxylique.
De nombreux agents de bio-contrble sont actuelléchsponibles dans le commerce.
[11.3.4. Avantages de I'utilisation des agents dette biologique

Tout comme les autres agents de lutte biologiges biopesticides microbiens sont
plus respectueux de l'environnememtie les produits chimiques. De plus, ils ont une
spécificité accrue vis-a-vis des pathogénes colesgquels ils sont dirigés. lls sont par
conséguent moins dommageables pour les organisamesilnlés de la microflore endogene
qui exerce une action bénéfique sur les plantesplDs, les biopesticides sont souvent
efficaces en faible quantité et leurs activitéstgutvices peuvent relever de mécanismes
multiples déclenchant rarement ainsi des phénomémessistance chez le pathogene a cause
d'une faible pression de sélection. En outre, iBuvent compléter les pesticides
conventionnels une fois utilisés dans les prograsninggrés de la gestion des parasites
(Fravel, 2005 ; Thakore, 2006). Par exemple, Gragon du contrble biologique dans
I'utilisation des fongicides, les pratiques cullem et dans d'autres mesures peuvent
contribuer au contréle de la rouille sur la tomét®urenco Junior etal., 2006). Les
biopesticides peuvent donc étre complémentairasaitement chimique, mais peuvent aussi
étre utilisés dans des situations pour lesquellesiree solution de contréle utilisant des
produits de synthése n’est actuellement disponibés agents microbiens sont utilisés a

travers le monde dans les champs et dans les ¢8aesvanakumar etl., 2007 ; Ji esl.,
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2006; Lee etl., 2006; Minuto efal., 2006), pour combattre un grand nombre de madadie
causées par des pathogénes du sol, et foliairesitéPet Bélanger 2001 ; Fravel 2005).

[11.3.5. Cbtés négatifs des agents de lutte biolpge

Malgré les avantages que peuvent présenter latitis des agents de lutte biologique,
le marché des biopesticides reste toujours limitddse de certaines contraintes dont entre

autres :

- l'effet protecteur est parfois insuffisant pamppart aux produits chimiques
(Shishkoff et McGrath, 2002) ou n’est parfois pamstant, dépendant notamment des
conditions du milieu (la température, sol, humidii@ plante hote, pH, etc...) (Mendoza
Garcia etal., 2003 ; Larkin et Fravel, 2002).

- le colt et le délai de la production sont trésvé$, pour la plupart des agents de
biocontréle (Fravel edl., 1999).

- le conditionnement et la formulation sont tréfficdles pour des espéces non
sporulantes et méme parfois pour les espéces apteal (Hjeljord etl. ; 2000 ; Collins et
Jacobsen, 2003).

D autre part, les pesticides chimiques peuveniragipidement une activité beaucoup
plus efficace, tandis que les biopesticides némsgsilans certains cas un temps d’incubation
considérable aprés leur application avant de cornerem agir. Il est également important de
se rappeler que la plupart des biopesticides samposés d’organismes vivants qui ont un

spectre relativement restreint de ravageurs cibles.

[11.4. Autres moyens de lutte contre les champignasm phytopathogenes

Différents moyens de lutte existent pour combdésechampignons phytopathogenes,

cependant la prévention reste la meilleure armé&edes épidémies en champ.

[11.4.1. Pratiques culturales

La production de spores infectieuses a partir dehets végétaux présents dans les
champs est la premiere étape du cycle infectieughdunpignon phytopathogene, Il convient
donc de ne pas réutiliser sans traitement préalisledéchets végétaux pour fumer les
cultures(Hatsch, 2004).
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Au niveau du semis, il est recommandé de semer les céréales dans un sol bien préparé.
Idéalement le sol doit favoriser une germination rapide et un haut pourcentage de levées. De
cette maniére la jeune plante peut étre plus robuste pour faire face a une infection (Conselil

canadien du canola, 2005).

Une pratique d’alternance de culture apporte des effets bénéfigues compte tenu de la
préservation nécessaire des ressources du sol. De plus, elle induit une variation naturelle de la
flore favorable a la résistance aux pathogénes. Ainsi, la culture de variétés résistantes est a
privilégier (Hatsch, 2004).

[11.4.2. Utilisation de fongicides

De nombreux fongicides sont disponibles pour lutter contre les champignons
phytopathogénes. Pour empécher la fonte des semis des céréales, les semenciers enrobent, lors
du conditionnement, les graines par le fongicide (captane ou thirame). La graine bénéficie
alors d’'une protection lors de la germination ainsi que lors du début de la croissance de la

plantule.

Rapport- gratuit.com @

&



VMat eri el s
et
net hodes

>

[”
[ |
X







Matériels et méthodes

I. MATERIELS

l.1. Matériels biologiques

[.1.1. Isolats utilisés

[.1.1.1. Isolat fongique pathogene

Lisolat fongique pathogene utilisé a été #esariumspp., isolés a partir des organes
végétaux pourris récoltés dans la pépiniere du FAFR Ambatobe, Département de

Recherche Agronomique et identifiés par I'équiperdé@me laboratoire.

La souche a été récupéree sous la forme d’unecpittge sur milieu PDA solide.

Le choix de ces isolats est basé sur deux criteres

- leur potentialité compétitive élevée,
- et leur potentialité infectieuse vis-a-vis deaiges en germination et/ou a des stades

plus avancés du développement végétal.

[.1.1.2. Isolats bactériens

Dans ce travail, des isolats Bseudomonafiuorescent et d’Actinomycetes isolés a
partir de la rhizosphére des trois plantes maragshé’étude ont été utilisés comme des
agents de lutte biologique contre Fegsarium Les raison du choix de ces deux groupes de

microorganismes résident sur plusieurs criteres$ eoine autres :

- la grande capacité d'adaptation aux differendeslitions climatiques ;

- la vitesse de croissance rapide et la capacitdiser différents substrats ;

- les rbles importants que jouent ces microorgaessrdans la protection et la
stimulation du développement des plantes;

- les effets connus de ces microorganismes comraga@mstes de plusieurs agents
phytopathogénes ;

- la capacité de produire des métabolites primatesgcondaires diversifiés.

[.1.1.3. Réactivation des isolats

Les isolats bactériens ont été prélevés a l'aidmel’anse en platine et repiqués dans
des boites de Pétri contenant préalablement leemiKing B pour lesPseudomonas
fluorescents et milieu Waksman pour les Actinomgsgpuis incubées a 30°C pendant 4 a 9

jours selon la vitesse de leur croissance.
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La méme méthode de réactivation est adoptée psusdiats fongiques pathogenes.

[.1.2. Les plantes utilisées

Pour vérifier notre hypothése de recherche, tri@istps maraichéres ont été utilisées a
savoir Phaseolus vulgarigHaricot), Solanum lycopersicurfifomate) etCucumis sativus
(Concombre) Ces plantes ont été cultivees périodiquement apgpiniere du Laboratoire

de Microbiologie de 'Environnement.

Le haricot (Phaseolus vulgaris)est une plante herbacée annuelle a croissance
déterminée. A la germination, la plante est géeémaht a racines pivotantes mais peu apres
des racines adventives longues de 10 a 15 cm sdog@ent sur toute la racine principale. A
l'issue de la germination, épigée, il y a formatitendeux feuilles opposées simples puis des
feuilles trifoliées a folioles cordiformes. Les dks sont portées en grappes axillaires et

terminales. Elles peuvent étre blanches, rosesabettes.

La tomate (Solanum lycopersicumest une plante autogame de la famille des
Solanaceae, elle est d’'origine américaine pargoetthent d’Ameérique centrale et du sud
(Mexique, Pérou, Equateur, etc.). La tige de lagdienest vigoureuse et ramifiée. La feuille est
composée et velue. Elle répand une odeur caraaiégs due a la solanine, si on la froisse.
Les fleurs sont de couleur jaunatre, regroupéesyame. Le fruit est une baie charnue et
contient plusieurs loges. La maturité du fruit peomtinuer méme apres la cueillette, c’est un

fruit climactérique. Quant aux graines, elles simtouleur blanchatre, aplaties et velues.

Le concombrgCucumis sativus.gst une plante annuelle rampante de la famille des
Cucurbitaceae. Elle est originaire de la régiopitale de I'lnde ou I'on retrouve jusqu’a ce
jour sa forme sauvage. Les fleurs méles sont sépales fleurs femelles mais portées par un
méme pied (la plante est dite monoique). Certamasétés sont gynoiques (fleurs
uniquement femelles) ou parthénocarpiques (ne siaet pas de pollinisation). Pour les
variétés classiques (monoiques), la pollinisatstnassurée par les insectes. Les feuilles sont

alternes, opposées aux vrilles, cordiformes.
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. METHODES

Les champignons phytopathogenes qui ont fait l'obge notre étude ont été isolés a
partir d’organes végétaux présentant des symptooesla maladie fongique. Les
microorganismes, tels leBseudomonasiu groupe des fluorescents et les Actinomycetes
susceptibles d’étre antagonistes de ces champigoomsété isoles a partir du sol
rhizosphérique de la culture maraichere en utilisis milieux de culture spécifiques. Les
expériences sur l'efficacité de chaque isolat isoliéniter le développement des champignons
phytopathogenes ont été réaliséesvitro et in vivo en utilisant des plantes maraicheres

infestées préalablement.
II.1. Isolement des champignons phytopathogénes

L'isolement des champignons phytopathogenes aadtéefspectivement a partir des
fragments de fruit de tomate, de tubercule de pondmeterre et de gousse d’haricot
présentant des symptomes externes des maladiegjdesg Ces organes végeétaux ont éte
récoltés dans la pépiniére du FOFIFA — Ambatobeyatément de Recherches Agricoles.
L’objectif de cet isolement étant d’avoir un isot champignon pathogene pur provenant
directement des plantes malades.

Avec une humidité élevée, ou sur des milieux deucell de champignons, les
propagules de champignons responsables de la maladiplantes se trouvant dans la partie
pourrie de la plante malade se développent rapideareémettant des hyphes abondants. Ces
hyphes seront repiqués et multipliés sur des mildriculture convenables au développement

de champignon.

[1.1.1. Techniques d’isolement

Deux méthodes d’isolement ont été adoptées : laipre consiste a utiliser la partie
malade de la plante sans traitement préalable eet¢ande utilise les organes malades

préalablement désinfectés.

[1.1.1.1. Isolement sans désinfection préalable

Les fragments de fruits de tomate, de tuberculpateme de terre ou de gousse de
haricot présentant des symptdomes de maladie foaediejle que la pourriture et la nécrose
(Fig 4), ont été immergés dans des boites de pétitenant de I'eau distillée stérilisée
(121°C, 20min a lautoclave) puis incubés a la térafure ambiante. L'observation des
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hyphes émis par le champignon a été faite souslbimpoculaire toutes les 24 heures. Les
hyphes ont été repiqués sur des boites de Péteram du milieu de culture solide PDA dont

la composition est donnée en annexe 1.

[1.1.1.2. Isolement avec désinfection préalable

Afin d’éliminer les bactéries a croissance rapidé mpuvent géner le développement
ou I'apparition des hyphes du champignon provedarftagment végétal malade, le fragment
a eté deésinfecté superficiellement a l'aide degtwghlorite de sodium 10% pendant 10 min
ou de l'alcool éthylique 50% pendant 3min. Il a étEsuite rincé abondamment a I'eau
distillée stérile avant d’étre séché dans une doaphisseur de papier filtre stérilisée (120°C,
20min a l'autoclave). Le fragment est déposé dareeint dans des boites de pétri contenant

du milieu de culture solide PDA. La culture a @éubée & 2% pendant 3 & 4 jours.

L'observation a été effectuée quotidiennement stmge binoculaire jusqu’a
'apparition du mycélium caractéristique des ageatthogenes. Le mycélium ainsi observé a

éte repiqué sur de milieu de culture PDA neuf jigsd¢jabtention de mycélium pur.

11.1.2. Identification des isolats

L’examen microscopique des isolats fongiques aeffiectué aprés étalement entre
lame et lamelle d’'une culture pure et coloratioriadpréparation au Bleu Coton (Annexe 2).
Généralement, un examen a I'objectif 40 fois effissnt pour mettre en évidence la plupart

des éléments importants de diagnose (Cahagnidacleafd-Mollard, 1998).

L’identification des isolats fongiques a été efted en utilisant un schéma
taxonomique basé sur les caractéres morphologigéests par Bernett en 1958. Ces
caractéres englobent I'aspect des spap@ssont les produits de la reproduction asexuée
pouvant étre endogénes (endospores) ou exogenesliés) et des hyphes qui, ensemble,
forment le thalle filamenteux ou le mycélium. Lalte peut étre siphoné (éléments tubulaires
peu ou pas ramifieés, de diametre large et irrégufien cloisonné€) ou septé (cloisonné,
constitué de filaments de diamétre étroit et r@gulilivisé par des cloisons en articles uni ou

pluricellulaires).

L’examen des spores et de leur organisation coestitne étape importante de

I'identification fongique (Campbell etl., 1996).

=



Matériels et méthodes

I1.1.3. Conservation des isolats

En général, la plupart des champignons phytopatiexygont trés instables en culture,
plus particulierement sur les milieux synthétiquebes en carbone comme le milieu PDA.

lls peuvent dégénérer rapidement et a long-terndr@éeur pouvoir pathogéne.

Pour maintenir le pouvoir pathogéne des isolatgntde les utiliser, ceux-ci sont
conservés pendant une courte durée dans des tubssags ou dans des boites de pétri
contenant des substrats pauvres en éléments fsytidtimilieu SNA (annexe 1) dans une

étuve a température 25°C.

Avant de procéder au repiquage pour une consenvativante, l'isolat a été mis en
culture de nouveau sur le milieu PDA et a fait jaldle tests d’antagonisme, d’inoculation, et
d’observation des caractéristiques macroscopiquesudiure, telles que la couleur et des

caractéristiques microscopiques.

Figure 4 : Dispositif expérimental d’isolement de champigngpisytopathogénes ; A:
Pomme de terre ; B : Tomate ; C : Haricot vertlsunilieu PDA
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[1.2. Test de virulence deFusarium sp. sur la germination des plantes, par
exemple : concombre, tomate et haricot

L’objectif de ce test est de montrer I'éventuelirukence des isolats de champignon
sur les graines des plantes. La virulence se nsaifgar I'inhibition de la germination des

graines.

La méthode adoptée est celle décrite par Dorranak, €2004) qui consiste a déposer
une rondelle du champignon phytopathogene au ceetia boite de pétri et a faire germer
des graines de plante a la périphérie de la mérnte. lha méme expérience est refaite sans
champignon phytopathogéene en guise de témoin. @i#esbde Pétri sont examinées apres 7

jours d’'incubation.

Cette méthode est réalisable, avec des isolatbalamignon jeunes et viables et aussi
des graines de plante qui ne présentent pas umeesde contamination microbienne ou

fongique.

[1.2.1. Revivification des isolats de champignon

Les isolats multipliés sur milieu PDA sont préleag&ide d’'une lame bistouri stérile.
lls sont ensuite repiqués de nouveau sur le mBBA stérile (121°C, 20mn a l'autoclave),

puis incubés a 30°C pendant 72 heures.

[1.2.2. Stérilisation des graines

Des graines de tomate, de concombre et d’haricoéténstérilisées superficiellement
avec de l'alcool éthyligue a 95% pendant une mirmues rincées 5 fois a I'eau distillée
stérilisée. Les graines sont ensuite trempées Bayochlorite de sodium dilué a 30 %
pendant 5 min, puis rincées abondamment a I'ediliéksstérile afin d'en éliminer les traces
de fongicides de conservation. (Benhamouakt 1997). Les graines sont séchées sur
compresse de gaze stérilisée préalablement a dlavm a la température 121°C pendant

20min.
[1.2.3. Dispositif du test de virulence

Une rondelle du champignon phytopathogéne prélsuéene culture agée de 3 jours
est placée au centre de boites de Pétri de 9 ctiadeétre contenant du milieu de culture

PDA (une bouture / boite). Quinze graines de plaioenate, concombre, ou haricot)

s
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stérilisées superficiellement ont été repiquées Rekiphérie de chaque boite. Deux types de

test ont été réalisés : test de contamination énlgwée et test de contamination en post-levée.
[1.2.3.1. Contamination en pré-levée

Le champignon est repiqué bien avant les graines\ahit tout le milieu de culture.

Ainsi, les graines de tomate sont déposées stitdesnts mycéliens.
11.2.3.2. Contamination en post-levée

Les implantations des graines et du champignonesuanilieu de culture se font en
méme temps. Les graines ont, ainsi, le temps deaggeavant d’étre atteintes par les filaments

mycéliens du champignon.

Dans les 2 cas, la méme expérience est refaitbsanee du champignon en guise de
témoin et les boites de Pétri sont incubées a p@tcant sept jours. Dix répétitions ont été

réalisées pour chaque traitement.
[1.2.4. Evaluation des résultats

Le nombre de graines ayant germées est noté atuegntage de germination est
ainsi calculé. Une graine germée est celle quiipaha émettre une radicule. La virulence du
champignon phytopathogene est estimée par le puage d’'inhibition de la germination

selon la formule suivante :

B Gte — Gtr

PIG = X100
Gte

Gt : Nombre des graines germeées témoins
Gy : Nombre des graines germées traitées
PIG : pourcentage d’inhibition de la germination

La croissance des radicelles est mesurée afintdenti@er le pourcentage d’inhibition
de la croissance racinaire. La longueur de chaagieelle est ainsi évaluée aprés 7 jours. Le

pourcentage d’'inhibition est par la suite calcéme suit :
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Lte — Ltr

PICR = X100
Lte

L« : Accroissement moyen des radicelles témoins.
Ly : Accroissement moyen des radicelles traitées.
PICR : Pourcentage d’inhibition de la croissancenaire

Le taux de mortalité des plantules est égalemeist g considération lors de la
notation. Il fait état du pourcentage des plantutestes ou vouées a la mort suite a la

présence des racines nécrosées.

[1.3. Test de virulence deFusarium sp. sur la croissance végétative des
plantes

Apres le test de virulence dreisariumsur les graines, I'impact de son développement

s rs

sur les parties végétatives des plantes a étéé&valu

Des graines de tomate, de concombre, ou dharicot été désinfectées
superficiellement a I'aide de I'hypochlorite de ismd dilué a 30% pendant 10 min, puis
rincées abondamment a I'eau distillée stérilisdlmsEont été pré-germées dans des cuvettes
remplies de sable stérilisé a l'autoclave sousehapérature de 121°C pendant une heure.

Elles ont été arrosées tous les deux jours avéealedistillée stérilisée.

Apres 5 jours, les plantules ont été repiquées daagots d’'un (1) litre contenant du

sol sableux stérilisé.

L'infection des plantules a été réalisée en pladanik morceaux de 5 mm de diametre
de culture deFusarium, au niveau de la racine ou au niveau du colletiejapres leur
repiquage sur pots (Rey ak, 1998 ; Forbes & Davet, 1990). L'inoculum Basariumest
prélevé a partir du front des colonies de 3 jourasgant sur milieu PDA. Les plantules
témoins sont traitées de la méme maniére avec deseaux du milieu de culture PDA sans
Fusarium Les plantules sont réparties a raison de tradgitples par pot et six pots par
traitement et par plante. Toutes les plantules aouisées tous les deux jours avec de I'eau

distillée stérilisée.
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I1.4. Les isolats microbiens antagonistes de changmons phytopathogenes

Deux groupes de microorganismes du sol ont étéésiblActinomycetes et
Pseudomonadluorescents. Ces groupes sont connus par la ¢épdei la plupart des
microorganismes qui les constituent a produire tibésse (Domergue edl., 1970 ; Morel,
1996).

Ces microorganismes ont été isolés a partir des rbitosphériques de tomate, de
concombre et de haricot. La technique d’isolemenbase sur ['utilisation des milieux de
cultures spécifiques. En effet, se développantusumilieu de culture pauvre en fer, les
Pseudomonadluorescents produisent un pigment fluorescenteEppyoverdine, c’est un
sidérophore. La teneur élevée en phosphate duurdiéeculture favorise la production de
pyoverdine. Pour les Actinomycetes, il s’agit demorganismes gram positif et a croissance
lente. L'utilisation d’antibiotique permet d’élimén les microorganismes a croissance rapide

et favorise le développement des Actinomycetesisumilieu gélosé.

Le sol directement adhéré aux systéemes racinagepldntes a été collecté et séche a
I'air libre puis tamisé avec un tamis a maille den? de diamétre aprés un broyage avec un
mortier. Cing gramme du sol sec a été dilué damsl 4 sulfate de magnésium (Mg&sO
0,1M) préalablement stérilisé a l'autoclave (121°ZDmin), puis agité au vortex deux fois
pendant 1 minute, cette suspension constitue @iddd solution mére et la dilution 10Une

série de dilutions d'intervalle de 10 fois allare d0* & 10* (dilution en cascade) été

préparée a partir de cette solution mere.

Deux types de milieux de culture gélosés ont étéuiem ensemenceés avec les
différentes solutions diluées a raison de 100ulbmate. LesPseudomonafiuorescents sont
identifiables sur le milieu de culture King B (Kireg al, 1954) par I'apparition de pigment
fluorescent aprés 48h dincubation tandis que lestindmycetes sont facilement
reconnaissables par leurs caractéristiques morgigpies aprés 7 jours d’incubation sur le

milieu Waksman (Waksman, 1961).

Afin d'inhiber la croissance de champignons contamis, 16.6 mg/l de

cyclohéxymide ont été ajoutés a tous les milieugudture.
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[1.4.1. Identification et purification des isolats

L'identification des colonies d®seudomonase fait sous lumiere ultra violette de
longueur d’onde 254 nm. En effet, sous cette longueur d’onde la pyoverdine, un pigment
fluorescent qui représente la majeure partie des sidérophores produits par ces bactéries
fluoresce. Les colonies émettant de la fluorescence sont alors récupérées a l'aide de cure-
dents stérilisés et repiquées individuellement sur des boites de pétri neuves contenant le

milieu King B.

L’identification des isolats d’Actinomycetes a été effectuée aprés 7 jours d’incubation
a l'aide de culture pure. Toutes les colonies d’aspect différent de chaque échantillon ont été
isolées et purifiées individuellement sur boite de Pétri neuve contenant du milieu Waksman.
Une caractérisation simple des colonies sous la loupe binoculaire a permis de classer les
isolats suivant leur aspect, leur forme, leur taille, la couleur du mycélium végeétatif et la
couleur du mycélium aérien ainsi que d’autres caractéres comme la production de pigment
diffusible (Joffin et Leyral, 2001).

11.4.2. Conservation des isolats

Les isolats purifiés d’Actinomycetes et @8seudomonasont conservés selon deux
méthodes a savoir : la conservation sur la gélose inclinée a 4°C et la conservation sous une

température de - 80°C.

[1.4.2.1. Gélose inclinée a 4°C

Les isolats ont été cultivés sur milieu gélosé incliné dans un tube fermé
hermétiquement. Aprés incubation a 28°C pendant 7 jours pour I’Actinomycéte et pendant 4
jours pour lePseudomonades cultures sont conservées a 4°C. Les milieux de culture utilisés
ont été toujours de King B pour IBseudomonast de Waksman pour les Actinomycetes. Un

repiguage a été realisé tous les deux mois sur les mémes milieux de culture inclinés.

[1.4.2.2. Conservation a -80°C

Une colonie de chaque isolat a été cultivée sur milieu King B liquide pour les
Pseudomonagt milieu Waksman liquide pour les Actinomycétes. Ces cultures en milieu
liquide ont été ensuite incubées a 28°C dans un bain marie avec agitation pendant 4 jours pour
lesPseudomonast pendant 7 jours pour les Actinomycetes. Un millilitre de chaque culture a

été prélevé par la suite a I'aide d’'une micropipette stérile et introduit dans un cryotube stérile
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contenant 1 ml de glycérol a 20% (V/V) stériliséBaatoclave (121°C ; 20min) (Isik etl.,
1999). Les cryotubes contenant la culture ontrétéduits dans le congélateur a -80°C.

[1.5. Test d'antagonisme desPseudomona®t des Actinomycetes vis-a-vis de

Fusarium sp.

[1.5.1. Testin vitro

Ce test a pour objectif de sélectionner le ou kEsats d’Actinomycétes et de
Pseudomonasapables d’inhiber la croissance de lisolatFdisariumutilisé, par la méthode

de confrontation par contact direct sur milieu diure.

L’antagonisme dePseudomonaset d’Actinomycéte vis-a-vis deFusarium se
manifeste par l'inhibition de la croissance myadtie deFusariumlorsqu’ils sont cultivés
ensemble. En effet, le test est mené sur un métieuren confrontant directemeRtisarium
avecPseudomonasu Actinomyceéte a la distance «d» I'un de l'awgtesymétriquement par

rapport au centre de la boite de petri.

Pour que le test soit fiable, l'utilisation desléds jeunes et actifs deusariumest
impérative De ce fait, une revivification des isolats #esariuma été effectuéen les
cultivant dans des boites de Pétri contenant uieunde culture PDA. Pour cela, sous une
hotte a flux laminaire, les isolats Basariumsont prélevés a l'aide d’une lame bistouri stérile
puis repigués sur le milieu PDA. Les cultures sonubées a 25°C pendant 72heures avant
utilisation. Ce sont ces isolats de 72heures qui é&é confrontés avec les isolats
d’Actinomycéte et d€seudomonaisolés a partir du sol.

[1.5.1.1. Déroulement de la confrontation

Pour tous les tests de confrontation, le miliewcdkure utilisé a été le milieu solide
PDA.

Dans le cas d®seudomonaschaque isolat d®seudomonagt deFusariuma été
déposé simultanément sur le méme milieu de cuétdi@de de transfert tube suivant un axe
diamétral et distant de 3 cm l'un de l'autre symogtes par rapport au centre de la boite

(Benhamou, Chet, 1996). Cette expérience a étdéwca 25°C.
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Le témoin négatif a été constitué par lisolat FFlesariumrepiqué au centre d’une

autre boite de Pétri contenant toujours du milieewture PDA et incubée a 25°C.

Etant donné que la croissance des Actinomyceéteplestlente que celle des autres
bactéries, la culture de chaque isolat d’Actinoniy @t deFusariumdans une méme boite de
Pétri n'a pas été effectuée en méme temps. L'enssgné du PDA par lisolat
d’Actinomycetes précede celui dusarium.Le délai de déphasage choisi, est de 4 jours suite
aux résultats de tests préliminaires relatifs &rl@issance des isolats. Ainsi, une colonie
d’Actinomycete a été prélevée a I'aide d’'une angsle et mise en culture sur milieux PDA,
en faisant des stries a peu prés sur la moitiéadeoite de pétri. Puis aprés 4 jours
d’'incubation a 30°C, un morceau de cultureFlesariuma été déposé a l'aide de transfert
tube a la distance d= 3cm de la culture d’isolafFdgariumet symétriquement par rapport au
centre de la boite de Pétri. Une autre culturé=dsariumsans Actinomycete a servi de

témoin négatif. L'incubation a été réalisée a 30°C.

Le test a été arrété lorsque les deux isolats efraration se rencontrent, ou bien
guand le mycélium deusariumdu témoin négatif atteint le bord de la boite d&iPé

Des mesures diamétrales des colonies-uariumont été effectuées tous les deux
jours selon deux directions perpendiculaires. Das,pldes observations microscopiques
relatives a 'effet direct de I'agent antagoniste Bétat du mycélium dd-usariumont été
effectuées.

[1.5.1.2. Evaluation des résultats

L’évaluation de l'inhibition exercée par des gernaggagonistes est estimée par le
calcul du pourcentage d’inhibition de la croissanpgélienne par rapport au témoin selon la

formule suivante (Hmouni etl., 1996) :

I_ Mo——Mi
Mo

x 100

Pl (mm): Pourcentage d’inhibition de la croissanog/célienne de champignon
phytopathogéne par le germe antagoniste.
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Mo (mm): Mesure de la croissance mycélienne normeggeésentant le rayon opposé a la

colonie du germe testé.

Mi (mm): Mesure de la croissance mycélienne de ¢higmon phytopathogéne

influencée.

[1.5.2. Bioprotection de la tomate contre la fontele semis causée pdfusarium

Cette étape a pour objectif de vérifiervivo I'efficacité des isolats d’Actinomycéte et
de Pseudomonagsiévélés antagonistes dieisariumlors du testin vitro pour la protection

biologique des plantes contre la fonte de semisé@apaFusarium.

Cette technique consiste a appliquer directemenbdulum dePseudomonasu
d’Actinomycéte aux semences afin d’inhiber précoseia croissance deusariuminoculé

sur le sol de culture.

Avant de faire germer les graines de plante traitaec des isolats d&seudomonas

ou d’Actinomycete, le sol a été inoculé avec I'&aleFusarium.

[1.5.2.1. Préparation d’inoculum de Fusarium

La préparation de l'inoculum deusariumest inspirée des travaux de Hwang (1993)
et Howell (2002). L’isolat dé-usariuma été cultivé sur milieu PDA dans des boites de Pét
de 9cm. Apres une semaine d’incubation a 30°C, lditnes de I'eau distillée stérilisée sont
versés sur une boite dausarium Le mycélium et les spores sont mis en suspension
grattant avec une anse de platine stérile ; latisoluobtenue n’est pas filtrée et la
concentration finale correspond & 2.5%&pores/ml pour infecter les trois plantules.

[1.5.2.2. Préparation d’inoculum de Pseudomonagt d’Actinomyceéte

Avant chaque expérience, des étalements de champlat ide Pseudomonaset
d’Actinomycéte sur chaque milieu de culture spoiéi respectif permettent de vérifier la
pureté de l'isolat. La préparation de I'inoculumfaé, par la suite, par ensemencement de
100ml de milieu liquide (Bowers & Parke, 1993) B&ércontenus dans un erlenmeyer de
250ml par les colonies deseudomonasu d’Actinomycéte. Les milieux de culture liquide
sont respectivement de King B pour lé3seudomonaset de Waksman pour les

Actinomyceétes. La culture est incubée sous agitatantinue (100 tours/min) a 28°C pendant
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48h. La densité de la suspension est ajusté& &fdlnl par estimation de la densité initiale
puis dilution (Lou etl., 2000).

[1.5.2.3. Traitement des graines de plante avec lésolats dePseudomonagt
d’Actinomycéte
Des graines de tomate, de concombre et d’haridoét@négalement utilisées pour ce
test. Les graines désinfectées superficiellememt sempées dans la suspension de
Pseudomonasu d’Actinomycéte pendant 30min. Les graines g@uwent de témoins ont été

traitées uniquement avec du milieu de culture dqustérilisé (121°C; 20min).

11.5.2.4. Traitement du sol avec les isolats deusarium

Le sol sableux stérilisé a l'autoclave (121°C ; @)na été arrosé par l'inoculum de
Fusariuma raison de 30ml par pot de volume de 500ml.

11.5.2.5. Déroulement du test

Les graines traitées avec l'isolat Bseudomonasu d’Actinomycete ont été germeées
sur des sols traités avec l'inoculum Bl@sariuma raison de 5 graines par pots. Pour chaque
lot du test composé du traitement avec lisolat Reeudomonasdu traitement avec
Actinomyceétes, du traitement avec le milieu deureltking B liquide et du traitement avec le
milieu de culture Waksman liquide, 5 répétitiong été préparés. Les pots ont été arroses
tous les deux jours avec une solution nutritivei&il dont la composition est donnée en

annexe 2.

Dés le §jour de I'expérimentation jusqu’au 2jbur, le nombre des plantes saines, les
plantes qui flétrissent et les plantes mortes @sipté. Les graines qui n’ont pas germé durant

cette période sont exclues de la notation (Besaiathvet, 1993).
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. Isolement et caractérisation

phytopathogéenes

Résultats et interprétations

I.1. Les isolats de champignons phytopathogénes

morphologique des hampignons

A partir des échantillons d’organe végétal infectéxamen macroscopique et

microscopique des colonies fongiques, ont permidedtifier les champignons selon les

caracteres morphologiques établis par Bernett (1958 effet, on a pu obtenir 7 isolats

fongiques suivant I'organe source d’isolement :

- trois isolats isolés a partir du tubercule de pondiméerre et codés respectivement

parFo-01, Ni-O1 etRh-01

- deux isolats obtenus a partir du fruit de tomateoeied-0-02 et Hel-01

- deux isolats isolés a partir des gousses d’hagicobdesAlt-0let Pn-01

Tableau 2 : Les isolats fongiques isolés selon I'organe véggisolement et identifiés

selon les caractéres morphologiques.

Organes infestés

Isolats fongiques Fruit de Gousse Tubercule de  Nombre
Tomate d’Haricot Pomme de terre d’isolats
Alternaria sp. Alt-01 01
Fusarium sp. Fo-02 Fo-01 02
Helminthosporiumsp. Hel-01 01
Nigrosporasp. Ni-01 01
Penicillium sp. Pn-01 01
Rhizopussp. Rh-01 01
Total 02 02 03 07




Résultats et interprétations

[.2. Caractéristiques morphologiques des isolats
I.2.1. IsolatsFo-01 et Fo-02

Les isolatd-0-01 et F0-02 sont caractérisés par 'abondance de mycéliunemaé&ti de
couleur blanche. Pourtant cette couleur devientebleorsque les chlamydospores sont

abondantes. La croissance myceélienne est rapidecpsudeux isolats.

Les microconidies sont abondantes, de forme oviolees par des phialides simples

et courtes. Elles ne sont jamais formées en chaine.

Les macroconidies sont fusiformes (fusoides), Egent curvées et pointues aux
extrémités. Les cellules basales sont pédicellées. chlamydospores sont terminales ou

hyalins a paroi lisse ou rugueuse.

Les microconidies identifiées présentent 1 a ol tandis que les macroconidies en
ont 3 a 5 (Figure 5B). Ces caractéres morphologigoerespondent a celles d’'une espece de

Fusarium(Figure 5A).

Figure 5 : Fusariumsp. ; (A) : Caracteres morphologiques ; (B) : smiroscope
[.2.2. IsolatAlt 01

L’isolat Alt 01 se présente sous forme de colonies de couleur bmoiratre. Les
conidiophores sont solitaires (Figure 6B) ou fortradmpetits groupes, simples ou ramifiés, et
de couleur olivatre a brune dorée. Les conidig®iseent en longueur, souvent branchées en

chaine jusqu’a 10 conidies par chaine, ovoidescaldeur pale a brune dorée, lisses ou

I
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verruculeuses, avec 8 cloisons transversales. QGescrigtions morphologiques sont

caractéristiques de champignon du geXiternaria (Figure 6A).

170, Alternaria A - M. B

Figure 6 : Alternariasp. ; (A) : Caracteres morphologiques ; (B) : smisroscope
1.2.3. IsolatRh-01

L’isolat Rh Olse présente comme une colonie de couleur nosatge| avec un revers
de couleur presque transparente. Le mycélium aésetres développé et non cloisonné. Le
sporocystophore se termine par une columelle audednquelle se différencient les spores
dans un sporocyste (Figure 7B). Ces caractéres atmiiués aux champignons du genre
RhizopugFigure 7A).
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Figure 7 : Rhizopussp. ; (A) : Caracteres morphologiques ; (B) : smitroscope
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|.2.4. IsolatNi-01

Les Hyphes sont cloisonnés, et Iégérement pigmentés conidiophores et les
conidies sont visualisés. Les cellules conidiogatessconidiophores sont gonflées et portent
une conidie unigue a leur sommet (Figure 8B). Lasdies sont de couleur noire, solitaires,
unicellulaires et légerement aplaties horizontal#mé&es caractéres sont attribués aux

champignons du genhéigrospora(Figure 8A).

AR

Figure 8 : Nigrosporasp. ; (A) : Caractéres morphologiques ; (B) : smityoscope
1.2.5. IsolatHel-01

Pour I'isolatHel-01, les spores sont brunes clairs et parfois do@esees. Ces spores
sont droites, cylindriques arrondies aux deux exités et présentent une légere constriction
au niveau des cloisons. Elles peuvent présentqujas?7 ou 8 cloisons mais en ont souvent 4
ou 5 (Figure 9B) et mesurent 60-125 x 11-20 um (@han, 1997). Ces caractéres sont
comparables aux champignons du gétheéminthosporiunfFigure 9A).
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150. Helminthosporium A
Figure 9 : Helminthosporiunsp. ; (A) : Caractéres morphologiques ; (B) : smirroscope

|.2.6. Isolat Pn-01

Les colonies d&n-01sont de couleur verte avec un mycélium septé.onéd@ophore
est droit, généralement non ramifié, avec des aibes au sommet. Les conidies sont en
chaines, avec une forme globuleuse et sont a piass (Figure 10B). Ces caracteres

morphologiques sont liés aux champignons du geerecillium (Figure 10A).

49 _  Penicillium

Figure 10: Penicilliumsp. ; (A) : Caractéres morphologiques ; (B) : smitsoscope
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[I. Virulence des isolats deFusarium sur la germination des grainesn vitro

Parmi les isolats de champignons phytopathogenésnod seuls les isolats de
Fusariumont fait 'objet d’étude de virulence. Les isolasFusarium Fo-O&t Fo-02 ont éte
conservés durant 2 a 4 mois sur le milieu de clBMA dans une étuve a température 25°C.
Durant ces périodes, ils ne perdent pas leur viogdeet aucune réduction de croissance n’est

observée.

I1.1. Virulence des isolatsin vitro

[1.1.1. Effet de Fo-Olet Fo-02 sur la germination des grainesn vitro

Les deux isolats deusariumFo-01 et Fo-02 ont inhibé de maniere significative la
germination des graines de concombre, de haritadeeomate (Tableau 3). En effet, la
virulence de ces deux isolats est encore plus éllré de la contamination en pré-levée par
rapport a celle enregistrée lors de la contaminatio post-levée. Cette virulence se manifeste
par 'augmentation du nombre de graines non gerrages la contamination en pré-levée
(Tableau 3).

Tableau n°3 : Taux de mortalité des graines contaminées gastdats=o-0let Fo-02

Graines non germées en (%)

Fo-01 Fo-02
Contamination Contamination Contamination Contamination
Graines Témoin Pré-levée Post-levé Pré-levée Post-levée
Concombre 10,66a 56b 18,66a 68b 16a
Haricot 8a 45,33b 22.,66ab 52b 20ab
Tomate 8a 78,66b 13,33a 72b 14,66a

Les traitements suivis par une méme lettre (a arobjtituent un groupe statistiquement homogeénegail de

probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls.
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11.1.2. Effet de Fo-Olet Fo-02 sur la croissance racinaire des plantes

Contrairement au cas de la virulence sur la germimale graine, I'inhibition de la
croissance racinaire des trois espéces de planvequée par les deux isolatslesariumne
présente pas de différence significative entrediasx méthodes de contamination (pré-levée

et post-levée) (Tableau 4).

Tableau 4 : Croissance racinaire des plantules contaminéeep#solatFo-0let Fo-02

Longueur de radicelle (cm)

Fo-01 Fo-02
Contamination Contamination Contamination Contamination
Plantule Témoin Pré-levée Post-levé Pré-levée Post-levé
Concombre 5,26b 0,53a 2,8a 0,22a 2,06a
Haricot 3,35b 0,58a 1,38a 0,52a 0,95a
Tomate 4.77b 0,2a 2,09a 0,25a 2,32a

Les traitements suivis par une méme lettre (a axob¥tituent un groupe statistiquement homogéneeail de

probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls.

Par contre, la longueur du systéme racinaire dastydes infectées par chacune des
deux méthodes est significativement faible par oaipp celle des plantules témoins. Cette

inhibition de la croissance racinaire exprime lahnce des isolats fongiques (Tableau 4).

I1l. Virulence des isolats deFusarium in vivo
Au niveau de la croissance végétale des trois ggad¥tude, la virulence des deux
isolats a été testée selon deux méthodes : la marddon au niveau du collet et la

contamination au niveau des systemes racinaires.

I11.1. Virulence de l'isolat Fo-01

Contaminées au niveau du collet par l'isdtat01, les jeunes plantes de concombre,
de haricot et de tomates ne présentent pas lest@yrap de la maladie fongique et aucune
jeune plante n’est morte jusqu'a la fin de I'expéde (21ljours) De méme, lorsque la

contamination est appliquée au niveau du systegieaiee, aucune jeune plante n’est morte

)
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excepté le cas des jeunes plantes de tomate ofinadia I'expérience, 8% des jeunes plantes
sont mortes. Pour cette deuxieme méthode de caomhtion, des jeunes plantes ont montré
les symptomes de la maladie fongique présentéke létrissement. En effet, le flétrissement
des jeunes plantes est apparu &yoidr de I'expérience pour le haricot (Figure 11)la

tomate (Figure 13) et dés I&"3our pour le concombre (Figure 15).

I11.2. Virulence de l'isolat Fo-02

L’isolat Fo-02 s’est montré virulent vis-a-vis du développemesd peunes plantes de
tomate, d’haricot et de concombre. La contaminat@st faite au niveau du collet ou au
niveau du systeme racinaire. La contamination ateani du systéme racinaire entraine
I'apparition rapide du flétrissement des jeunesifg@a par rapport a celle appliqguée au niveau
du collet. En effet, les jeunes plantes se flé&@nsst sont mortes dés [BjBur de I'expérience
lorsque la contamination est appliquée au niveagydteme racinaire. Par contre, lorsque la
contamination est appliquée au niveau du colletléegissement est apparu afi jéur de
I'expérience suivi de la mortalité au ®lfpur de I'expérience. Ainsi, le nombre de jeunes
plantes mortes a augmem@ur les deux modes de contamination a la fin epErience. En
effet dans le cas du haricot, 85% des jeunes [@amtietaminées au niveau des racines contre
63% pour celles contaminées au niveau du collet mamntes a la fin de I'expérience (Figure
12). Pour la tomate, 96% des jeunes plantes conéasiau niveau des racines sont mortes
tandis que 16% pour celles contaminées au niveagotlat apres 21 jours d’expérience
(Figure 14). Pour le concombre, les pourcentages penes plantes mortes sont
respectivement 31% et 11% pour la méthode de camddion au niveau du collet et celle au

niveau du systéme racinaire (Figure 16).
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Figure 11 : Taux de jeunes plantes d’haricot malades et magess la contamination par
Fo-0lau niveau du systeme racinaire.
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Figure 12 : Taux de jeunes plantes d’haricot malades et mapess la contamination par

Fo-02au niveau du systeme racinaire (A) et du collgt (B
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Figure 13 : Taux de jeunes plantes de tomate malades et nagtes la contamination par

Fo-0Olau niveau du systéme racinaire.
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Figure 14: Taux de jeunes plantes de tomate malades et snapies la contamination par

Fo-02au niveau du systeme racinaire (A) et du collgt (B
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Figure 15 : Taux de jeunes plantes de concombre malades @pcestamination par

Fo-0lau niveau du systéme racinaire.
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Figure 16 : Taux de jeunes

plantes de concombre malades etsrapteés la contamination

parFo-02au niveau du systeme racinaire (A) et du collgt (B
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IV. Isolement des isolats d’Actinomycetes et déseudomonas

L’isolement des isolats d’Actinomycete et Bseudomonagluorescent a partir de
trois sols rhizosphériques différents, a conduk s&sultats présentés dans le tableau 5. Les
isolats sont reconnaissables par leurs aspectostagiques (colonies dures incrustées dans
la gélose pour les Actinomycetes et le reflet dpigment fluorescent sous la lumiére
ultraviolette de longueur d’'onde 254 nm pour lesoces dePseudomonagluorescent)
(Figure 17).

Figure 17: Souches pures. A: Actinomycetes sur milieu ks, B : Pseudomonas
Fluorescents sur le milieu de King B.

Ainsi, 65 isolats dé°>seudomonafuorescent codés de Psl1l a Ps65 sont obtenus dont
29 provenant de la rhizosphere de tomate, 21 & parsol rhizosphérique de haricot, et 15 a
partir du sol rhizosphériqgue de concombre. Quaitngtssept (87) isolats d’Actinomycete
codés dAclaAc87sont obtenus dont 35 a partir du sol rhizosphéridg tomate, 38 a partir
du sol rhizosphérique de haricot, et 14 a partisdurhizosphérique de concombre (Tableau
5).
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Résultats et interprétations

Tableau n°5 :lIsolats d’Actinomycete et d@seudomonaBiuorescent isolés a partir des sols

rhizosphériques.

Origine des sols rhizosphériques

Isolats Sol tomate Sol haricot Sol concombre Nombre
d’isolats
Actinomyceétes 35 38 14 87
Pseudomonas 29 21 15 65
Total 64 59 29 152

Les traitements suivis par une méme lettre (a arobjtituent un groupe statistiquement homogeénegail de

probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls.

V. Inhibition du développement de [lisolat Fo-02 par les isolats de
Pseudomonagt d’Actinomycetesin vitro

Parmi les 152 isolats d’Actinomycéte et Bseudomonagluorescent, 39 se sont
montrés antagonistes deo-02 dont 15 Pseudomonadluorescents et 24 Actinomycetes
(Tableau 6). En effet, apres 5 jours en co-culavec Fo-02 chacun de ces 39 isolats
inhibent le développement dEo-02 (Tableau f6). Parmi ces 39 isolats, 6 isolats
d’Actinomycéte et 4 isolats deseudomonaBiuorescent ont un taux d’inhibition supérieur a
30%.(Tableau ¥6). Parmi ces isolats qui inhibent de fagon éldgéiveloppement deo-02,

3 isolats dePseudomonadluorescents et 3 Actinomycétes sont isolés airpau sol
rhizosphérique de tomate ; ®lseudomonadluorescent et 03 Actinomycétes sont isolés a
partir du sol rhizosphérique de Haricot tandis gata isolat ddPseudomonafuorescent ni
d’Actinomyceéte présentant le taux d’inhibition deigpde 30% n’est isolé a partir du sol

rhizosphérique de concombre.
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Résultats et interprétations

Tableau r°6: Inhibition du développement dé&usarium Fo-02 par les isolats de

Pseudomonaffuorescent et d’Actinomycéte isolés du sol rhizo&Egue.

5 jours
%
Plantes Isolats Mo (mm) | Mi (mm) |d'inhibition
Tomate Pseudomonas
Ps2 28 24 14,28
Ps5 31 20,5 33,87
Ps6 30 19 36,67
Ps9 27 23 14,81
Ps12 30 22 26,67
Ps16 34 18 47,05
Ps17 29 23 20,68
Ps26 32 28 12,5
Ps28 29 25 13,79
Actinomyceétes

Acl 37 21 43,43
Ac2 38 20 47,36
Ac5 36 29 19,44
Ac7 37 18 51,35
Acll 38 28 26,31
Acl5 38 29 23,68
Acl8 38 30 21,05
Acl9 37 31 16,21
Ac24 37 29 21,62
Ac28 35 30,5 12,85
Ac32 38 29,5 22,36




Résultats et interprétations

5 jours
%
Plantes Isolats Mo (mm) | Mi (mm) |d'inhibition

Haricot Pseudomonas

Ps30 29 25 13,79

Ps35 30,5 21 31,14

Ps40 29 19,5 32,75

Ps43 29 24,5 15,51

Ps45 30 23 23,34

Ps46 28 22,5 19,64
Actinomyceétes

Ac43 39 31,5 19,23

Ac46 39 28,5 26,92

Ac51 38 24 36,84

Ac63 38 30,5 19,73

Ac64 37 26,5 28,37

Ac66 3,8 1,5 60,52

Ac69 35 29 17,14

Ac72 38 26,5 30,26

Ac73 38 29,5 22,36
Concombre | Actinomycéetes

Ac76 35 27 22,85

Ac80 38 30,5 19,73

Ac84 38 27,5 27,63




Résultats et interprétations

Pour la suite des travaux, deux isolats ont é&ctehnés pour les tests d’antagonisme
vis-a-vis du développement &esarium Fo-02n vivo.Ces isolats constitués par un isolat de
Pseudomonadluorescent Ps16 et un isolat d’ActinomyceteAC66 ont montré les taux
d’inhibition les plus élevés vis-a-vis du dévelopmat de ce champignon phytopathogene
(respectivement de 47,05% et 60,52%).

VI. Inhibition de la virulence de Fusarium Fo-02 par le Pseudomona$’s16
ou I’Actinomyceéte Ac66 in vivo

Pour les trois espéces de plante (tomate, concorndreot), les jeunes plantes dont les
graines n‘ont pas été enrobées préalablement awetinomycéte Ac66 ou avec le
PseudomonafiuorescentPs16mais contaminées av€o-02 présentent un taux de mortalité
significativement élevé (Tablead ). En effet, 80% de jeunes plantes de tomate, 68%
jeunes plantes de concombre et 72% de jeunes plalgeharicot ont été mortes sans

I'utilisation des deux isolats microbiens rhizospheées.

Comparés a celui des plantes témoins (sans traitepnéalable avec les deux isolats
rhizosphériques ni contaminées avec l'isolat phgtiopgend-0-02), le taux de mortalité des
plantes contaminées avém-02 et préalablement traitées avec Heseudomona$s16 ou
I’Actinomycete Ac66ne présente pas de différence significative (table°7). Ce qui suggere
I'efficacité des deux isolats rhizosphériques aérater l'effet néfaste de [lisolat

phytopathogén&o-02 sur le développement des plantes en culture ninexasc

Tableau r° 7 : Taux de mortalité des jeunes plantes contaminégSgpa2 et traitées ou non

avec lePseudomonaBs 16et I’ActinomycéteAc 66in vivo

Taux de mortalité (%)

Plantules Témoin Ac66 Ac66-Fo-02 Ps16 Ps16Fo0-02 Fo-02

Tomate 24b 12b 20b 20b 16b 80a
Concombre 16b 8b 20b 12b 12b 68a
Haricot 20b 8b 12b 12b 12b 72a

Les traitements suivis par une méme lettre (a axobtituent un groupe statistiquement homogéneeail de
probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls
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Résultats et interprétations

Ces résultats sont confirmés par les biomassesna@s des jeunes plantes issues de
différents traitements. En effet, la biomasse aé@egedes jeunes plantes inoculées avec le
FusariumFo-02 et non traitée par les isolats rhizosphériquesigsificativement faible par
rapport a celle des jeunes plantes témoins et/syedmes plantes traités préalablement avec

I'’ActinomycéteAc660u avec lePseudomonas Ps{Gableau f8).

Tableau r° 8 : Biomasse aérienne des jeunes plantes lors du'éasagonisme de
PseudomonaBs16et d’Actinomycéte Ac66 akusarium Fo-O2n vivo.

Biomasse aérienne (g)

Plantules Témoin Ac66 Ac66+Fo0-02 Ps16 Ps16+Fo-02 Fo-02

Tomate 0,80b 0,99b 0,85b 0,91b 0,91b 0,05a
Concombre 0,82b 1,02b 0,93b 0,96b 1,11b 0,10a
Haricot 0,87b 1,14b 1,03b 1,06b 1,07b 0,22a

Les traitements suivis par une méme lettre (a axob¥tituent un groupe statistiquement homogéneeail de

probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls
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Discussion

L’'objectif de cette étude était de décrire la puotdité des microorganismes
rhizosphériques Rseudomonadiuorescent et Actinomycétes) a lutter contre &ftets
néfastes des agents microbiens pathogenes desphaataichéres. Outre la description de la
virulence des isolats phytopathogenes sur le dppeloent des plantes a différents niveaux,
la capacité de 65 isolats deseudomonadiuorescent et de 87 isolats d’Actinomyceétes
rhizosphériques a inhiber le développement etrdaance d’un isolat le plus pathogéne a été
également évaluée. L’expérimentation a été réaksédrois plantes maraichéres a savoir la

tomate, le haricot et le concombre.

A part lesFusarium d’autres champignons phytopathogenes ont été\asset isolés
a partir des organes infestés de plantes maragchEre effet, la technique d’isolement de
dilution/étalement sur milieu gélosé utilisant coesolution de désinfection que nous avons
adopté nous a permis d'isoler 7 isolats fongigugson Davet, etl., (1980), le lavage
préalable des organes infestés avec de I'eaul@spermet d’isoler a la fois les champignons
de surface et ceux qui s’insinuent et s’instaleetiintérieur de I'organe infesté tandis que la
désinfection avec de I'hypochlorite de sodium nsska subsister que les champignons qui se
trouvent a l'intérieur de I'organe. Cependant, qaesoit a la surface ou a lintérieur des
organes, la fréequence de chaque espéce fongiquendiéies conditions d’humidité et de
température favorables a son développement (Anahi892). Ce qui pourrait expliquer
'abondance dd-usariumdans notre collection d’isolats fongiques. En teffeeux des sept
isolats obtenus appartiennent au gdrusarium Plusieurs représentants de ce champignon
sont soient des parasites soient des saprophyiesoqt réputés comme responsables de
dommages considérables sur les jeunes plantesuttases telles que les Cucurbitacées, les

asperges et les plantes ornementales (Champioid).199

Lors de la description de la virulence des isofdtgtopathogenes, nos résultats ont
montré que l'arrivée précoce du champignon surileunde culture a beaucoup influencé la
germination des graines. En effet, la colonisafiogalable du milieu de culture par les deux
isolats de-usariuma considérablement réduit le taux de germinatesgraines. Travaillant
sur des isolats deythiumphytopathogenes, Raynal (1980) a constaté quisdégs qui se
développent rapidement ont un pouvoir pathogenegéleour le cas de nos deux isolats de
Fusarium,il s’avére gu’ils ont besoin d’'un temps d’adapmiatiet de multiplication avant de
devenir virulents. Cela explique également lesltésudes tests au niveau du développement
racinaire. Les deux techniques d’application (enék et post-levée) ont inhibé le

développement des radicelles aprés avoir colonisébstrat.
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Discussion

En comparant les deux isolats Egsarium(Fo-0let Fo-02) au cours de différentes
expérimentations de contamination de trois espélegplantes maraicheres que ce soit
simultanées ou déphasées, lisoka-02 montre un pouvoir pathogene significativement
éleveé par rapport a celui de I'isolbd-01 Isolé du tubercule de pomme de terre infeste,

02 a provoqué une inhibition considérable de la geation des graines de tomate. Cela
montre le large spectre d’héte de certains chanopigrphytopathogenes et la présence de
degré de virulence propre a chaque isolat seloatlare des plantes. Ces résultats corroborent
ceux de Raynal (1980) qui a pu classer les isdiaBythiumen trois groupes selon leur degré
de virulence sur la luzerne. Les trois groupes tiiéa sont: groupe A ou isolats trés
pathogenes ; Groupe B ou isolats moyennement paxtiesget Groupe C ou isolats peu ou non
pathogenes. Réalisés durant seulement quelquesdeuwgermination des graines, les tests de
virulence ont permis de classer les deux isolatsnskeur degré de virulence et/ou de
pathogénicité. Des auteurs ont déja signalé querlasipaux atouts du test d’agressivité de
champignon réalisé sur les graines sont sa raptigé reproductibilité (Dorranceadt, 2004

et Zhang & Yang, 2000).

L’intensité de la virulence de l'isol&0-02 a été également observée lors du itest
vivo. En effet le taux de mortalité des plantules déstespéces végétales étudiées s’accroit
significativement lorsque linoculation fongiquet esffectuée au niveau des racines. Ces
résultats concordent avec ceux trouvés par certitesurs qui indiquent que I€sisarium
sont beaucoup plus virulents lorsqu’ils attaquesst graines en émergence et les jeunes
plantules (Dorrance el., 2004 ; Sadnchez ell., 2001 ; Zhang & Yang, 2000 ; Forbes &
Davet, 1990 ; et Hwang, 1988). De plus, il a étdal@ré encore une fois par les résultats de
nos testsn vivo que la virulence des isolats dépend de la pldrieeffet, I'isolatFo-01 qui
s’est révélé peu ou non pathogéne pour I'haricde etoncombre, a été hautement virulent
chez la tomate. Il est possible que la virulenemdsolat change également avec le niveau du

développement de la plante.

Lors de l'isolement de microorganismes rhizospheérg) les techniques que nous
avons adoptées ont permis d’isoler des nombresidérables d’Actinomycetes et de
Pseudomonasgluorescent. En utilisant le milieu de culture Wiaesx (1961), un milieu
sélectif sans antibiotique, le développement d'wuand nombre de microorganismes a
croissance rapide dont les bactéries et les charopsga été inhibé au profit de I'apparition
des Actinomycetes (Crawford &k, 1993 ; Williams etl., 1982 ; Williams et Davies, 1965).

s




Discussion

Par conséquent, pour isoler les Actinomycétes ducsotains auteurs ont utilisé des
antibiotiques tels que I'acide nalidixique qui ibkile développement des bactéries gram
négatif (Hilali etal., 2002 ; Jung yeop lee, 2002 ; Ouhdouchalet2001 ; Hayakawa et
Nonomura, 1989 ; Larpent et Sanglier, 1989 ; Paateal.,1960 ; Dulaney et al., 1955), la
triméthoprime qui inhibe le développement des batéa croissance rapide (Labeda et
Shearer, 1990) et le cyclohéximide inhibiteur duvali@ppement des champignons
saprophytes (Wang at., 1990). Tout cela suggére que la quantité d’Actiposéte cultivable
dépend non seulement du type du sol mais surtotypiidu milieu de culture utilisé pour
lisolement. En effet, Landerkin al., en 1950 ont suggéré que l'abondance des isolats
d’Actinomycéte isolées a partir des sols prélewsssda forét primaire est en relation avec la
guantité élevée de la matiére organique. Un pesitpld, Mayfield eal., (1972) ont définis 5
facteurs influencant positivement le développents® Actinomycetes du sol. Ces facteurs
sont l'abondance des matieres organiques, la pdefondu sol, le pH, l'aération et
I’humidité. Dans notre cas, 87 isolats d’Actinomigseont été obtenus a partir de trois types
de sol rhizosphériqgue. Ce nombre est largementsantf pour effectuer un test d’inhibition

sur un seul isolat de champignon phytopathogene.

Pour lesPseudomonafiuorescents, 65 isolats ont été obtenus a paesrtrois types de
sol rhizosphérique en utilisant le milieu de cudtiking B (King, 1954). Connus pour étre
abondants dans les sols rhizosphériques (Kragatad 1996), la densité ddédseudomonas
fluorescents dépend beaucoup de la nature de lieplet de son statut symbiotique
(Founoune etl., 2002 ; Ramanankierana, 2005). Ces derniers @uteu confirmé que ce
groupe de bactérie est particulierement abondaouades racines mycorhizées. Dans notre
cas, les colonies d@seudomonast d’Actinomycete isolées du sol rhizosphérique de
concombre sont moins nombreuses par rapport asdsldées des sols rhizosphériques de
tomate et d’haricot. En effet, et outre le typeptinte, la nature de la matiére organique et de
'exsudat racinaire qui sont des sources de carbpoer la population microbienne
rhizosphérique est également impliquée dans lartitpa de la microflore tellurique
(Graystone etal.,, 1998). D'une maniere générale, le nombre d'Actigoetes et de
Pseudomonadluorescents isolés a partir des trois sols rhphésiques est largement élevé
pour effectuer des tests de lutte biologique cobdittaque deg-usarium Dans ce sens, 24
isolats d’Actinomycete et 15 isolats deseudomonadluorescent parmi les 87 isolats
d’Actinomycéte et 65 isolats d@seudomonadluorescent isolées, inhibent d’'une maniere
significative le développement mycélien leiesarium Fo-02 Plusieurs études ont avancé que
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les Actinomycétes et le®seudomonasfluorescents sont capables de synthétiser des
antibiotiques pour inhiber le développement deseaunicroorganismes (Haas et Keel, 2003 ;
Thomashow et Weller, 1988 ; Antoun a&t, 1980 ; Howel et Stipatovic, 1979). Il a été
également démontré que la production de certaingiaiques est contrblée par les
conditions nutritionnelles des microorganismed est le cas de viscosianmide, une substance
produite par le?seudomonaBuorescent isolé de la racine de betterave aes@trqui est trés
active contre le développement de certains charopgymphytopathogénes (Nielsen at,
1998). Cette production pourrait étre égalemeriuémicée par certains facteurs physiques
(Allaire, 2005). Dans notre cas, les résultats hjmes €élucidés les mécanismes par lesquels
ces isolats ont inhibé le développement du changpigrhytopathogéne. Par contre, il a été
clairement démontré par nos résultats que la ctdtadi entre les isolats inhibiteurs et le
champignon phytopathogéene ne sera pas possibleatafte situation pourrait étre exploitée

pour des futures luttes contre ces agents phytopattes.

Avec nos deux isolats les plus actifs (Actinomyd&té6 et Pseudomonas Ps).al a éte
clairement démontré que I'enrobage préalable daimeg par ces isolats constitue un moyen
efficace pour lutter contre leusarium Fo-02 En effet, le taux de mortalité des plantes a été
fortement élevé lorsque les graines ne sont paalgimément enrobées par les isolats de
Pseudomona®su d’Actinomycéte. Ce qui suggére que le traitenmeéalable des graines
et/ou du sol de culture constitue une étape imptetalans la lutte contre ldsusarium
phytopathogénes. Confirmés a partir des t@sts/o, ces résultats méritent d’étre exploités en
élargissant les études sur d’autres facteurs deunitn effet, certains auteurs ont illustré que
I'inhibition de I'action degFusarium in vivose manifeste par la production des antibiotiques
par les antagonistes (Haas et Keel, 2003 ; Thomash&Veller, 1988 ; Antoun etl., 1980 ;
Howel et Stipatovic, 1979) ou par la compétitios-aivis des éléments nutritifs (Ongena et
al., 2002b).In vivo, il a été également démontré la présencd-dseariumnon pathogenes qui
pourraient occuper les sites d’infection degsarium pathogénes empéchant ainsi leur
pathogénicité (Weller eal., 2002). Certains auteurs ont avancé que le dépetopnt en
masse des Actinomyceétes et deseudomonafluorescents autour des graines constitue un
barrage mécanique pourfeisarium(Reyes etl., 2004 ; Piano edl., 1997). Dans notre cas,
les tests de pathogénicité vivo sont menés sur sol stérilisé, et les antagonstesont
développés bien avant l'installation Busarium Ce qui confirme I'importance du traitement

préalable des graines pour le cas de nos deuxdsdetaplus actifs.
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Discussion

Au niveau du développement des plantes traitéewawavec nos deux isolats les plus
actifs, les résultats ont montré que le traitenméatprésenté aucun impact négatif. Ce qui
nous permettrait de classer ces deux isolats pasrbactéries rhizosphériques stimulatrices
du développement des plantes (Plant Growth Progpnd®hizobacteria ou PGPR) selon la

définition de ce groupe de bactérie formulée paadHzt Defago en 2005.

Bref, nos résultats ont démontré l'efficacité d'utexhnique de lutte contre les
Fusarium phytopathogénes en valorisant des microorganistmessphériques des plantes
maraichéres. Parmi les microorganismes rhizosplesicgusceptibles d’étre exploités, les
Actinomyceétes et lef?seudomonadluorescents sont particulierement proposés pa no
résultats.
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Conclusion et perspectives

Pour conclure, notre travail qui porte essentiedletm sur la recherche des
Actinomycétes et desPseudomonasfluorescents rhizosphériques, antagonistes aux
champignons phytopathogénes nous a permis de :

- maitriser les techniques usuelles en microbielogi

- nous familiariser avec les méthodes d’identifmaimorphologique des champignons

microscopiques ;

- disposer d’'une collection d’isolats dkseudomonadluorescent et d’Actinomyceéte

antagonistes aux champignons phytopathogénes de gesariumainsi que des
isolats de champignon phytopathogene ;

- mettre en évidence une partie de I'efficacitéadpathogénicité dEusarium.

Ainsi, par ce travail, 7 isolats de champignon ppgthogéenes sont isolés a partir de

tubercule de pomme de terre, de gousse d’haricid &uit de tomate.

Parmi les 152 isolats d’Actinomycete etligeudomonaliuorescent obtenus a partir des
sols rhizosphériques de tomate, de haricot et deatobre, 39 sont antagonisteskisarium
Fo-02 isolé d'un fruit de tomate malade dont Pseudomonadfluorescents et 24
actinomycetes. Parmi ces antagonistes, un isofaitidomycéte codé\c66 isolé a partir du
sol rhizosphérique de haricot et un isolaPdgeudomonaiuorescent cod@s16 isolé a partir
du sol rhizosphérique de tomate ont montré un aniame plus élevé, que ce smitvitro
gu’in situ. Fo-02 a montré un pouvoir pathogéne élevé lorsqu’il seebippe avant
l'inoculation avec I'actinomycete ou leBseudomonafiuorescent antagoniste. De méme, son
pouvoir pathogene augmente lorsqu’il est inocul@igaau du systeme racinaire plutét qu’'au

niveau du collet de la plante.

Malgré ces résultats promoteurs, cette étude @std@tre finie et dans I'avenir nous
envisagerons d’élargir notre travail de recheralre s

- l'identification moléculaire en incluant des sbes de référence, des isolats fongiques
phytopathogénes et des isolats d’Actinomycete et Pdeudomonasfluorescent
antagonistes a ces champignons ;

- 'étude du mécanisme de la virulence de champigpdhytopathogenes ;

- I'étude du mécanisme de l'antagonisme de I'Aatiyoete et duPseudomonas
fluorescenvwis-a-vis des champignons phytopathogenes ;

- lisolement d’autres groupes de microorganismegagonistes aux champignons

phytopathogénes.
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PCA (Potato carrot agar)

Pomme de terre :
Carotte :

Agar :

Eau distillée qsp :
pH :

Annexel

Milieux de culture

20g
209
15g
1000 ml
5,5+0,2

Autoclaver a 120°C pendant 20 minutes.

Milieu King B

Polypeptone :

Glycerol :

Phosphate bipotassique anhydre :

Sulfate de magnésiumi@a :

Agar :
Eau distillée gsp :

pH :

Milieu King B liquide

La méme composition que le milieu King B, mais sdiagar.

Milieu Waksman

Glucose :
Casitone :
NacCl :

Beef extract :

Agar :

Eau distillée qsp :

pH :

209
10g
1,59
1,59
15g
1000ml

7,2+0,2

209
5¢
5¢
39
20g
1000ml
7%0,2

Annexes



Annexes

Milieu Waksman liguide

La méme composition que le milieu Waksman, mais séagar.

Milieu SNA (synthetic nutrient poor agar)

KHoPOy: 19
KNOs: 19
MgSO, 7HO : 0.5g

KCI : 0,59
Glucose : 0,29
Sucrose : 0,29
Agar : 209

Eau distillée qsp : 1000 ml
pH: 55+0,2

Ajouter dans les boites de Pétri, comme sourcelémgntaire de carbone, des morceaux de
papier-filtre passés a I'autoclave.

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Pomme de terre : 200g
Glucose: 20g
Agar: 159
Eau distillée: 1000ml

pH : 5,6 +0,2
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Annexe?2

Solutions et colorant

Solution nutritive

Solution n°1

Ca(NQ),, 4H,0 : 129,8 g
NH4NO3: 16 g
KNOs: 879
MgSQO,, 7H0: 49,2 ¢
KH2POy: 349
HNOs: 229
H,SOu; 10,49
Eau distillée qsp : 1000ml
Solution n°2

Fe-EDTA (13%): 6,45 g
MnSQy, H,O: 1,699
ZnSQ, 7H,0: 1,159
Borax: 199¢g
NaMoOy, H,O: 0,12¢g
CuSQ, 5H,0: 0,18 ¢
Eau distillée qsp : 1000ml

La solution nutritive pour les plants de tomates est obtenue en mélangeant 100 ml de

la solution n°1 a 20 ml de la solution n°2 dans 20 litres d eau distillée.

Bleu coton

Bleu de méthyle 0,19
Eau distillée gsp 20 ml
Acide lactique 20 g
Glycérol 409
Phénol 20 g
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