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Résumeé

Le pois chiche est I’'une des légumineuses les plus importantes en Algérie. Des
enquétes, ont montré I’apparition du flétrissement vasculaire de pois chiche dans le nord-
ouest Algérien. Cette maladie est causée par le champignon phytopathogéne Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris (FOC). Des prospections ont é&é effectuées au cours de la
campagne agricole 2008 dans quatre régions du nord-ouest Algérien ce qui nous ont
permis de détecter la présence des symptomes du flétrissement dans tous les champs
prospectés. L'implication du FOC dans la manifestation du flétrissement a été démontrée et
les isolements effectués ont témoigné de la colonisation de latige. Les isolats de FOC ont
montré un pouvoir pathogene variable. L utilisation des microorganismes antagonistes est
considérée comme une méthode de lutte trés prometteuse pour assurer une protection
phytosanitaire performante contre FOC. Par ailleurs 29 rhizobactéries antagonistes ont été
sélectionnées parmi les 131 isolées a partir de la rhizosphére de pois chiche cultivé dans
neuf régions du nord-ouest et nord-est Algérien : Mascara, Sidi Bel-Abbes, Tlemcen,
Tiaret, Mostaganem, Relizane, Chlef, Guelma et Constantine. Des tests de confrontation in
vitro entre deux isolats de FOC (FOCL1 et FOC?2) et les 29 rhizobactéries séparément, ont
révélé leur activité inhibitrice de la croissance mycélienne de ces deux agents pathogénes
de 25,63% a 71,11% par confrontation directe et de 14,11% a 45,74% a distance.
L’ensemble des isolats ont la capacité de solubiliser le phosphate, de méme que la
production d’HCN, d’AlA et la chitinase. Ces caractéristiques on les qualifie comme des
PGPR. Cing espéces | es plus performantes ont été identifiées comme B. subtilis (Rb29), B.
amyloliquefaciens (Rb4), B. megaterium (Rb6), B. lentus (Rb12), B. mycoides (RDb15) et
choisies pour des essais de lutte biologique in vivo. Ces especes ont significativement
réduit I’incidence du flétrissement vasculaire apres une bactérisation des semences de
cultivar sensible ILC 482 de 60 a 99% en pots et de 57,20 a 98% en plein champ. Cette
étude a permis de révéler que les especes rhizosphériques de pois chiche appartenant au
genre Bacillus peuvent étre utilisées comme agents de lutte biologique.

Mots-clés : Rhizobactéries, Bacillus spp., lutte biologique, Fusarium oxysporum f. sp.
ciceris, pois chiche
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Abstract

Chickpea is one of the most important legumes in Algeria. Surveys have shown the
appearance of vascular wilt of chickpeas in northwestern of Algeria. This disease is caused
by the plant pathogenic fungus Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC). Surveys were
conducted during the 2008 crop year in four regions of northwestern Algeria that allowed
us to detect the presence of wilt symptoms in all fields surveyed. The involvement of the
FOC in the manifestation of wilt has been demonstrated and isolates carried testified to the
colonization of the stem. FOC isolates showed variable pathogenicity. The use of
antagonistic microorganisms is considered as promising method to ensure a successful
protection against FOC. Furthermore 29 antagonistic rhizobacteria were selected among
131 isolated from the chickpea rhizosphere grown in nine regions of the northwest and
northeast of Algeriac Mascara, Sidi Bel-Abbes, Tlemcen, Tiaret, Mostaganem, Relizane,
Chlef, Guelma and Constantine. In vitro comparison tests between two isolates of FOC
(FOC1 and FOC2) and 29 rhizobacteria separately showed inhibitory activity of the
mycelia growth of the two pathogens of 25.63% to 71.11% by direct confrontation and
14.11% to 45.74% b indirect confrontation. All the isolates have the ability to solubilize
phosphate, as well as the production of HCN, AIA and chitinase. These characteristics as
they are caled PGPR. Five performing species were identified as B. subtilis (Rb29), B.
amyloliquefaciens (Rb4), B. megaterium (RB6), B. lentus (RB12), B. mycoides (RB15) and
selected for control testing in vivo biological. These species have significantly reduced the
incidence of vascular wilt after a bacterial inoculation of susceptible cultivar ILC 482
seeds of 60-99% in pot and 57.20 to 98% in the field. This study revedled that the
rhizospheric species of chickpea belonging to the genus Bacillus can be used as biol ogical

control agents.

Keywords: Rhizobacteria, Bacillus, biocontrol, Fusarium oxysporum f. sp. ciceris,
chickpea.
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INTRODUCTION GENERALE




Mntroduction Générale

Les légumineuses alimentaires représentent, de part la superficie qu’elles occupent,
une place importante dans le systeme agraire et I’agroéconomie de nombreux pays du
monde. En effet, ces |égumineuses présentent une importance tout a fait particuliere pour
I’agriculture, en raison des caractéristiques biologiques des racines dans la fixation de
I’azote atmosphérique par les nodosités bactériennes et leur capacité d’adaptation a des
conditions pédoclimatiques difficiles ainsi que leur faible exigence culturale. Du point de
vue nutritionnel, la richesse des Iégumineuses en protéines permet de corriger dans une
certaine mesure les carences en protéines animales ainsi que le déséquilibre aimentaire des
populations qui ont tendance a se nourrir exclusivement de céréales.

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est considéré parmi les aliments de base des
Algériens en particulier, qui est lalégumineuse la plus préférée d'ou, il peut ére consommeé
de plusieurs fagons et peut étre eu de bonnes propriétés alimentaires. La consommation des
graines de pois chiche fournit au consommateur une source importante de protéines, ainsi
gue la paille de pois chiche est utilisée dans I’alimentation et I’engraissement animal
(Jukanti et al., 2012).

En Algérie, malgré la forte augmentation des emblavures de la culture de pois
chiche, les rendements sont restés tres faibles. Ils ne dépassent guére les huit quintaux a
I’hectare. Cette faible production est due a une pluviométrie globalement déficitaire, et
irrégulierement répartie dans le temps et dans I’espace. A cela, s’ajoutent un travail du sol
mal réalisé, une prolifération des mauvaises herbes, des problemes phytosanitaires et un

mauvais état des semences.

Parmi les problemes phytosanitaires, les champignons telluriques constituent un des
principaux facteurs limitant le développement de pois chiche, en provoquant la pourriture
desracines et /ou le flétrissement.

Parmi |es agents pathogenes qui constituent une menace permanente pour la culture
de pois chiche, un champignon phytopathogene, Fusarium oxysporum Schelcht. Emend.
Snyd. & Hans. f. sp. ciceris (Padwick) (FOC) est responsable d’une maladie désignée sous

le nom du flétrissement vasculaire (Jiménez-Diaz et al., 2015).



Cette maladie du flétrissement rapportée initialement en Inde et par la suite dans de
nombreux pays dont I'Algérie constitue la maladie la plus importante et 1a plus dévastatrice
(Haware, 1990; Labdi, 1990 ; Jalali et Chand, 1992). Des pertes de rendement, d'une part,
supérieures de 10-15% ont été attribuées en Inde et en Espagne, et d'autre part, supérieures
a 40% en Tunisie (Singh et Dahiya, 1973; Booslama, 1980 ; Trapero-Casas et Jiménez -
Diaz, 1985).

Le contrdle de ce pathogene reste toujours limité a des mesures prophylactiques. La
désinfection du sol n’est jamais compléte en raison d’une part, de la difficulté de sa
réalisation et d’autre part, a I’induction de souches résistantes (Hervas et al., 1997 ;
Arunodhayam et al., 2014).

La lutte biologique par I’utilisation des rhizobactéries antagonistes de Fusarium
oxsporum f.sp. ciceris, constitue une alternative potentielle. En effet, la possibilité de
rendre un sol suppressif a une maladie en y introduisant des microorganismes s’avere tres
prometteuse, surtout a une épogue ou les traitements phytosanitaires a base de produits
chimiques de synthése suscitent une méfiance de plus en plus grande (Lugtenberg et al.,
1991). La rhizosphére est la zone d’interaction entre le sol, la plante et les
microorganismes (Dobbelaere et al., 2003). La capacité des Bacillus de coloniser
rapidement cette rhizosphére fait de ces bactéries un groupe taxonomique de grand intérét
en lutte biologique (Podile et Kishore, 2006).

Notre travail de recherche traite la problématique d'une maladie fongique d'origine
tellurique dans I'Algérie qui est le flétrissement vasculaire de pois chiche ainsi que de
I'absence d'une méthode de lutte efficace et durable. Dans le cadre de notre éude, nous
nous sommes intéressés, en premier lieu, au parasite Fusarium oxysporum f. sp. ciceris,
sous un double aspect : sa morphologie et sa pathogénicité. En second, nous souhaitons
durant nos travaux de recherches de mettre en évidence un modée de lutte biologique a
I'aide des bactéries appartenant au genre Bacillus de la rhizosphére de la culture de pois
chiche. Ce modéle de lutte sera fondé sur une analyse approfondie in vitro et in vivo sur ces
microorganismes qui s’articule sur :

la mise au point d’un procédé d’isolement, de sélection, de caractérisation et

d’évaluation des rhizobactéries antagonistes vis-a-vis de FOC,

identification approfondie de quelquesisolats les plus performants et

évauation de leur effet bénéfique sur I’incidence de flétrissement vasculaire et sur

la croissance et |e rendement de pois chiche.
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|. Généralités sur le pois chiche

[.1- Historique, origine et airede culture
Le pois chiche est parmi les premiéres légumineuses a graines domestiquées par

I”’homme depuis I’antiquité (Van der Maesen, 1987).

Le pois chiche est probablement originaire des régions de l'est de la Méditerranée,
notamment, la Palestine actuelle et la Syrie. Les données archéologiques rapportent que
des graines cultivées de cette espece ont éteé trouvées a Ramad, prés de Damas, et a Jéricho,
respectivement depuis les années 9 200 et 8 500 ans A.J.C. L'expansion de cette culture a
été rapide dans les régions méditerranéennes (Ladizinsky, 1987). Il est arrivé en Inde il y a
seulement deux siecles en passant d’abord par I’ Afghanistan (Van der Maesan, 1972).

Davis (1969) et Ladizinsky (1975) ont découvert deux espéces sauvages au Sud Est
de la Turquie et les ont dénommées respectivement Cicer echinospernum Davis et Cicer
reticulatum Ladiz. Ces deux espéces ne different pas beaucoup de I’espéce cultivée Cicer
arietinum L. et ont, en commun avec elle, des caractéres morphologiques. Toker (2009) a
indiqué que Cicer reticulatum Ladiz., a 2n chromosomes =16, est identifié par des analyses

des protéines et des enzymes, comme étant I'ancétre spontané du pois chiche.

Le nom latin du genre pois chiche est Cicer dérivé du grec antique kickere des
populations du Nord de la Gréce. Le nom hindi du pois chiche est Kabuli chana (chana
correspond au pois chiche) et les variétés a petites graines sont appelées Desi (locale) (Van
der Maesan, 1972).

|.2- Valeur nutritionnelle et énergétique

A travers le monde, le pois chiche est un aliment de base. Les cultivars du type «
gros Kabuli » sont les plus appréciés par le consommateur, en raison de la trés importante
valeur alimentaire de ses graines, le pois chiche est destiné, en sa majeure partie, pour la
consommation humaine et le reste est utilise pour le bétail comme fourrage. Il est dépourvu
de tout facteur antinutritionnel. Il a également une composition alimentaire tres riche en
protéines digestibles et contient une fraction lipidique qui renferme des acides non saturés
tels que les acides linoléiques et oléiques (Upadhyaya et al., 2001 ; Namvar et Sharifi,
2011 ; Jukantil et al., 2012) (Tableau 1).
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Tableau 1 : Composition organique et minérale du pois chiche (ICRISAT, 2008).

Composition organique (en %) Composition minérale (en mg/100g)
Protéine 23 Phosphore 340
Carbohydrates totaux 64 Calcium 190

Amidon 47 Magnésium 140

Lipides 5 Fer 7

Fibres grossieres 6 Zinc 3
Sucre solubles 6
3

Matiere minérale

Les pois chiches, sont de plus en plus intégrés a des régimes alimentaires sains pour
favoriser le bien-étre général et réduire le risque d’étre malade. Comme ils sont riches en
fibres, faibles en sodium et en matiere graisse, et qu'ils ne contiennent pas de cholestérol,
ils sont indiqués pour maintenir le coar en bonne santé et pourraient aider a prévenir les

maladies coronariennes et cardiovasculaires (Jukantil et al., 2012).

[.3- Importance agronomique

Dans les régions semi-arides du bassin méditerranéen ou les ressources en eau sont
en constante régression, les agriculteurs se rendent compte, de plus en plus, du réle
appréciable que jouent les légumineuses a graines dans la fertilisation organique du sol,
surtout, dans le systeme de I’agriculture durable (Pacucci et al., 2006). En fait, le pois
chiche (Cicer arietinum L.) est cultivé sur une large gamme de zones bioclimatiques qui
s’étendent du subtropical, I'Inde et le nord-est de I’Australie, aux zones arides et semi-
arides des régions du Bassin meéditerranéen et de I’Australie Méridionale (Malhotra et al.,
1987 cité par Ansar Ahmad, 2010). Le pois chiche peut fixer, par voie symbiotique, plus
de 140 kg.ha™* d’azote atmosphérique et satisfaire plus de 80% de ses besoins en azote. En
raison des importantes quantités d’azote, incorporées dans le sol et délaissées dans les
résidus, la culture du pois chiche maintient, pour une longue durée, la fertilité du sol et

entre dans le systeme d’agriculture durable (Ben Mbarek, 2011).
| .4- Car acter estaxonomiques et mor phologiques

|.4.1- Caractérestaxonomiques

Le pois chiche Cicer arietinum L. appartient a la famille des Papillonnacées qui

représente la plus grande partie de la superfamille des Leguminosae. Les taxonomistes se
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sont accordés a diviser le pois chiche cultivé en plusieurs types dont les principaux sont
Desi et Kabuli (Singh et Diwakar, 1995) :

- TypeKabuli

Il est caractérisé par un feuillage dont la couleur varie du vert clair au vert fonce et
une floraison blanchétre. 1l a un port érigé ou semi érigé qui permet la mécanisation de la
récolte. Généralement, la hauteur de la plante varie de 30 a 90 cm. En cas d’un sol fertile et
profond et d’une alimentation hydrique suffisante, elle peut dépasser 1 m.

Les graines sont de couleur creme, couvertes d’'un tégument mince (Figure 1a). Le
type Kabuli se subdivise en deux sous groupes; le gros Kabuli dont les graines ont un
diametre de 8 a 9 mm et un poids de mille graines variant de 410 a 490 g et le petit Kabuli
dont les graines sont caractérisées par une forme plus réguliére, un diamétre de I’ordre de 7

mm et un poids de mille graines de 265 g environ (AAC, 2004).

- TypeDes
Il est caractérisé par un feuillage dont la couleur tend du vert violacé au glauque et
une floraison violacée. Les graines sont de petite taille, de forme irréguliere et a surface
ridée couverte d'un tégument épais de couleur foncée qui varie du marron au noir (Figure
1b). Le poids de 1000 graines varie de 100 a 130 g (AAC, 2004).

|.4.2- Caractéres mor phologiques

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est une espéce herbacée, annuelle diploide.
Cette espece manifeste une grande variabilité phénotypique et génotypique. Deux types se
distinguent, le type "Kabuli" et le type "Desi". Le premier, originaire de Kabul, est
largement répandu dans le monde (Singh et al., 1983); c'est le seul type cultivé dans le
bassin méditerranéen (Jimenez-Diaz et Trapero-Casas, 1988). La collection des lignéees de
ce type, maintenue a I'lCARDA, est désignée par le préfixe ILC (Reddy et Singh, 1984);
leurs graines de couleur creme sont de dimensions variables, petites, moyennes et grandes
(Singh et al., 1987). Le deuxieme type "Desi", utilisé surtout en Inde, se distingue par la
couleur jaune, noire ou rouge de ses semences (Malhotra et al., 1987); la collection de ses

lignées maintenue a I'ICRISAT est désignée par le préfixe ICC (Van der Maessen, 1987).

Le systéme racinaire mixte, dont la croissance s’arréte au démarrage de la floraison,
permet a la plante d’explorer un grand volume de sol et lui confere une tolérance a la

sécheresse (Slama, 1998). Il est composé d’une racine principale pivotante qui peut
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atteindre 1m de profondeur et des racines secondaires tragantes. La profondeur dépend des
techniques culturales, de I’état du systéme racinaire et de la nature du sol. En effet, la

semelle du labour peut entraver I’élongation de la racine principale.

Les nodules, developpés sur les racines permettent la fixation symbiotique de
I’azote atmosphérique pour satisfaire 80% des besoins de la plante en azote assimilable.
Cette fixation symbiotique est a son optimum a la floraison et chute trés rapidement par la
suite (Slama, 1998).

Les feuilles ont la forme imparipennée et sont composées de 7 a 15 folioles ovales
et dentelées (Figure 2), sans vrilles, en position alternée sur un rachis. Les faces
inférieures des feuilles sont couvertes par un duvet forme de poils unis et pluricellulaires.
Ces poils renferment des glandes qui synthétisent des acides organiques tels que I’acide
oxaligue (Slama, 1998). Comme pour les feuilles, la tige est couverte par des poils unis et
pluricellulaires. Selon les génotypes de pois chiche, a une certaine hauteur, la tige se
ramifie en deux ou trois branches pour donner des ramifications secondaires et par la suite

des ramifications tertiaires.

Les fleurs sont zygomorphes, articulées, solitaires ou en grappes de deux fleurs
insérées sur des pédoncules axillaires a I’aisselle des feuilles et au niveau des bifurcations
(Figure 3). Le pois chiche est une espece autogame (Ladizinsky, 1987) caractérisée par une
floraison massive. Seulement son taux de nouaison est faible et varie de 28 a 37%
respectivement chez les types kabuli et desi. L’apparition des premieres fleurs dépend de
plusieurs facteurs tels que la précocité de la variété, la date et la densité du semis et des
techniques culturales. La floraison est rapide durant les jours longs et lentes durant les
jours courts, selon les génotypes elle est de 30 a 45 jours. Toutefois, comme le pois chiche
est une espece a croissance indéterminée, sous des conditions hydriques favorables et des
températures clémentes, les branches continuent a se développer, a fleurir et a produire des

gousses et des graines (Figure 3) (Berger et al., 2006 ; Ben Mbarek, 2011).

Les gousses sont ovales et réniformes, contiennent en général 1 a 2 graines (Figure
4), parfois 3 graines. Elles n'éclatent pas a la maturité. Les graines sont plus au moins
rondes, pourvues d’'un bec, leur taille et leur aspect varient selon les variétés, tout comme

leur couleur: blanche, jaune et noire (Soltani et al., 2006).
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Fig. 1: Types de pois chiche (Cicer arietinum L.) Kabuli (a) et Desi (b) (Gaur et al., 2010)

Fig. 2: Morphologie de
Cicer arietinum L.
(Anonyme 1)

1: Racines; 2 : feuille
composeée de folioles ; 3 :
fleur ; 4 : gousse ; 5:
Graine germee
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Fig.3: Branches avec des gousses vertes et
fleurs de Cicer arietinum L. (Personnelle non

publiée)

Fig. 4: Gousses et graines de Cicer arietinum L. (ILC 482) (Personnelle non publiée)
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|.4.3- Les espéces de pois chiche

Le genre Cicer comprend un grand nombre d’espéces. A fin de trouver des liens
parentaux entre les espéces annuelles sauvages et cultivées du genre Cicer, Ladizinsky et
Alder (1975) ont effectué des croisements interspécifiques entre les trois especes sauvages
C. judaicum Boiss. , C. pinnatificum Jaub et Spach et C. bijucum Rech. et I’espéce cultivée
C. arietinum L. Les hybrides ainsi obtenus ne sont pas viables.

Van-Der Maessen (1979) a décrit les especes du genre Cicer et les a réparti en trois
groupes:
- espéeces annuelles sauvages : C. reticulatum, C. echinospernum, C. bijucum, C.
judaicum, C. pinnatifidum, C. cuneatum, C. yamashitae, C. chorassanicum;
- especes pérennes sauvages . C. montbretii, C. microphyllum, C. rechingeri, C.
anotolicum, C. floribundum, C. pengens, C. graecum.

- espece annuelle cultivée: C. arietinum L.

|.5- Cyclede culture et exigences édaphi-climatiques

[.5.1- Cycledeculture

Dans le bassin méditerranéen, le pois chiche est considéré comme une culture de
printemps et d’hiver.

Le debut généralement rapide de la sécheresse du printemps impose le choix dune
formation précoce de gousses comme stratégie primordiale pour éviter le stress hydrique.
Toutefois, le pois chiche semble exiger des températures quotidiennes moyennes assez
élevées (au-dessus de 15°C) pour réussir la formation de gousses a partir des fleurs
précoces. Donc, outre la floraison précoce il est nécessaire d'avoir une tolérance aux
températures sub-optimales du printemps. En général, la plante se développe
vigoureusement et compléte son cycle évolutif en 4 mois. C'est une plante rustique connue
pour sa résistance a la sécheresse. Grace a son enracinement profond, elle peut supporter
les terrains secs et peut se développer dans les zones a faible pluviométrie (ICRISAT,
1990).

Le pois chiche est habituellement cultivé au printemps en raison de sa sensibilité a
Ascochyta rabiel, agent inducteur de I'anthracnose, et au froid. Certains cultivars sont
toutefois capables de supporter des basses températures qui atteignent -8°C sans gu'ils ne
soient affectés, a condition que ces basses températures soient de courte durée. En tant que
culture de printemps, le pois chiche est souvent soumis a dimportantes variations

climatiques et a une importante microflore parasitaire (Singh, 1988).
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|.5.2- Exigences édaphi-climatiques dela culture

Le pois chiche est peu exigeant en qualité du sol. A I’origine, les premiers écotypes
ont été collectés a partir des sols marginaux, rocheux, a texture grossiere et des sols
profonds a texture fine dont le pH est neutre ou alcalin, variant de 7,3 a 8,2 (Berger et al.,

2003). Néanmoins, il est adapté aux sols bruns et bruns foncés (Jaiswal et Singh, 2001.)

Une température ambiante variant de 20 a 30 °C le jour et de I’ordre de 20 °C la
nuit, assure un bon développement végétatif du pois chiche. Le pois chiche du type Kabuli
craint les gels et il est facilement infecté par les champignons telluriques.

Au moment du semis, la température du sol doit étre supérieure a 10 °C. En fait, un sol
relativement chaud permet une réduction de I’exposition des semences aux maladies, une

germination des graines et une émergence des plants rapides (Jaiswal et Singh, 2001).

Par comparaison aux autres especes de la tribu des Viciées, grace a son systeme
racinaire profond, le pois chiche est doté d’une certaine rusticité et d’une tolérance a la
sécheresse (Verghis et al., 1999). D’apres Wery, (1990), une consommation en eau de 100
a 150 mm confirme que le pois chiche est doté de bonnes capacités pour extraire I'eau
stockée dans le sol. Néanmoins, quelque soit le type de culture, de printemps ou d’hiver, et
le type de pois chiche, Dési ou Kabuli, la phase critique pour les besoins en eau est entre
les phases phénologiques fin floraison et stade laiteux (Verghis et al., 1999).

Slama (1998) a énoncé que le pois chiche craint le stress hydrique durant les stades
de floraison et de remplissage des graines. Allen et al. (1998) ont délimité le cycle cultural
du pois chiche de printemps a 95 jours et I’ont réparti en quatre phases phénologiques
(Tableau 2).

Saxena, (1990) a rapporté que dans les régions du bassin méditerranéen, ou la
pluviométrie moyenne varie de 273 a 736 mm/an, le pois chiche (Cicer arietinum L.) est
conduit en culture pluviale. D aprés Saxena (1985), les génotypes de pois chiche, du type
Kabuli, sont, géenéralement, cultivés dans les régions ou les précipitations moyennes sont
supérieures a 400 mm/an. Saxena (1987) a remarqué que le pois chiche peut étre conduit
sous des conditions pluviales caractérisées par de grandes variations dans le temps, inter et
intra annuelles, et dans I’espace, en quantités, en fréquence et en durée. Le méme auteur a
remarqué que la consommation en eau du pois chiche dépend de I’humidité dans le sol. 1l a
rapporté qu’il y a une corrélation positive et hautement significative entre la dose d’eau

d’irrigation administrée et le rendement en graines escompté. En fait, avec une dose
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d’irrigation qui varie de 110 & 240 mm, le rendement en graines varie de 0,9 & 3 t.ha™. Pour
une culture de pois chiche de printemps, les besoins hydriques sont de 297 mm dans les
zones arides et de 413 mm dans les zones humides sont respectivement de 311 et 432 mm
(Saxena, 1987).

Tableau 2: Durées des stades de développement phénologiques d’une culture de pois
chiche de printemps (Allen et al., 1998).

Phases Stades phénologiques Durées (j)
| Initial 20
1 Développement 25
11 Croissance 35
1V Maturité 25

|.6- Importance et production de pois chiche dansle monde

A travers le monde, le pois chiche (Cicer arietinum L.) est Iune des plus
importantes légumineuses a graines. Il occupe la seconde place avec une superficie de 11,2
millions d’hectares et une production annuelle estimée a 9,2 millions de tonnes et un
rendement moyen de 820 kg.ha™ (Gaur et al. 2008 cité par Ben Mbarek, 2011). Entre les
annees 1998 et 2006 les superficies emblavees et la production du pois chiche ont varie
respectivement de 9,8 a 11,9 millions d’hectares et de 6,3 a 9,5 millions de tonnes (Figure
5) (AAC, 2006). Néanmoins, entre 2000 et 2003, sous I’effet des contraintes biotiques et
abiotiques, les superficies emblavées ainsi que la production du pois chiche ont connu une
nette régression.

Singh (1987) a signalé que, sous des conditions édaphi-climatiques favorables, le
pois chiche a enregistré un rendement potentiel de 6 t.ha™. En revanche, le rendement réel
est largement inférieur a ce dernier et reste constamment faible. Saxena (1989) a signalé
que depuis les années 1930, le rendement en graines du pois chiche n’a pas excédé 500 a
700 kg.ha™. D’aprés I’AAC (2006), entre 1998 et 2006, le rendement moyen en graines du
pois chiche est de 800 kg.ha™. Le continent Asiatique est le plus important producteur de
pois chiche avec un taux de 91% (Upadhyaya et al., 2001). Par ailleurs, les plus grands
pays producteurs de cette espéece sont: I’Inde, la Turquie, le Pakistan, I’Australie, le
Canada, le Mexique, I’Iran et I’Ethiopie (AAC, 2006).

11
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Fig. 5: Superficies emblavées dans le monde et production totale de pois chiche (Cicer
arietinumL.) (AAC, 2006).

Les plus grands pays exportateurs du pois chiche sont, notamment, I’Australie, le
Mexique, la Turquie, le Canada, les Etats-Unis et I’Iran; alors que les plus importants pays
importateurs sont, I’Inde, le Pakistan, I’Espagne, I’ Algérie, le Bangladesh, I’ltalie, I’ Arabie
saoudite, la Jordanie, la Tunisie et le Royaume-Uni (AAC, 2006).

Il a été remarqué a travers le monde, que le pois chiche du type Desi est plus cultivé
que celui du type Kabuli. C’est ainsi que la production mondiale est composée de 75% du
type Desi et 25 % du type Kabuli. Les pays du sous-continent Indien, ainsi que I’ Australie,
produisent surtout le type Desi; alors que le reste des pays produisent le type Kabuli. Les
rendements en graines du type Desi et du petit Kabuli sont supérieurs de prés de 20 % que
ceux du gros Kabuli (AAC, 2006).

[.7- Importance et production de pois chicheen Algérie

En Algérie, le pois chiche est la seconde légumineuse alimentaire aprés la feve
(Hamadache et Ait Abdallah, 1998). Il est cultive essentiellement dans les zones littorales
et les plaines intérieures, avec respectivement 46,3 % et 41,6 % de la superficie totale
(Zaghouane, 1997). L’espece Cicer arietinum occupe une grande place dans nos habitudes
alimentaires; elle est de ce fait tres demandée par la population. La production actuelle de
pois chiche est trés faible et les surfaces occupées par cette espéce sont en diminution
(Abdelguerfi et al., 2001).

12
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Trente et une variétés locales ont servi de matériel de base pour des recherches en
amélioration durant les années 50. Par ailleurs, plusieurs anciennes variétés ont été décrites
(Sebdou, Sidi Bel Abbés, Rabat 9, Ain Témouchent, Abdellys et Oran Précoce) dont trois
seulement (Ain Témouchent, Abdellys et Oran précoce) ont été mentionnées par Laumont
et Chevassus (1956). Les variétés cultivées sont rencontrées le plus souvent en mélange
plus ou moins accusé. Beaucoup de cultivars locaux ont disparu. Cependant, cette érosion
génétique a été compensée en partie par des introductions de variétés étrangeres et

particulierement les variétés ILC plus résistantes a I’anthracnose (Abedelgurfi et al., 2000).

L’Algérie porte peu de variabilité pour le pois chiche. Les variétés cultivées
méritent des études sérieuses pour en déterminer les caractéristiques qui font qu’elles
soient encore appréciées par les agriculteurs. Les efforts de la recherche agronomique ont
surtout porté sur la sélection du pois chiche. Ces efforts ont abouti a la sélection de 20

cultivars de pois chiche dont 9 sont en multiplication (Abedelgurfi et al., 2000).

|.8- Maladies du pois chiche

Le pois chiche est une culture vivriere importante. Cette culture subit plusieurs
maladies graves qui l'attaquent a tous les stades de développement. Dans plusieurs pays, la
production du pois chiche est limitée par I'action de plusieurs facteurs de stress dont les
plus importants restent les maladies causées par une large gamme d'organismes
phytopathogénes comprenant des champignons (Tableau 3), des bactéries telles que
Xanthomonas campestris pv. Cassiae et des virus (Nene et al., 1991).

D’aprés Kumari et al. (2008) et EI Aoufir (2001) certaines maladies virales sont
économiquement importantes puisqu’elles sont responsables d'une réduction des
rendements. Parmi elles: la maladie filiforme causée par le virus filiforme du pois chiche
(CpFV), le nanisme buissonneux causé par le virus Chickpea bushy dwarf virus (CpBDV)

et le rabougrissement causé par (CpSDAV).

1.9- Lesravageurs et les nématodes

Le pois chiche est la Iégumineuse la plus tolérante aux insectes, peut étre du fait de
I’importante quantité d’acide malique secrétée par les feuilles. Des attaques de ravageurs
rencontrés sur d’autres cultures comme les taupins et quelques dégats de noctuelles
(Helicoverpa armigera) qui percent les gousses et mangent les jeunes graines ont été

observés. Mais seule la mineuse (Liriomyza cicerina) qui creuse des galeries dans les
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feuilles pourrait présenter un risque sérieux. Par contre, le pois chiche est résistant aux

sitones, aux pucerons et aux bruches (Gaur et al., 2010).

Le puceron Aphis carccivora Koch, le vecteur du virus Chickpea bushy dwarf virus

(CpBDV) qui provoque le rabougrissement (Schwinghamer et al., 2009).

L’infestation des graines par les insectes de cet ordre est redoutable L’espece
Callosobruchus maculatus (La bruche du pois chiche) provoque une perte en poids et en
éléments nutritifs de la graine (Gaur et al., 2010).

Parmi les parasites qui peuvent causés des dégats importants sur le pois chiche, les
nématodes (ICRISAT, 1990):

Rotylenchulus reniformis agent causal de la galle des racines.

Heterodera ciceri et Heterodera rosii agents causals des racines perlées.

Meloidogyne arenaria, Meloidogyne artiellia, Meloidogyne incognita et Meloidogyne
javanica agents causals de la maladie des nceuds des racines.

Pratylenchus brachyurus et Pratylenchus thornel causants des lésions des racines.
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Tableau 3 : Maladies fongiques les plus importantes du pois chiche.

La maladie Agent causal Symptémes Références
Fusariose Fusarium oxysporum | - Racines: décoloration de tissus vasculaires.
vasculaire Schlecht. emend - Plantes: jaunissement foliaire progressif avec décoloration vasculaire, suivi par la
Snyder: Fr. f. sp. mort de la plante aprés 40 jours (pathotype de jaunissement). Nene et al., 1991
ciceris (Padwick) Chlorose sévere et flaccidité, décoloration vasculaire et la mort de la plante dans 20
Matuo & K. Sato jours aprés inoculation (pathotype de flétrissement).
Verticilliose Verticillium alboatrum | -les symptdmes de cette maladie apparaissent sous forme d’un jaunissement
Reinke & Berth. finissant par un flétrissement totale de la plante. Les tissus de xyléme prennent une | Neneet al., 1991
coloration marron claire.
Ascochyta rabiei -Toutes les parties aériennes de la plante peuvent étre attaquées, sur les tiges et les
(Pass.) Labr. pétioles, des taches brunes, ovoides ou allongées sur les folioles, les macules | Haware et al., 1986 ;
d’abord brunatres puis grisatres, sont arrondies ou oblongues et bordées d’une | Neneetal., 1991
marge plus foncée. Les folioles atteintes jaunissent par la suite et tombent sur le sol,
sur les gousses, les taches pressentent une légére dépression avec également une
Anthr acnose bordure rougeétre.
Phoma medicaginis -Les sy.mp,)tﬁrr'u\as peuvent étre.confondus avep ceux caysés par Ascochyta rabie. Des Nene et al., 1991
Malbr. & Roum taches irréguliéres, brunes claires sur les feuilles, les tiges et |es gousses.
-Les pycnides sont irrégulieres, sombres et submergeées.
Pourriture molle | Rhizoctonia solani - Plantes: jaunissement et flétrissement atout stade phénol ogique de la plante.
desracines Kuhn - Racines: pourriture avec décoloration brun sombre qui étend au-dessus du niveau | Neneet al., 1991
de laterre, lestissus de laracine sont mous et humides.
Pourriture seche | Rhizoctonia bataticola | -La maladie qui se manifeste généralement au stade floraison, saccompagne d'un
desracines Taub. (Butler) desséchement et de I'éclatement de I'écorce des racines. Neneetal., 1991
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I. Généralités sur le pois chiche

Tableau 3 (la suite): Maladies fongiques les plus importantes du pois chiche.

Lamaladie Agent causal | Symptémes Références
Pourrituredes Pythium ultimum - Plantes: flétrissement progressif. Neneet al., 1991
racines et des Trow - Racines. nécrotiques et décolorées.

graines

Pourriture Botrytiscinerea Pers. | -La maladie est trés importante pour la culture, les symptomes sont caractérisés par | Neneet al., 1991 ;
grise ex Fr. des taches grises et marrons au niveau de la partie aérienne de la plante. Pande et al, 2001
Pourriture Slerotinia -Destaches sclérotiquesirréguliéres blanches sur latige et la base des branches. Josi et Sing, 1969 cité
blanche destiges | sclerotiorum par Nene et al., 1991

Pourriture

racinaire

Fusarium solani
(Mart.) Sacc.

- Les plantes infectées manifestent un flétrissement partiel ou total accompagné de
lésions radiculaires et d'un jaunissement foliaire sans coloration vasculaire, d'une

réduction de la croissance suivie de lamort de la plante.

Neneet al., 1991
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I1- Leflétrissement vasculaire du pois chiche
[1.1- L agent pathogene: Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC)
[1.1.1- Historique et taxonomie

Les especes de Fusarium provoquent des maladies qui entrainent des pertes
économiquement importantes comme |l e flétrissement vasculaire ou la pourriture racinaire
et du collet chez des plantes cultivées aux champs et en serre (Fravel et al., 2003). Le genre
Fusarium doit étre considéré comme un faisceau d'espéeces tres diversifiées du point de vue
morphologique, chacune de ces espéces est représentée dans la nature par une majorité de
souches saprophytes ou de parasites secondaires regroupant des formes plus ou moins
spécialisées et douées d'une véritable virulence. Le genre Fusarium a été découvert par
Link en 1809 et délimité dans son sens actuel par Appel et Wollenweber (1910) et

correspond alaforme de reproduction asexuée.

Fusarium oxysporum (Schlecht). Snyder et Hansen (Snyder et Hansen, 1940) est
I’espéce la plus répandue. Elle comporte des formes phytopathogenes les plus fréquentes

et les plus importantes de la microflore fongique des sols cultivés (Baayen et al., 2000).

Le genre Fusarium comporte une cinquantaine d’especes dont certaines sont
connues pour engendrer des pathologies. Dans le complexe d’especes F. oxysporum, les
noms attribués aux différentes formes spéciales sont directement dérivés de I’hdte sur
lequel le champignon aétéisolé. L’espéece F. oxysporum peut infecter un grand nombre de
plantes, souvent de fagon tres spécifique. Plus de 120 formes spéciales et races ont été ainsi
identifiées, basées sur leur spécificité d’hotes (Armstrong et Armstrong, 1981), parmi
lesquelles la forme spéciae ciceris qui est responsable de la fusariose vasculaire de pois
chiche.

Le genre Fusarium appartient au phylum des Deutéromycetes (champignons
imparfaits), car la plupart des especes étaient d’abord décrites sur la base de caracteres
morphologiques et une reproduction sexuée n’a pas été observée. Il appartient a la sous-
classe des Hyphomycetes et a la famille des tuberculariacées, il fait partie de la section
Elegans (Nelson et al., 1983).

Des formes sexuées (téléomorphes) ont éé observées pour certaines especes de
Fusarium. Ces derniéres font toutes partie du Phylum d’Ascomycota, de la famille des
Nectriaes et notamment des genres Gibberella et Nectria (Seifert, 2001). Il est propose
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d’étre plutét proche du groupe téléomorphique Gibberella que Nectria (Di Pietro et al.,
2003, Michielse et Rep, 2009).

La production de métabolites secondaires et notamment de toxines (mycotoxines et
phytotoxines) est courante chez les Fusarium, et le profil de ces composés peut étre utilisé

pour la classification des especes (Thrane, 2001).

[1.1.2- Biologie et reproduction de F. oxysporum

Dans un milieu de culture solide, comme le milieu PDA (Potato Dextrose Agar),
les différentes formes spéciales de F. oxysporum peuvent varier d apparence.
Généralement, au début de la croissance, le mycélium aérien est blanc et peut ensuite
changer vers une grande variété de couleurs (du violet jusguau pourpre foncé) selon
I’isolat de F. oxysporum (ou laforme spéciae). En revanche, si les sporodochium (amas de
conidiophores provenant d'un stroma ou masse d hyphes) sont abondants, la culture

apparaitra avec une couleur creme ou orange (Smith et al., 1988).

Chez ce champignon, la phase sexuée n’existe pas ou, du moins, n’a jamais été
observée. Le F. oxysporum ne se multiplie donc que par voie végétative ou par
I’intermédiaire de spores asexuées, conduisant a des descendances de type clonal. Ces
formes imparfaites (anamorphes) sont caractérisées par un mycédlium septé et ramifié
(Belabid, 2003). Fusarium oxysporum produit trois types de spores asexuées.
microconidies, macroconidies et chlamydospores y compris la forme spéciale ciceris
(Figure 6, Tableau 4).

Les microconidies sont unicellulaires ou bicellulaires et sont produites
abondamment et fréquemment par ce champignon. C’est aussi le type de spore qui est
observe frequemment a | intérieur des vaisseaux des plantes infectées. Les microconidies
de F. oxysporum ont souvent la forme d"une virgule ou sont ellipsoidales (Llorens et al.,
2006). Les macroconidies sont composees de trois a cinq cellules. Elles sont pointues et
courbées jusqu’au bout; dans beaucoup d’espéces on observe une cellule basale en forme
de pied (Seifert, 2001). Ces spores peuvent étre observées dans des sporodochiums a la
surface des plantes qui ont été détruites par le pathogéene (Schippers et van Eck, 1981,
Nelson et al., 1983).

Les chlamydospores sont des spores rondes d’une ou deux cellules, entourées d’une

paroi épaisse plus ou moins pigmentée. Elles sont observées en position terminale ou
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intercalaire des hyphes mycéliens. Ces chlamydospores sont formés souvent en forme de
paires et quelques fois en triplets mais rarement en forme associée sous forme d’amas de
cellules (Nelson et al., 1983).

Fig. 6: Morphologie du Fusarium oxysporum, a : Conidies (Macroconidies et
Microconidie), b : Conidiophores et ¢ : Chlamydospores (Booth, 1971).

Tableau 4 : Types de spores asexuées de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris

Typesdespores Fusarium oxysporum f. sp. ciceris

Microconidies ovales, droites, ou incurvées (2,5-3,5 x 1-11u), portées par des
conidiophores courts ou latéralement par les hyphes (ElI Aoufir, 2001).

Macroconidies  (3,5-4,5 x 25-651), moins nombreuses et portées par des conidiophores
ramifiés ayant 3 & 5 septa; elles sont fusoides et pointues aux deux
extrémités (El Aoufir, 2001).

Chlamydospores seforment dans les cultures &gées (EI Aoufir, 2001).

I1.2- Lamaladie

[1.2.1- Importance et dégats de flétrissement vasculaire du pois chiche

Le facteur maeur qui limite la production du pois chiche est le flétrissement
vasculaire qui est cause par F. oxysporum Schlechtend. Fr. f. sp. ciceris (Padwick) Matuo
et K. Sato. (Nene et Reddy, 1987 ; Haware, 1990 ; Jalali et Chand, 1992). Cette maladie est
la plus redoutable et la plus dévastatrice du complexe de flétrissement et des pourritures
radiculaires dans de nombreuses zones productrices du pois chiche. Elle a été rapportée
dans 33 pays du monde (Nene et al., 1996). La fusariose vasculaire du pois chiche est
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initialement rapportée en Inde (Butler, 1918 cité par Ahmad, 2010) ou €elle a été observée.
Les pertes qu'dlle occasionne sont variables et importantes; elles ont éé estimées a 10-15
% du rendement annuel en Inde (Nene et Haware, 1980) et supérieures a 40 % en Tunisie,
elles sont plus marquées quand le flétrissement survient au stade plantule (EI Aoufir,
2001).

Cette maladie est plus répandue dans le sous-continent indien (Kausar, 1960), en
Turkey (Soran, 1975), en Iran (Zamani et al., 2004), en Syrie et Ethiopie (Saxena et Singh,
1987), au Pakistan (Igbal et al., 2005), au Chili, au Pérou, en Espagne (Carranza, 1965),
aux Etats-Unis (Westerlund et al., 1974), au Bangladesh (Saxena et Singh, 1987) , au
Mexique, en Tunisie, en Algérie et au Maroc (Halila et Strange, 1996; El Aoufir, 2001).

[1.2.2- Epidémiologie et cycle évolutif de FOC
[1.2.2.1- L’inoculum primaire

Le Fusarium oxysporum est un parasite tellurique doué d'une vie saprophytique ou
il croit sur des débris de plantes ou survit en forme de chlamydospores, il est capable de
survivre pendant plusieurs années dans les conditions les plus défavorables (Haware et al.,
1978). Le F. oxysporum peuvent méme coloniser des zones profondes du sol ; c'est le cas
de la forme spéciae ciceris (Haware et al., 1986). Selon Blancard (1988), le F. oxsporum
f. sp. lycopersici persistent dans le sol et a grande profondeur (80 cm). Le F. oxysporumf.
sp. melonis persistent dans le sol a une profondeur jusqu’a 1 m, voire 1,5 m.

11.2.2.2- Infection et symptomes

Elle se fait au moyen des chlamydospores (Haware et al., 1986) qui restent
dormantes jusqu’a la stimulation de la germination par des substrats organiques ou des
exsudats racinaires. Suite a la germination, il y a formation d’'un mycélium. Si les
conditions sont favorables, le thalle produit des conidies (Beckman et Roberts, 1995;
Agrios, 2005). En présence d’une plante hote, le mycélium envahit tout d’abord les racines
suite a la pénétration de |"épiderme (Beckman et Roberts, 1995). Le tube germinatif qui
sintroduit a travers I'épiderme du systeme radiculaire envahit les vaisseaux conducteurs
(Figure 7), dans les quels les microconidies sont transportées de fagon passive par le flux
du xyleme et peuvent ainsi infecter des parties aériennes. La présence de mycélium et de

ces conidies ainsi que les réponses locales de la plante (formation des tyloses, gommes)
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vont provoquer un blocage du transport d’eau et d’éléments nutritifs dans les vaisseaux
suivi de I’apparition des symptémes de flétrissement (Klein et Correll, 2001).

Fig.7: Colonisation des vaisseaux conducteurs du pois chiche (cultivar JG. 62) par le
Fusarium oxysporumf. sp. ciceris (a—b); c: cortex, x: xyleme

(Jimenez-Fernandez et al., 2013).

L'infection s'accompagne d'une réduction de la chlorophylle et parallé ement d'une
augmentation des acides organiques, des polyphénols et des hydrates de carbone. Les
symptoémes peuvent se manifester a deux stades de développement de la culture (Trapero-
Casas et Jimenez-Diaz, 1985). Ils apparaissent au stade plantule, trois semaines apres le
semis: les feuilles des plantes affectées montrent une flaccidité suivie d'une coloration vert-
terne et d'un dessechement conduisant & la mort précoce de la plante. Il sagit d'un
flétrissement typique. Les symptomes peuvent se manifester aussi chez les plantes adultes
sous forme d'un jaunissement progressif de bas en haut avec une nécrose des folioles. I
sagit d'un flétrissement tardif appelé aussi jaunissement vasculaire. Dans les deux cas, les
racines des plantes affectées gardent une apparence saine et leurs tiges montrent une

coloration brune des tissus internes quand elles sont sectionnées vertica ement.

Il est probable que ces deux types de symptdmes soient induits par des biotypes
différents de I'agent pathogene (El Aoufir, 2001).

Le cycleinfectieux de F. oxysporum f.sp. ciceris est présenté sur lafigure 8.
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Fig. 8. Cycleinfectieux de F. oxysporumf. sp. ciceris (Jalai et Chand, 1992).

[1.2.2.3- Transmission du champignon

Le F. oxysporumf. sp. ciceris a été transmis par les graines récoltées du pois chiche
infectées (Haware et al., 1978). La transmission de FOC par les semences fut rapportée
pour la premiére fois en Californie (Westerlund et al., 1974), ensuite en Espagne, en Inde
(Haware et al., 1986), au Maroc ou le degré d'infection des semences locales a atteint 17%
(El' Aoufir, 2001). Il est évident que le traitement des semences est indispensable pour

éviter l'introduction du FOC dans des aires de cultures saines et son installation dans le sol .

[1.2.3- Moyens de lutte contre la maladie

Le contréle de la fusariose vasculaire est difficile en raison de la nature du

pathogene transmis par le sol et sa capacité de persister de longues périodes, méme en
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I’absence de la plante hote (Frederix et Den Brader, 1989). En outre, les chlamydospores

de FOC peuvent survivre 6 ans dans le sol.

Les mesures préventives sont importantes et efficaces car une fois le champignon
est présent dans le sol, I'emploi des autres méthodes de lutte seront trés colteuses. Ces
pratiques contre le flétrissement vasculaire consistent a éviter les conditions qui favorisent
lamaladie soit, un sol |éger et acide et un arrosage a l'eau froide soit, un mangue d'azote et
de calcium (Barna et al., 1985; Duval, 1991). Les pratiques culturaes a savoir la
destruction des débris de récolte des plantes fusariées, la jachére de longue durée, la
rotation culturale avec des cultures non- hétes, peuvent agir sur la densité de I’inoculum
présent dans le sol (Booth, 1971; Edel et al., 1995). Cette pratique d’alternance de culture
apporte des effets bénéfigques compte tenu de la préservation nécessaire des ressources du
sol. De plus, €le induit une variation naturelle de la flore favorable a la résistance aux
pathogenes. Il a été signalé I’importance de certaines méthodes prophylactiques telle que la
solarisation des sols et le choix conforme d’une conduite culturale défavorisant
I’installation et la croissance de I’agent pathogéne. Les fusarioses vasculaires sévissent
moins en conditions d’irrigation réduite ainsi que dans des sols a pH éleve, riches en
calcium et potassium, pauvres en oligoél éments, magnésium et dont I’azote est surtout sous

forme nitrique plutét qu’ammoniacale (Woltz et jones, 1981).

Toutes ces conditions ne sont pas suffisantes pour protéger totalement la culture
contre les infections et en outre, la plupart d’entre elles sont défavorables a une bonne
productivité (Bulit et al., 1967). De plus, il est connu que des formes spéciales comme
melonis, ciceris et lentis peuvent coloniser d'autres plantes sans provoquer de symptdmes
apparents, ce qui rend impossible I'éradication de la maladie par |a pratique des cultures en
rotation (Belabid, 2003).

De nombreux fongicides sont disponibles pour lutter contre les champignons
pathogenes. Singh et Jha (2003) ont évalué I’efficacité in vitro de sept fongicides, a savoir
thiram, Bavistin (carbendazim), Blitox (cuivre oxychloride), Captaf (captan), Indofil le M
45 (mancozeb+thiophanate-methyl) Ridomil MZ (mancozeb+metalaxyl) et Kitazin
(iprobenfos), vis — a— vis du flétrissement vasculaire du pois chiche (in vitro chacun ala
concentration de 1 % et in vivo). Des travaux similaires ont été réalisés par Elfatih et al.
(2002) afin d’évaluer I’effet des fongicides Tecto-TM et Quinolate sur I’agent du
flétrissement vasculaire du pois chiche en plein champ. L'augmentation de I'utilisation des

fongicides provoque plusieurs effets négatifs comme le dével oppement de la résistance des
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agents pathogenes. Ces fongicides ont aussi un effet néfaste sur I'environnement
(Gerhardson, 2002).

Comme pour de nombreuses maladies, la résistance génétique des cultivars sest
avérée étre le moyen le plus efficace pour la lutte contre les agents du complexe de
flétrissement et de pourritures radiculaires. Des genes de résistance vis-a-vis du F.
oxysporum existent chez beaucoup d’especes végétales et ont été introduits par sélection
dans des variétés cultivées. Aingi, chez latomate, le melon, le haricot et e pois chiche des
genes dominants de résistance ont été identifiés (Huang et Lindhout, 1997; Hawkins et al.,
2001; Schneider et al., 2001; Halila et al., 2008; Diener et Ausubel, 2005).

Le pois chiche fait partie des especes vegétales impliquées dans des projets de
sequencage comme d’ailleurs d’autres cultures stratégiques telles que le riz. Auss, et suite
a des essais de sdlection, des cultivars résistants au flétrissement vasculaire ont été
identifiés et utilisés dans les programmes de croisement. Cependant, des cultivars connus
pour leur résistance vis-a-vis du Fusarium oxysporum f. sp. ciceris ont manifesté une nette
sensibilité ala maladie dans certaines localités, ce qui a suggéré I'existence de races au sein
de cette forme spéciae (El Aoufir, 2001). Kapoor et al. (1991) ont évalué 39 variétés pour
larésistance vis-a-vis du flétrissement vasculaire du pois chiche. Parmi ces variétés, GNG-
795 et PDG 83-31 ont montré une faible incidence de maladie variant entre 0-20%, donc se

sont considérées comme étant des vari étés rési stantes.

Cependant, I'efficacité de variétés résistantes dans le contrdle d'une maladie peut
étre sérieusement limitée par la variabilité de la pathogénicité, y compris I’apparition de

nouvelles races pathogenes et pathotypes (jiménez Gasco et al., 2004).

Comme pour toutes les maladies causées par des microorganismes telluriques, les
fusarioses ne peuvent pas étre éradiquées par des produits chimiques alors que la seule et
I’unique mesure pour contréler les maladies aux champs est I"utilisation de variétés des
plantes résistantes. En conséquence, les stratégies du contréle biologique des fusarioses ont
acquis un intérét particulier. On sait depuis longtemps que I’incidence de la fusariose peut
varier sur des sols différents infestés de Fusarium. Ce phénomene de « sols suppressifs » a
été trouvé corrélé parfois aux caractéristiques pédologiques mais surtout a sa population
microbienne (Alabouvette et al., 2006). Des études qui portent sur ce phénomene €t les
microorganismes impliqués sont nombreuses (Alabouvette et al., 1984 ; Alabouvette,
1986, Kaur et al., 2010).
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D’ailleurs, des bactéries et des champignons ont éé isolés a partir de sols
suppressifs et leur potentiel en lutte biologique est étudié. Parmi ces bactéries, des espéces
du genre Pseudomonas ont été decrites pour empécher |le développement de la maladie du
Fusarium root rot chez latomate (Simons et al., 1996; Dekkers et al., 2000; Bolwerk et al.,
2003). Il est particulierement intéressant que parmi les champignons des sols suppressifs
on trouve des souches saprophytes de Fusarium. Des souches non pathogenes de F.
oxysporum et F. solani ont été isolées a partir de sol de Chéteaurenard en France et ont fait
I’objet de nombreuses études in vitro et in vivo dans le but de tester leur capacité a protéger
des plantes de tomate contre la fusariose vasculaire (Alabouvette, 1986; Fravel, 2005).
L effet protecteur d’une souche de F. oxysporum 47 (Fo47) a été particulierement étudié.
Fuchs et al., (1997) ont montré que Fo47 induisait des réactions de défense chez la tomate,
ce qui indigue une participation de la résistance induite dans la protection. Mais des
mécanismes de compétition pour les nutriments au sol et la rhizosphere jouent également
un réle non négligeable (Benhamou et al., 2002; Fravel, 2005). La présence de Fo47 dans
le sol était capable de protéger plusieurs espéces végétales comme le lin, melon et tomate
contre ses respectives formes spéciales de F.oxysporum : lini, melonis et lycopersici (Aimé
et al., 2008).

De facon générale I’utilisation de souches protectrices de F. oxysporum pour le
contréle du flétrissement vasculaire a été rapportée pour plusieurs plantes et souches
fongiques, comme dans le cas du bananier, du concombre, du melon, du lin, de | épinard et
de la pasteque (Fravel et al., 2003).

Certains champignons sont des parasites d’autres champignons, le cas pour de
nombreuses espéeces du genre Trichoderma. Probablement ce phénomeéne de parasitisme
est du au systéme enzymatique puissant de ce genre de champignon. En effet, T.
harzianum a éé décrit comme capable de contrbler les pathologies induites par F.
oxysporum sur le bananier (Thangavelu et al., 2004). Sunil et al. (2007) ont évalué
I’antagonisme de 10 isolats appartenant aux trois espéces de Trichoderma (T. viride, T.
harzianum et T. virens) contre quatre races différentes de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris
généralement répandues en Inde : Dharwad (race 1), Kanpur (race 2), Ludhiana (Race 3) et
Delhi (race 4).

Jayalakshmi et al. (2009) ont examiné l'induction de défense de la plante contre
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris par inoculation des racines du pois chiche cultivar JG 62
avec |'agent de lutte biologique Trichoderma harzianum L 1.
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En Syrie, I’utilisation de I’isolat Bacillus spp., isolé a partir du sol, n'a pas affecté la
germination de la semence de lentille; il apar contre réduit significativement la sévérité de
lamaladie (Belabid, 2003). En revanche, |a bactérie Pseudomonas aeruginosa isolée de la
rhizosphere du pois chiche est capable de protéger les plants de pois chiches et de pois
contre le flétrissement vasculaire cause par FOC; linoculation avec Pseudomonas
aeruginosa a diminué significativement I'incidence de la maladie chez des génotypes du
pois chiche et du pois sensibles ou modérément résistants (Landa et al., 1997).

El-Mohamedy et Abd El-Baky (2008) ont évalué l'efficacité de I’enrobage des
graines par des agents de contréle biologique (T. harzianum, Bacillus subtilis et P.

fluorescens) et qui par consequent a réduit I’incidence de la maladie.
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[11. Bacillus rhizosphériques promotrices de la croissance des plantes (PGPR) et
agentsde lutte biologique

[11- 1. Intérét delalutte biologique dansle contr6le des maladies phytopathogenes

D’apres la définition de Cook et Baker (1983), la lutte biologique consiste a réduire
la densité d'un agent pathogéne et/ou I’activité de celui-ci (le potentiel infectieux) en

mettant en ceuvre un ou plusieurs organismes autres que I’hnomme.

Dans le sens écologique strict, I’application de la lutte biologique peut étre
considérée comme une stratégie pour restaurer la biodiversité dans les agro-écosystémes
par I’addition des antagonistes naturels (parasite ou prédateur) (Altieri, 1999 ; Nautiyal et
al., 2000 cités par Aouar, 2012).

La lutte biologique a une efficacité relative et demande plus de connaissances et
d'observations, mais a long terme, €elle est beaucoup plus intéressante sur le plan
environnemental et économique (Toussaint, 1996). En effet, la possibilité de rendre un sol
suppressif a une maladie en y introduisant des microorganismes s’avere tres prometteuse,
surtout a une épogue ou les traitements phytosanitaires a base de produits chimiques de
synthése suscitent une méfiance de plus en plus grande (Lugtenberg et al., 1991). Les
traitements chimiques tel's que les fongicides donnent de bons résultats a court terme, mais
a long terme leur accumulation ou I’accumulation de leurs résidus dans I'environnement
représente un danger qu'on ne peut plus négliger (Toussaint, 1996).

En plus de son réle dans la restauration de la biodiversité dans les écosystemes, la
lutte biologique présente un réle important dans le contréle des maladies phytopathogénes.
Emmert et Handelsman (1999) affirment que la lutte biologique peut étre aussi efficace
dans le contréle des maladies phytopathogénes que I’utilisation des fongicides chimiques.

L’utilisation de microorganismes fait partie des alternatives prometteuses a
I’emploi des fongicides, de part I’ubiquité de ces microorganismes, leur grande diversité et
leur dissémination dans les sols rhizosphériques (Berg et al., 2005).

La réussite de la lutte biologique nécessite I’application d’un agent de biocontréle
efficace. L’efficacité est notamment liée a I’utilisation de plusieurs modes d’action (Cook,
1993 ; Benbrook et al., 1996) et a la capacité de I’agent de lutte biologique a coloniser et a
s’installer dans le milieu rhizosphérique des plantes (Singh et al., 2003).

Ce paramétre correspond a la compétence rhizosphérique (Whipps, 2001). Cette
derniére réside dans I’adaptation de I’agent antagoniste aux conditions biotiques et

abiotiques du sol. L’agent aussi doit étre doté d’une capacité a coloniser les racines de la
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plante héte (Nautiyal, 2000 ; Whipps, 2001). En plus de cette compétence, I’agent de
biocontréle doit disposer de divers mécanismes de lutte biologique lui permettant d’inhiber
le développement de I’agent phytopathogéne et de réduire ainsi I’incidence de la maladie
qu’il provoque (Errakhi, 2008).

Ces derniéres années, I’exploration et I’introduction des agents de contrdle
biologiques dans les systemes de production des cultures est en hausse continue (Nicot et
al., 2011). Ceci va en paralléle avec I’augmentation des articles publiés sur ce sujet, soit
300 publications/ an en 1990 a environ 800 en 2010 (Nicot et al., 2011). La recherche et
I’isolement de ces agents de lutte biologiques se fait généralement a partir de la
rhizosphere qui est le lieu d’interaction entre le sol, la plante et les microorganismes. La
recherche de ces agents potentiels de contréle biologique doit cibler les microorganismes

qui colonisent cette rhizosphere (Standing et al., 2008).

La plupat des souches bactériennes exploitées comme biopesticides
appartiennent aux genres Agrobacterium, Bacillus et Pseudomonas (Haas et Defago 2005
cité par Adam, 2008). Beaucoup de recherches se sont concentrées sur ces deux derniers
types de bactéries parce qu’ils sont des habitants communs de la rhizosphére et possedent
une grande activité dans le contréle biologique des maladies d’origines telluriques. Ils ont
auss la capacité de produire de nombreux antibiotiques, et ils sont facilement
manipulables. De plus, les bacillus offrent un avantage par rapport aux autres bactéries en
raison de leur capacité a former des endospores résistantes aux conditions défavorables du
milieu (Raaijmakers et al., 2002).

[11-2. Larhizosphere et lesrhizobactéries

Les racines produisent et sécrétent continuellement des composés dans la
rhizosphére (Bais et al., 2006). Cette derniére est décrite comme « une étroite zone du sol
sujette a I’influence des racines, ce qui se manifeste par la perte ou I’exsudation de
substances affectant I’activité microbienne » (Westover et al., 1997). On distingue en
général le rhizoplan qui est I’interface racine/sol et le sol rhizospherique situé au voisinage
immeédiat de laracine et soumis a son influence.

Au niveau de la rhizosphére, les racines libérent des composés sous forme de
mucilage, plus de 40% des produits de photosynthese passent dans le systeme racinaire
(Whipps, 2011). Les exsudats représentent la partie la plus importante des substances
libérées par les racines, surtout dans la région apicale (Figure 9). C’est également celle qui
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est la plus rapidement métabolisée par les microorganismes. Selon Lesuffleur et al. (2007),
I’exsudation est définie comme la libération de composés solubles de faible poids
moléculaire. Ces exsudats sont généralement composés de sucres, d'acides aminés, de
facteurs de croissance, de vitamines, d'enzymes et d'acides organiques. Il est apparu que les
bactéries étaient capables de localiser les racines grace aux exsudats tels que les hydrates
de carbone ou les acides aminés, qui stimuleraient leur chimiotaxie (Somers et al., 2004).
De méme, de nombreuses bactéries se multiplient dans la rhizosphere en réponse a la
libération de flavonoides (Hartwig et al., 1991) et, en retour, stimulent I’exsudation de ces

composés dans larhizosphére (Recourt et al., 1991).

Zones de la racine Productions de la racine:

Rhizodéposition

Zones d’autolyse des I
tissus corticaux R el

......

Zone des poils i
absorbants i

Zone d’élongation Sécréticn ce compcsés
m racinaires )
Zone apicale
Celules détachées
Coiffe Muciage neure

Fig. 9: Schéma simplifié d'une racine fine et des rhizodépots en fonction de la structure
racinaire (Aragno et Tarnawski, 2002).
Les exsudats racinaires représentent une source nutritionnelle pour la microflore
rhizosphérique, et qui agissent soit en stimulant ou en inhibant certaines espéces (effet

rhizosphérique) (Bertrand et al., 2000 ; Ann et al., 2003). En outre, la compétition entre les
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microorganismes pour les nutriments et la colonisation des sites contribue a cette
dynamique microbienne au niveau de larhizosphére.

La structure des communautés microbiennes demeure complexe et dépend de la
composition des exsudats racinaires (Yang et Crowley, 2000) mais également de I’age de
la plante, du type de racines et de la composition du sol (Chiarini et al., 1998).

Parmi les bactéries de la rhizosphere, certaines peuvent fortement agir sur la
nutrition des plantes par des mécanismes variés, et notamment les bactéries dites PGPR
(Plant-Growth- Promoting Rhizobacteria) également appel ées rhizobactéries (Lugtenberg
et Kamilova, 2009). Parmi les PGPR, de nombreux genres sont recensés tels
Achromobacter, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia et Thiobacillus (Kloepper et al., 2004 ;
Gray et Smith, 2005).

La colonisation bactérienne des racines se réalise progressivement a partir de
cellulesisolées qui se développent ensuite en biofilm (Lugtenberg et Kamilova, 2009).

Cette colonisation du systéme racinaire constitue une étape clé dans I’expression de
I’effet bénefique des antagonistes introduits artificiellement dans le systeme plante-sol.
Elle est régie par de nombreux facteurs relatifs aux souches bactériennes et aux conditions
biotiques et abiotiques de I’environnement de la plante (systéme racinaire) (Milus et
Rothrock, 1991). L apport des antagonistes dans le systeme plante-sol peut s’effectuer de
trois manieres différentes :
- soit directement dans le sol par simple aspersion avec une suspension bactérienne de
concentration connue (Digat et al., 1988),
- soit au niveau des racines par trempage de celles-ci dans une suspension bactérienne
(Digat et al., 1988). Cette méthode est souvent utilisée conjointement avec la premiere.
- soit au niveau des semences par leur bactérisation (Digat, 1992). La bactérisation des
semences, reste la méthode la plus prometteuse et la plus utilisée pour I’introduction des
agents antagonistes dans I’écosysteme sol-plante.

L’installation précoce de ces agents biologiques favorisera la colonisation de la
spermosphére et de la rhizosphére et pourra empécher I’agression de la semence par

certaines bactéries et champignons pathogenes (Digat, 1989).

Quatre techniques de bactérisation des semences peuvent étre appliquées : le
trempage, le pelliculage, I’enrobage et I’encapsulation (Digat, 1989 ; Digat, 1992). Le
principe de base de ces différentes méthodes est de parvenir aimmobiliser temporairement
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les bactéries sur les semences, tout en conservant un taux convenable de survie bactérienne

et de germination de la graine (Amkraz, 2013).

La colonisation de la spermosphere est le facteur principa déterminant de la
colonisation racinaire, d’ou I’intérét indéniable de la bactérisation des semences (Digat,
1989).

[11-3. Généralités sur les Bacillus: taxonomie, écologie et habitat, phénomene de la

formation des spores

Le genre Bacillus a été établi par Cohn en 1872, initillement avec deux especes
formant les endospores : B. anthracis et B. subtilis. Depuis, ce genre a subi des
changements taxonomiques considérables pour atteindre 146 espéces dans la 5™ édition
du Bergey’s manuel of Systematic Bacteriology (Bergey et al., 1939 ; Hernandez et al.,
2013). Les études de Smith et al. (1952) et Gordon et al. (1973) sur plus de 1114 souches
de bactéries aérobies formant des endospores ont aidé a réduire ce nombre a 22 especes
bien définies dans la 8™ édition du Bergey’s manuel of Systematic Bacteriology (Fritze,
2004).

Dans la deuxieme édition du Bergey’s manuel of Systematic Bacteriology (2ed,
2004), 37 nouveaux genres avec Bacillus sont inclus dans la famille des Bacillaceae.

Le genre Bacillus appartient & la famille des Bacillaceae et a I'ordre Bacillales
(Jackson et al., 1999). Les bactéries de cette famille sont de grands bacilles en forme de
batonnets a Gram positif, groupées en chainettes (Figure 10), et sont donc classifiées
comme aérobies strictes ou des anaérobies facultatives (Collins et Jacobsen, 2003), et
intégrées par 88 espéces (Fritze, 2004).

La taxonomie du genre Bacillus est constituée de deux groupes d'organismes
couramment appelé le groupe B. subtilis et le groupe B. cereus. Les especes de groupe B.
subtilis sont étroitement liées et donc pas facilement distinguables et inclus les deux sous-
especes de B. subtilis (B. subtilis subsp. subtilis et B. subtilis subsp. spizizenii), B. pumilus,
B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. mojavensis, B. sorensis et B. vallismortis
(Slepecky et Hemphill, 2006). Les especes du groupe B. cereus comprennent des especes
étroitement apparentées telles que B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, et B.
pseudomycoides. L’espéce B. weihenstephanensis semble composée de souches de B.
mycoides et B. cereus (Jackson et al., 1999).
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Fig. 10 : Caractéristiques morphologiques des Bacillus (a : cellules végétatives, b : spores)
(Cheikh Rouhou, 2006).
c : B. subtilis observé en microscopie éectronique a balayage

(de R. Carballido-L 6pez cité par Marchadier, 2009)

Le genre Bacillus est abondant dans les diverses niches écologiques qui incluent
le sol, laplante, I'eau et I'air (Zhang et al., 2009; Longan et Halket, 2011). La plupart des
especes appartenant a ce genre sont des microorganismes ubiquitaires et vie en mode
saprophyte. Le genre Bacillus apparait extrémement hétérogene tant sur le plan génétique
gue phénotypique notamment dans sa distribution dans I'environnement (Claus et
Berkeley, 1986 ; Gordon et al., 1973 cités par Cheikh Rouhou, 2006).

L'habitat primaire du genre Bacillus est le sol et 1a rhizosphére (particuliérement les
systemes racinaires des plantes). Des especes de Bacillus sont retrouvées dans la
rhizosphére de diverses plantes cultivées : le blé, le mais, le sorgho, la canne a sucre, I’orge
et des arbres forestiers (Holl et Chanway, 1992). En effet, B. subtilis est isolé a partir de la
rhizosphére de nombreuses espéces végétales & une concentration aussi éevée que 10’ par
gramme de sol (Mahaffee et Backman, 1993).

En outre, ils sont retrouvées en abondance sur les feuilles des plantes (Collier et al.,
2005).

D’autres espéces de Bacillus sont auss retrouvées comme des polluants
alimentaires. Bacillus cereus, par exemple, peut se multiplier dans les aiments et y
produire une entérotoxine qui provogue des diarrhées par un mécanisme similaire a celui
de I'entérotoxine d'E. coli (Jackson et al., 1995). Certaines souches des Bacillaceae sont
non pathogeénes pour I'homme, d'autres provoguent des infections et peuvent parfois causer
lamort (Parry et al., 1983). Bacillus anthracis est, sans doute, |e pathogene le plus virulent

du genre Bacillus (Turnbull et al., 1992). D'autres souches de ce genre, comme B.
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thuringiensis et B. sphaericus, sont pathogenes pour certaines catégories dinsectes ou de
parasites : elles sont utilisées par le secteur agronomique dans la lutte biologique (Wipat et
Harwood, 1999 ; Armengol et al., 2007).

Dans les conditions environnementales défavorables, |es especes de Bacillus ont
la capacité de former des endospores qui leur permet de survivre pendant de longues
périodes dans le sol a des stress et des carences en nutriments (Yara et al., 1997 ; Wipat et
Harwood, 1999 ; Marchadier, 2009). Cette forme de spore est résistante a des hautes
températures et des désinfectants chimiques actuels (Collins et Jacobsen, 2003).

Les genres sporulants les plus communs sont Bacillus et Clostridium (Barnabé,
2000). La structure de la spore est complexe et mérite une attention particuliere pour bien
comprendre les phénomeénes de la sporulation et de la germination des spores (Barnabé,
2000). Produites une par cellule, les endospores varient dans leur forme et leur position a
I'intérieur de la cellule. Les spores sont brillantes sous microscope a fond clair et il est
possible de les différencier des cellules végétatives au microscope a cause de leur
membrane épaisse et hautement réfractrice (Pelzcar, 1994 ; cité par Barnabé, 2000).

En réponse & une carence, une endospore se forme al'intérieur d'une autre cellule a
la suite d'une division et d'un processus de différenciation (Figure 11). Elle vit alors en état
de dormance jusqu'a sa germination et son développement en cellule végétative active
(Hilbert et Piggot, 2004).

Une division cellulaire asymétrique permet la formation d’un septum séparant la
cellule mére et la pré-spore (étape I1) (Figure 11). Cette derniére contient alors 30% du
matériel génétique de la cellule végétative initiale. C’est entre I’étape Il et I’étape 111 que la
formation de la spore devient irréversible (Parker et al., 1996). Laformation de membranes
sporales interne et externe permet ensuite I’invagination de la pré-spore dans la cdlule
mere (étape I11). Ces membranes sont de fonctionnalités et de polarités opposées. La
membrane interne est une barriere de perméabilité, tandis que la membrane externe permet
le transport de métabolites dans la pré-spore. Entre ces deux membranes, se développe
ensuite le cortex (étapes IV et V), qui assure la déshydratation de la structure centrale de la
spore en appliquant une pression osmotique et mécanique sur la membrane interne et le
protoplaste. Une fois ces structures matures, la cellule mere est lysée. La spore est alors
appelée spore libre (étapes VI et V1) (Hilbert et Piggot, 2004).

La transformation des endospores dormantes en cellules végétatives se fait en trois
événements séquentigls, soit |'activation, la germination et la surcroissance (Gould, 1969 ;
Sneath, 1984 cités par Barnabé, 2000).
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[11.4- Potentiels bénéfiques des rhizobactéries du genre Bacillus en agriculture

Les rhizobactéries du genre Bacillus sont parmi les genres les plus éudiés des
PGPR qui exercent des effets bénéfiques et avantageux sur le développement de la plante.
Leur application est souvent associée a une augmentation du taux de la croissance de la
plante. Ces bactéries présentent une aptitude a coloniser les racines de fagon intense (Idris,
2007).

L'amélioration de la croissance et |a productivité des plantes par les applications
de Bacillus est méditée par trois mécanismes écologiques différents : la promotion de la
croissance et de la nutrition de la plante héte, I'antagonisme contre les agents pathogéenes
des plantes et des insectes nuisibles, et la stimulation des mécanismes de défense de la
plante (Govindasamy et al , 2010).

Dans larhizosphére, des espéces du genre Bacillus sont impliquées dans la fixation
d'azote atmosphérique (Xie et al., 1998), la solubilisation du phosphore et |'absorption des
micronutriments du sol (Rodriguez et Fraga 1999 ; Yazdani et al., 2009) ains que la
production de phytohormones et des métabolites antimicrobiennes (Berg et al., 2001 ;
Govindasamy et al , 2010).

Xie et al. (1998) ont rapporté que les especes suivantes éaient des bactéries
fixatrices d’azote atmosphérique basées sur l'activité de la nitrogénase (une enzyme
catalysant la réduction de I’azote atmosphérique en ammoniac (Weyens et al., 2010)):
Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Bacillus circulans, Bacillus

licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus brevis et Bacillus firmus.
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Fig. 11 : cycle de sporulation de Bacillus subtilis (Errington, 2003)
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Le phosphore joue un réle essentiel dans le transfert de I’énergie nécessaire a la
croissance et a I’amélioration de la productivité des plantes. C’est un élément
indispensable et irremplacable pour les besoins vitaux des plantes. Les especes les plus
importantes qui pourraient étre visees comme des solubilistarices de phosphates sont :
Bacillus megaterium, B. circulans, B. coagulans, B.subtilis, B. polymyxa, B. sircalmous
(Yazdani et al., 2009). Généradement les chercheurs associent la solubilisation des
phosphates a une baisse du pH du milieu (Rodriguez et Fraga, 1999). La production des
acides organiques est considérée comme le principal mécanisme pour la solubilisation du

phosphate par les bactéries (Rodriguez et Fraga, 1999).

Des études ont démontré que des Bacillus de la rhizosphére peuvent accroitre la
disponibilité et la mobilité de micronutriments dont le fer (Fe) par la production de
sidérophores (Govindasamy et al., 2010 ; Chérif, 2014). Ces derniers sont des composes de
faibles poids moléculaires. Le fer est un élément essentiel pour la croissance et la survie de
la plupart des champignons phytopathogénes (Logman, 2009). La compétition pour le fer
et la production de sidérophores par Bacillus permettent de chélater le fer du milieu et ainsi
d’inhiber la croissance des agents phytopathogenes (Chet et Inbar, 1994 ; Thomashow,
1996 ; Bouitez et al., 2004 cités par Logman, 2009).

Au niveau de la rhizosphere, plusieurs especes microbiennes, y compris Bacillus,
ont la capacité de produire des phytohormones qui jouent un réle important dans les
interactions hote-parasite et en particulier la régulation de la croissance des plantes
(Hamill, 1993). Il existe cing catégories de régulateurs de la croissance végétae AIA
(Acide Indole Acétique), produites particulierement par les rhizobactéries : les auxines, les
gibbérellines, les cytokinines, I’éthyléne et I’acide abscissique (Patten et Glick 1996 ;
Arshad et Frankenberger ,1998; Zahir et al., 2004). L’acide indole-3-acé&tique est la
phytohormone la plus répandue, il joue un réle trés important dans I’élongation des racines
et dans la prolifération des poils absorbants (Spaepen et al., 2007). L’éthylene est une
phytohormone capable de lever la dormance des graines. Elle favorise également la
maturation des fruits et déclenche I’abscission des feuilles (Bleecker et Kende, 2000). La
production de cette hormone et ses effets sur la croissance des plantes par Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis et Bacillus mycoides, ont été rapportés par Fukuda et al.
(1989).

L'effet stimulant des microorganismes présents dans la rhizosphéere peut

également étre lié a leur capacité de synthétiser I'ACC désaminase. Cette enzyme dégrade
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I’acide-1-Aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) en ammonium et en o- ketobutyrate
par hydrolyse, ce qui réduit la quantité d'ACC dans la rhizosphére. Afin de maintenir un
équilibre, 1a plante exsude une plus grande quantité d'ACC au niveau des racines, réduisant
ains la quantité de ce précurseur pouvant étre transformee en éthylene (Penrose et Glick,
2001). Cette enzyme est exprimée chez plusieurs rhizobacteries dont Bacillus pumilus
(Glick et al., 2007).

Le mécanisme le plus connu et peut-étre le plus important utilisé par les PGPR
contre les microorganismes phytopathogenes est probablement |"antibiose. 1l consiste en
une inhibition directe de la croissance du pathogene via la production de métabolites aux
propriétés antifongiques et/ou antibiotiques. Certaines souches de Bacillus agissent par
antibiose contre les champignons phytopathogenes. Elles ont la capacité de dégrader les
parois cellulaires fongiques par la production d”enzymes chitinolytiques et hydrol ytiques
tels [B-1,3-glucanase, exo- et endo-polygalacturonases, pectinolyases, cellulases et
chitinases (Whippes, 2001 ; Huang €t al., 2005).

Le genre Bacillus produit une vaste gamme des molécules biologiquement
actives (environ 167 composés) qui sont potentiellement inhibitrices de la croissance des
agents phytopathogenes (Bottone et Peluso, 2003). Parmi les composés antifongiques, les
lipopeptides cycliqgues comme: Iturine, Fengycine, Bacillopeptines et Surfactine
(Monteiro et al., 2005; Ongena et Jacques 2007). Ces lipopeptides peuvent auss
influencer les aptitudes écologiques de la souche productrice en termes de la colonisation
des racines (et ainsi la persistance dans la rhizosphére) et quils ont un réle clé dans
I'interaction bénéfique des especes de Bacillus avec les plantes en stimulant leurs systémes
de défense (Ongenaet al., 2009).

La reconnaissance par la plante de certaines bactéries de la rhizosphéere peut
conduire & une réaction d’immunisation lui permettant de mieux se défendre vis-a-vis
d’une attaque par un agent pathogene (Van Loon, 2007). Ce mode d’action des PGPR
antagonistes est expliqué en induisant des mécanismes de défense chez les plantes par la
résistance systémique induite (ISR) (Jourdan et al., 2008). Lors de ce phénomene, des
rhizobactéries non pathogénes peuvent conférer ala plante un certain degré de protection &
des attagues ultérieures par un phytopathogéne via la stimulation de mécanismes de
défense systemique. Cette « immunité » s’initie suite a la perception par la plante de
molécules dites éicitrices produites par le microorganisme bénéfique (Jourdan et al.,

2008). Ce phénomene d’induction de résistance systémique par les rhizobactéries est
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considéré comme une stratégie prometteuse dans |a lutte biologique contre les maladies des
cultures (Ramos Solano et al., 2008). La résistance systémique peut étre induite par des
souches spécifiques de Bacillus: B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. mycoides, B.
pasteurii, B. cereus, B. pumilus et B. sphaericus ou des réductions significatives de
I'incidence ou de la gravité de diverses maladies ont été obtenues sur des hétes diverses
(Kloepper et al., 2004, Jourdan et al., 2008).

De nombreux composés volatiles, synthétisés par des especes de Bacillus spp.,
seraient impliqués dans I’induction de I’ISR chez différentes plantes (Ping et Boland,
2004). L’importance de I’ISR serait liée a la nature de ces composés. Certains composes
volatiles (le butane-2,3-diol et I’acétoine) produits par Bacillus subtilis GBO3 et par
Bacillus amyloliquefaciens IN937a sont capables d’induire un état d’ISR chez Arabidopsis

thaliana contre Erwinia carotovora subsp. carotovora (Ryu et al., 2004).

D’autres composes volatiles, comme I’acide cyanhydrique HCN, libérés par des
PGPR, constituent un moyen efficace dans la lutte biologique contre Ies microorganismes
phytopathogenes. La production de HCN est une activité tres commune chez Pseudomonas
et Bacillus dans le sol rhizosphériques (Ahmad et al., 2008 ).

[11.5- Produits a base de Bacillus en agriculture

Certain nombre de souches de Bacillus sont dével oppées dans le commerce en tant
que des promoteurs de la croissance des végétaux (PGPR) et des agents de lutte biologique
(Tableau 5). Bacillus thuringiensis, utilisé spécifiquement pour le contrle des insectes
parasitaires, représente plus de 70 % des ventes totales (Ongena et Jacques, 2007; Sanchis et
Bourguet, 2008). Quant au reste, des produits a base de Bacillus, comme Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis et Bacillus pumilus, représente environ la moitié des agents bactériens

de lutte biologique disponible dans e commerce (Ongena et Jacques 2007).

Bien que le développement des produits biologiques a base des microorganismes
bénéfiques semble étre une approche trés récente et «moderne» ; durant les années 1897,
I'entreprise Bayer avait mis sur le marché alemande un produit, sousle nom de la marque
«Alinit», fabriqué a base de bactéries stimulantes de la croissance des céréales. Le bio-

engrais a éé fabriqué al'aide de la souche Bacillus subtilis.

A grande échelle, I’inoculation des rhizobactéries sur les champs a été réalisée par
I’Union Soviétique en 1958 sur 10 millions d’hectares. Les bactéries utilisées appartenaient
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principalement aux especes Azotobacter chroococcum et Bacillus megaterium (Cassidy et
al., 1996).

Dans les années 1990, plusieurs produits a base de PGPR sont commercialisés aux
Etats-Unis. Des tentatives pour commercialiser des produits contenants Pseudomonas
fluorescents ont échoué en raison du manque de la viabilité a long terme (Kloepper et al.,
2004). La Sélection et des tests intensifs sur le terrain ont conduit au développement
commercial des souches de diverses Bacillus comme agents de lutte biologique
(McSpadden Gardener et Fravel, 2002). Aux Etats-Unis, la rhizobactérie B. subtilis a
commence a étre employée sur 2 millions d’hectares de cultures. Les données accumulées
(1974-1994) de l'inoculation sur le terrain dans le monde suggerent que les techniques
dinoculation ont connu une augmentation significative du rendement des cultures de
I'ordre de 5-30% (Okon et Labandera-Gonzalez, 1994).
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Tableau 5: Exemples de produits commercialisés et utilisés en agriculture a base de Bacillus (Govindasamy et al., 2010 ; Maheshwari, 2011)

Nom commercial Souches de Bacillus Activité/fonction Compagnie
-Wide variety of products  Bacillus polymyxa et autres - Fixation atmosphérique d’azote Non disponible
especes
- Phosphobacter Bacillus megaterium et B. -Solubilisation minérale du phosphate Non disponible
coagluans
- SERENADE® B. subtilis QST 713 - Les champignons et les bactéries des | AgraQuest Inc., Davis, California, CA
fruits et deslégumes
- Ecoguard™ B. licheniformis -Champignons du gazon L ebanon Seaboard Corporation, Lebanon, USA
- Kodiak™ B. subtilis GBO3 -Traitement des semences / Champignons
du coton et du soja
- Yield Shield® B. pumilis GB34 (=INR7) - Biofongicide, ISR /Champignons du soja | Bayer Crop Science, Caroline du nord, NC
(former Gustafson, LLC)
- BioYield™ B. amyloliquefasciens - ISR (GB99) + PGR (GB122) /
GB99 + B. subtilisGB122  Champignons des Plantes a repiquer
- Subtilex® B. subtilis MBI600 - Champignons du coton et du soja
-VAULT® B. subtilis MBI600 + -Amélioration de la croissance des graines | Becker Underwood Saskatoon, Saskatchewan,
souches rhizobium de sojaet du pois Canada
- Histick B. subtilis MBI600 et - Champignons du soja
Rhizobium
- SONATA® B. pumilus QST2808 - Biofongicide, le contréle de I'oidium AgraQuest Inc., Davis, Californie, CA
- RhizoVita® B. amyloliquefaciens FZB42 -Biofertiliseur, activité PGP, bioprotection | ABITEP GmbH, Berlin, Allemagne
42 liquid contre diverses mal adies telluriques

40



Partiel : Synthése bibliographique

111. Bacillus rhizosphérigues (PGPR) et agents de lutte biologique

Nom commercial Souches de Bacillus Activité/fonction Compagnie
RhizoPlus® Bacillus subtilis FZB24a PGPR et agent de Iutte biologique. Il peut | ABITEP GmbH, Berlin, Allemagne
étre utilisé pour les pommes de terre, le
mais, les légumes, les fruits et également
le gazon.
Taegro® Bagillus subtilis FZB24a Biofongicide, pour une utilisation en | Earth BiosciencesInc., USA/ maintenant
Amérigue du Nord acquis par Novozymes Biologicals, Inc.,
Salem, Virginie, VA
POMEX Bacillus subtilis CMB26 Fongicide micrabien, le contréle + effet | NIN Co. Ltd., Corée du Sud

inhibiteur de la germination sur I'oidium,
Cladosporium fulvum et Botrytis cinerea

PGP: plant growth promoting ; PGPR : plant growth promoting rhizobacteria; I SR : induction of systemic resistance
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Partiell : Matériel e méthodes

1- Milieux de culture
Suivant les besoins expérimentaux, divers types de milieux de culture sont mis en

ceuvre. La composition des milieux de culture utilisés est indiquée dans I’annexe 1.

- Milieux d’isolement et de purification

Le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) a été utilisé pour I’isolement et la purification
des isolats fongiques pour I’inoculation artificielle des plantes de pois chiche. Le milieu
PDB (Potato Dextrose Broth) liquide a été utilisé pour la production d’inoculum de F.

oxysporum. f. sp. ciceris (FOC) afin de le conserver sur papier filtre.

- Milieu de caractérisation morphologique
Lemilieu PDA a été utilisé pour la détermination des morphotypes, la pigmentation

et la vitesse de la croissance de I’ensemble des isolats fongiques.

- Milieux d’isolement, de purification et de conservation des rhizobactéries
Le milieu de culture GN (Gélose Nutritif) est utilise pour I’isolement de

rhizobactéries. Ces derniers sont conservés sur le milieu LB.

- Milieu de sélection desrhizobactéries

L’activité antifongique des isolats bactériens a éeté testée sur milieu PDA.

- Milieu de caractérisation desrhizobactéries antagonistes
Le milieu Pikovaskey (PVK) solide et liquide additionné du bleu de bromophénol a
été utilisé pour le test de la solubilisation du phosphate (Pikovskaya, 1948).

Le milieu Trypticase de soja additionné de glycine a été utilisé pour vérifier la
capacité des isolats pré-selectionnés a produire I’acide cyanhydrique (HCN) (Bakker et
Schippers, 1987 ; Wei et al., 1991).

Le milieu solide ou liquide de Luria-Bertani additionneé de tryptophane (5¢/1) (LBT)
aété utilise, pour caractériser les isolats producteurs de AIA ou des substances apparentées
(Bric et al., 1991).

Le milieu M9 supplémentée de 10g cellulose, a été utilisé pour tester le pouvoir
hydrolytique des isolats par production de cellulases (Miller, 1974).

L activité chitinolytique a été mise en évidence sur le milieu M9 supplémenté de la
chitine Reniwick et al. (1991).
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- Milieu « Api 50 CHB/E Medium »
Le Milieu «Api 50 CHB/E Medium » a été utilisé pour la préparation de I’inoculum

bactérien pour ensemencer lagalerie Api 50 CHB.
2- Matériel végétal

Le cultivar du pois chiche (Cicer arietinumL.) ILC 482 est choisi sur la base de sa
sensibilité vis-a-vis le Fusarium oxysporum f. sp. ciceris afin d’effectuer des inoculations

artificielles. Les graines de ce cultivar ont été fournies par I’ITGC (Institut technique des

grandes cultures) de Saida

3- Matériel fongique
3.1- obtention de I’agent pathogene

Au cours de la campagne agricole 2008, Onze (11) parcelles ont été prospectées
dans quatre wilayas du nord-ouest Algérien favorables a la culture du pois
chiche (Mascara, Sidi Bel-Abbés, Mostaganem et Relizane) (Tableau 6).

Ces prospections ont été effectuées au stade de maturité physiologique du pois
chiche, en période de formation des graines pour la culture de printemps. Elles avaient
pour objectif de:

- localiser les foyers de flétrissement de pois chiche ;

- évaluer I'importance de cette maladie et identifier |es espéces responsables ;

- et confirmer l'identité de |'agent pathogene majeur responsable de la fusariose
vasculaire de pois chiche sur la base des symptbmes de la maadie et des

caractéristiques morphol ogiques des isol ats.

Le diagnostic de la fusariose vasculaire est basé sur I’observation des symptomes
visibles. Les plantes malades ayant des feuilles et des tiges jaunétres ainsi qu’une taille
réduite sont considérées fusariées et sont prélevées. Ce diagnostic est complété par des

analyses de laboratoires.

3.1.1- I solement et purification de F. oxysporum f.sp. ciceris

Les parties inférieures des tiges ont été désinfectées a I'hypochlorite de sodium a 2
% pendant 3 min, soigneusement rincées a I'eau distillée stérile et séchées entre 2 feuilles
de papier filtre stérile puis découpées en 7 fragments de 1cm et placées dans des boites de
Pétri contenant le milieu PDA (Annexe 1). Les fragments déposés dans les boites de Pétri
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sont numérotés de 0 a 7 en fonction de la position de chaque segment sur le végétal.
L'incubation a été réalisée a l'obscurité et a une température de 25° C pendant 48h a 72h.
Cette derniere est considérée comme optimale pour la croissance de ce champignon (Gupta
et al., 1986).

Les graines prélevées a partir des plantes de pois chiche malades sont désinfectées
puis incubées sur le milieu PDA dans |es mémes conditions que précédemment.

Tableau 6 : Les parcelles prospectées du pois chiche de quatre régions choisies du nord-

ouest Algérien
FET s ™ Laer Longtuce proantans
- Maoussa | P1:35°2242.20'N 0°1250.53'E |
M ascar a - Tighennif P2 : 35°24'45.37"N 0°18'45.54"E
(5 parcelles prospectées) | - Ain Farés P3:35°2827.00"N 0°14'27.13"E
- El Bordj P4 : 35°30'14.13"N 0°18'38.06"E
-Ferme expérimentale | P5: 35°22'26.67"N 0°11'1.66"E ®
Sidi Bel-Abbes (SBA) | - Tassada P6 : 35°14'33.75"N 0°45'50.94"0 %
- Sidi Lahcene P7:35°922.66"N 0°41'54.83"'0 =
M ostaganem - Sidi Lakhdar 1 P8 : 36°10'10.58"N 0°26'51.33"E
- Sidi Lakhdar 2 P9 : 36° 942.20"N 0°25'35.26"E
Relizane - Mendes 1 P10: 35°39'19.38"N 0°51'18.08"E
(2 parcelles prospectées) | - Mendes 2 P11: 35°39'21.85"N 0°51'655.14"E

3.1.2-- Purification et obtention des cultures monospor es

Les isolats de FOC ont été purifiés sous forme de monospores afin d'éviter une
dérive génétique des populations au cours des essais successifs ou nous employons des
isolements monoconidiens, assimilables a des clones. Pour deux isolats issus de chaque lot
d'échantillons, des cultures monospores sont obtenues de la maniére suivante (Belabid,
2003) :

Des cultures de FOC sur milieu PDA de 6 & 10 jours sont recouvertes par 5 ml
d'eau stérile. La surface de la colonie est grattée, et la suspension est filtrée sur un papier
filtre stérile. Cette suspension de conidies est diluée dans de I'eau digtillée stérile, de fagon

aobtenir une faible concentration avoisinant 20 microconidies/ml.
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Une goutte de la suspension contenant généralement 2 a 5 microconidies/ml est
déposée puis étal ée en stries ala surface du milieu PDA (Annexe 1) en boite Pétri.

Aprés 24 heures d’incubation, a I’obscurité a 20°C, les germinations issues d’une
microconidie unique sont d’abord repérees au fort grossissement de la loupe binoculaire
puis prélevées stérilement et déposées séparément sur le milieu PDA en boite de Pétri. Les
cultures monospores ont été repiquées dans des tubes a essais, sur le milieu PDA (Rapilly,
1968).

3.2- Identification de|'agent pathogéne

L'identification repose, dans un premier temps, sur une étude macroscopigque des
caractéeres culturaux sur milieu solide (aspect avers et revers des colonies) et dans une
seconde étape, une étude microscopique des caracteres morphologiques des organes de
reproduction asexuée et du mycélium. L'examen direct au microscope optique d'un petit
fragment de culture de champignon &gé de 5 a 7 jours entre lame et lamelle, dans une
goutte de bleu de coton permet d'observer laforme, lataille des macroconidies, l1a présence
ou |'absence de microconidies et des chlamydospores.

L'aspect microscopique des arrangements spatiaux des conidies sur les
conidiophores a été observé en réalisant une microculture du champignon sur une mince
couche de milieu PDA préparé aseptiquement sur une lame microscopique et recouverte
d'une lamelle.

Le champignon est ensemenceé sur les bords des 4 cotés de la lamelle. La lame
portant la culture est ensuite déposée dans une boite de Pétri contenant un disque de papier
filtre imbibé d'eau distillée stérile. La culture est incubée a 25°C pendant 2 a 3 jours.

L'identification des especes fongiques isolées est effectuée en utilisant les clés de
classification du genre Fusarium (Messiaen et Cassini, 1968 ; Booth, 1971 ; Nelson et al .,
1983 ; Ledlie et Summerell, 2006).

3.3- Détermination de la forme spéciale ciceris et test delavirulence

Dans le but de confirmer laforme spéciale ciceris, la pathogénicité des isolats de F.
oxysporum, isolés des segments de la tige et de semences du pois chiche a été testée sur
une variété de pois chiche, sensible au FOC (ILC 482).

La virulence des isolats de FOC a été évaluee et elle avait pour but de sélectionner

deux (02) isolats parmi le lot des plus virulents; le premier est isolé a partir des segments
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de latige aors que I’autre est isolé des semences de pois chiche. Ce dernier a été choisi

pour cette étude en raison du caractére de transmission de I’agent pathogéne.

3.3.1- Obtention des plantules du pois chiche

Pour préparer le matériel végétal, des pots de dimensions (20 x 35 cm) sont lavés
puis désinfectés a I”'hypochlorite de sodium. Ils sont ensuite remplis d'un mélange de terre
végétale-tourbe (2v :1v) stérilisé al'autoclave pendant 1 heure a 120°C ; l'autoclavage a été
répété 3 fois a 24 dheures dintervale. Des graines, du cultivar ILC 482, ont éé
désinfectées par immersion dans une solution d'hypochlorite de sodium a 2% pendant 3
minutes puis rincées 3 fois dans de I'eau digtillée stérile et séchées sur du papier filtre
stérile (Belabid et al., 2004). Elles ont ensuite é&é semées dans des pots avec un
espacement de 5 cm. Les pots ainsi préparés sont ensuite placés dans le laboratoire et
arrosés une fois par semaine.

Les plantules du pois chiche sont é evées dans les conditions suivantes :

La photopériode est de 12 heures sous un flux énergétique fourni par des tubes
fluorescents émettant une lumiere blanche, disposés a une hauteur d’environ 50 cm au
dessus des plantules;

- Latempérature : 25°C+1 lejour.
- L’humidité relative : 70 %.
Au bout de 8 jours, des plantules, arrivées au stade des deux premiéres feuilles

étal ées ont été sélectionnées pour I'inoculation.

3.3.2- Technique d'inoculation

a- Préparation del'inoculum

Le FOC est ensemence sur un milieu PDA (Annexe 1) et incubé a 25°C pendant 15
jours. Les spores ont été récoltées en grattant la surface de la culture préalablement
inondée d’eau distillée stérile et la suspension a été filtrée a travers une couche de papier
filtre stérile (El Aoufir, 2001). La concentration de la suspension en conidies du FOC a été
ajustée & I’aide de la cellule de Malassez & 10° miroconidies/ml (El Aoufir, 2001).

b- Inoculation par trempage des racines sectionnées

L’inoculation est effectuée a 8 jours, apres la levée des plantules, par trempage des

racines des jeunes plantul es dans |a suspension de microconidies.
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Les plantules du pois chiche sont retirées délicatement du pot, apres lavage de leurs
racines, et sont trempeées pendant 30 min dans un récipient contenant I’inoculum de FOC.
Les plantules inocul ées sont repiquées a raison de trois par pot. Les plantules témoins sont

trempées dans I’eau distillée stérile (EI Aoufir, 2001).

3.3.3- Evaluation de I’action de FOC et estimation des symptémes

La fusariose vasculaire se traduit par des troubles physiologiques et métaboliques
se manifestant morphol ogiquement par des jaunissements et des flétrissements des feuilles
et des plantes.

Les plantes inocul ées ont été examinées au bout de 40 jours et le nombre de feuilles
montrant des symptdémes de jaunissement a été noté pour chaque plante.

L’évaluation de la maladie a éé effectuée en fonction de la gravité
des symptdmes de 2 a 3 jours d'intervalle, en utilisant une échelle de notation proposée par
Landa et al. (1997) dlant de 0 a 4, ce classement est basé sur le pourcentage de feuillage
avec jaunissement ou une nécrose.

Cette échelle comprend :

0 = 0% (plantule saine)

1 =1-33% (Iéger jaunissement)

2 = 34-66% (jaunissement important des feuilles)

3 = 67-100% (jaunissement avec nécrose)

4 = mort de laplantule

3.3.4- Evaluation delavirulence desisolats de F. oxysporum f. sp. ciceris
Les plantes inoculées ont été examinées et le nombre de feuilles montrant des
symptémes de jaunissement a éé noté pour chaque plante. La gravité de la maadie
exprimée en incidence de la maladie (IM) a é&é évaluée par la formule (Villguan-Abgona
et al. 1996 ; El Aouifir, 2004):
Nombre de feuilles atteintes

IM/plante = x 100
Nombre total de feuilles

Les IM et par conséquent, les degrés de virulence des isolats, ont éé ordonnés en
classes: 0-20% (isolats trés peu virulents), 21-40% (isolats peu virulents), 41-60% (isolats

moyennement virulents), 61-80% (isolats virulents), 81-100% (isolats tres virulents).
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Pour vérifier I’implication de FOC dans I’infection des plantules inoculées, on
réisole le champignon a partir du collet et de latige (vérification du postulat du Koch). La
technique d’isolement est identique a celle décrite précedemment (paragraphe 3.1.1). Les

cultures fongiques obtenues sur PDA sont comparées a leurs cultures meres.

3.4- Conservation desisolatsde FOC

Deux méthodes de conservation ont été utilisees :
3.4.1- Conservation sur géloseinclinée

La méthode consiste a repiquer le champignon purifié en tubes sur le milieu PDA
incling, les cultures sont maintenues pendant 3 jours a la température de 22°C puis
stockées a 4°C pour favoriser leur viabilité et limiter les possibilités de variations (Belabid,
2003).

3.4.2- Conservation sur papier filtre

La méthode consiste a ensemencer |e champignon dans les boites de Pétri contenant
un disgque de papier filtre imbibé d'une solution nutritive pauvre (Annexe 1) et I'incuber a
22°C pendant 10 jours. Aprés le développement du champignon, les boites sont disposées
pendant une semaine, dans une étuve réglée 30°C pour le séchage du papier filtre, celui-ci
est ensuite aseptiqguement découpé en petits morceaux que |'on introduit dans des petits
tubes stériles. Les tubes hermétiquement fermeés sont conservés a la température ambiante.
Cette méthode de conservation du champignon sous formes de spores assure a l'espece une

longévité de plusieurs années (Belabid, 2003).

3.5- Caractérisation morphologique et biométrique desisolats de FOC

La collection de FOC utilisée pour étudier les caractéristiques morphologiques et
biométriques du FOC, comporte 10 isolats provenant du nord-ouest Algérien (Tableau 7)
et de différentes parties d’isolements : tiges et graines des plantes de pois chiche présentant
les symptomes caractéristiques du flétrissement vasculaire, identiques a ceux décrits par de
nombreux auteurs (Nene et Reddy, 1987 ; ElI Aoufir, 2001; Ravikumar et al., 2007 ; Ansar
Ahmad, 2010).

L’étude des ces caractéristiques a été réalisée sur un milieu PDA. Ce milieu est

communément utilisé pour caractériser les Fusarium (Tousson et Nelson, 1976).
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Tableau 7 : Les isolats de FOC utilisés dans la caractérisation morphologique et

biométrique
1 M asl (Focy) Maoussa Tiges
2 M as2 (Foc2) Ferme expérimentale Graines
3 M as3 Mascar a El Bordj Tiges
4 M as4 Tighennif Tiges
5 Shal Sidi Bel-Abbes Tassaa Tiges
6 Sha2 Sidi Lahcene
7 Mosl M ostaganem Sidi Lakhdar Tiges
8 Mos2
9 Rell Relizane Mendes Tiges
10 Rel2

3.5.1- Déter mination des mor photypes et pigmentation
Un disque de 6 mm de diameétre, d’une culture monospore agée de 6 jours, a été
ensemencé sur le milieu PDA en boite de Pétri. Apres incubation des boites a 25°C

pendant 7 jours, les morphotypes et la pigmentation de chaque isolat ont été decrits.

3.5.2- Etude biométrique des conidies et des chlamdospor es

L’examen direct au microscope photonique d’un petit fragment entre lame et
lamelle, dans une goutte de bleu de coton, permet d’effectuer les mensurations (longueur et
largeur) des macroconidies, des microconidies et de chlamydospores produites par les
isolats de FOC. Les mensurations ont été évaluées a I’aide d’un micrometre a partir d’une

culture &gée de 6 jours.

3.6- Analyses statistiques

Chaqgue expérience a fait I’objet de trois répétitions. Les analyses statistiques sont
effectuées a I’aide d’un programme informatique Statistica 8. Les résultats expérimentaux
sont comparés en utilisant le test de Newman-Keuls a 5%.
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4- M atériel bactérien (Agents antagonistes)
4.1- Prélévement et préparation des échantillons des sols rhizosphériques

Les prélévements des échantillons de sols ont été effectués dans neuf régions du
nord-ouest et nord-est Algérien : Mascara, Sidi Bel-Abbés, Tlemcen, Tiaret, Mostaganem,
Relizane, Chlef, Guelma et Constantine, pendant les mois d’Avril, Mai, Juin au cours des
années 2008, 2009 et 2010. Les sites de prélevements des échantillons sont indiqués dans

lafigure 12.

Les prélevements ont été réalisés a l'aide d'une spatule propre a une profondeur de
15-25 cm pour arracher entiérement la plante saine du pois chiche avec le sol adhéré aux
racines (la rhizosphére). Les échantillons des sols rhizosphériques prélevés ont été placés

dans des sacs, bien fermés et conservés au réfrigérateur a4°C.

La diversité des zones de préévement des échantillons des sols rhizosphériques
avait pour objectif de:

- Obtenir une collection d’isolats de rhizobactéries.

Evaluer leurs pouvoirs antagonistes pour sélectionner les espéces les plus

performantes.

Identifier les espéces les plus performantes selon des critéres morphologiques

(macroscopiques et microscopiques) physiologiques et biochimiques.

Evaluer leur effet sur I’incidence de la maladie (Flétrissement vasculaire de pois

chiche) par un essai de lutte biologique.
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® Localisations

Tiaret
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Fig. 12 : Les sites de prélévements des échantillons des sols rhizosphériques
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4.2- | solement des rhizobactéries antagonistes

Les bactéries antagonistes ont été isolées a partir des sols rhizosphériques des
plantes du pois chiche sain pour étre utilisées comme agents naturels de lutte biol ogique.

L’isolement des antagonistes rhizosphériques est performant en utilisant la

technique de suspension-dilution décrite par Fang (1998).

Le principe consiste a mettre le sol en suspension dans de I’eau distillée stérile, puis

a incorporer les différentes dilutions de cette suspension dans le milieu d’isolement.

Les racines sont d’abord débarrassées de la terre facilement détachable, ensuite de

chague échantillon sont récupérés 1 g du sol adhérent aux racines.

La préparation des dilutions consiste tout d’abord a ajouter 1 g du sol
rhizosphérique a 9 ml d’eau distillée stérile, puis a agiter pendant quelque minute, ce qui
constitue la dilution 10, Des prélévements successifs de 1 ml dans cette suspension, puis
dans les suivantes, ajoutés chaque fois a 9 ml d’eau distillée stérile, vont constituer les
dilutions 102, 103 10" 10° et 10° Rappelons que pour réaliser ces différents
prélevements, il est essentiel d’utiliser des pipettes stériles qui sont changées a chagque

dilution.

Ainsi que, 0,1 ml de différentes dilutions aqueuses de 10° & 10°® de la suspension
seraient cultivées sur des boites contenant 15 ml de milieu fondu a environ 45°C auront
ajoutés. Les boites seront agitées doucement, les boites ont été incubées a 28°C pendant
24h pour I’isolement des rhizobacteéries.

Lemilieu de culture GN (Annexe 1) est utilisé pour I’isolement des rhizobactéries.

Apreés incubation a 28°C, nous avons procédé a isoler le maximum de colonies de
rhizobctéries d'apparences différentes qui ont poussé sur le milieu de culture et chague
colonie est repiquée sur une boite de Pétri puis incubée a 28°C. La purification des
rhizobactéries ainsi isolées est obtenue par passages successifs sur le méme milieu
d’isolement.

Les boites contenant les cultures pures seront conservees a 4°C jusqu’a d'autres

examens.
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4.3- Conservation desrhizobactéries

Les rhizobactéries isolées sont conservées selon deux techniques (Boudmagh,
2007):
- Conservation en gélose inclinée sur milieu LB (Annexe 1) a 4°C pour une durée de deux
mois environ.
- Au congélateur apres une culture liquide en milieu LB (Annexe 1) et en présence du

glycérol (15 %, v/v) utilisé comme cryo-protécteur pour une durée plus longue.

5- Séection de rhizobactéries antagonistes (Activité antagoniste « in vitro » des

rhizobactéries isolées a partir de larhizosphére du pois chiche vis-avis du FOC)

La collection obtenue et qui constituée des rhizobactéries isolées a partir de la
rhizosphére du pois chiche a é&é testée pour évaluer leur pouvoir antagoniste par
confrontation directe contre deux isolats de FOC agent du flétrissement vasculaire du pois
chiche : FOCL1 et FOC2. Seulement les isolats qui ont montré une bonne action inhibitrice
envers ces deux derniers pathogénes= 20% sont retenus pour les utiliser dans les tests de la
lutte biologique.

L’activité antagoniste in vitro des isolats bactériens a été étudiée selon deux
méthodes. Elle avait pour but de sélectionner les especes les plus antagonistes sur la base
des effets inhibiteurs sur la croissance mycéienne des pathogeénes. Cing rhizobactéries les
plus performantes ont été testées in vivo contre FOC1.

5.1- Confrontation par contact direct sur milieu de culture

La méthode utilisée a é&té décrite par Landa et al. (1997) et Swain et Ray (2007) qui
consiste a ensemencer guatre pastilles gélosées de la méme bactérie isolée a une distance
de 4 cm du centre de la boite de Pétri contenant le milieu PDA (Annexe 1) puis incubées a
28°C pendant 24h.

Par la suite et aprés un jour d’incubation de cette boite de Pétri ensemencée par la
bactérie, une pastille gélosée de 6 mm de diamétre du FOC a été ensemenceée au centre de
laboite.

Le témoin est constitué par un repiquage des pathogenes au centre de la boite sans
les bactéries.

L’incubation des boites a été effectuée a 25°C pendant 6 jours.

53



Partiell : Matériel et méthodes

La lecture des résultats consiste a mesurer la distance développée par le
champignon en direction de I’antagoniste bactérien. Ainsi I’évaluation de I’inhibition
exercee par la bactérie antagoniste est estimee par le calcul du pourcentage d’inhibition de
la croissance mycélienne de FOC selon (Suarez-Estrellaet al. 2007). Apres 2 a 6 jours
d’incubation la région d’interface a été observée sous microscope optique.

(%) inhibition = (R témoin - R test) x 100
R témoin

R témoin : distance radiale max de la croissance du champignon.

R test : distance radiale sur une ligne en direction de I’antagoniste.

L’inhibition de la croissance mycélienne a été évaluée selon une échellede 0a3: 0
(pas d’inhibition), 1 (1-25%), 2 (26-50%) et 3 (51-75%) (Korsten et al., 1995).

5.2- Confrontation a distance sur milieu de culture

L’inhibition bactérienne gréce a la production des substances antifongiques
volatiles a été mesurée selon la méthode modifiée et utilisée par Fiddaman et Rossal
(1995).

Quatre disques de bactérie prélevée a partir d’une culture sur gélose nutritive ont
été placés de fagcon équidistante le long du périmétre d’une boite de Pétri contenant le
milieu PDA.

Apres incubation a 28°C pendant 24 h, une seconde boite de Pétri contenant le
milieu PDA et ensemenceée avec un disque de 6 mm de FOC au centre des la boite de Pétri
est placée au dessus de celle qui contient la bactérie apres I’enlévement des couvercles
aseptiquement ou les deux fonds adhérés sont fermés par des couches de Parafilm afin
d’éviter toute déperdition des substances volatiles.

Pour le témoin, un fond de boite contenant le milieu PDA seul est placé en dessous
d’un fond de boite contenant le pathogeéne.

Aprés six jours d’incubation & 25°C a I’obscurité, I’inhibition de la croissance

mycélienne est estimée et évaluée comme |la méthode décrite précédemment.
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6. Caractérisation des rhizobactéries antagonistes (Caractéristiques promotrices de la
croissance végétale et production de substance favorisant |a croissance des plantes)

6.1- Solubilisation de phosphate

Ce test permet d’évaluer la capacité des rhizobactéries a solubiliser les phosphates
sur milieu phosphate de Pikovskaya (PVK) (Pikovskaya, 1948). Etant un milieu de base
préconise a I’isolement des microorganismes solubilisant les phosphates insolubles, il
contient du phosphate tricalciqgue (PTC) Cag(P04), comme seule source de phosphate
(Annexe 1). Cetest est réalisé par deux méthodes :

Test de solubilisation sur milieu solide

La capacité des rhizobactéries antagonistes sélectionnées a dissoudre le PTC a été
testée selon la méthode décrite par Konate (2007). Le test de solubilisation du phosphate a
été effectué sur milieu Pikovaskey solide additionné de bleu de bromophénol (Pikovskaya,
1948). Les boites de Pétri sont inoculées avec 10p! de suspensions bactériennes issues de
pré-cultures fraiches agées d’un jour. Les boites sont incubées a 28°C. La lecture des
résultats est effectuée apres 7 jours par la mesure du diameétre de solubilisation (halo +
colonie) en comparaison avec le diamétre de la colonie bactérienne qui représente le
témoin. L'indice de solubilisation est ensuite calculé par le rapport du diametre total

(halo+colonie) et le diamétre de la colonie (Edi-Premono et al., 1996).
Test de solubilisation en milieu liquide

Pour une estimation quantitative du phosphate solubilisé, 100 pl des cultures
bactériennes sont ensemencées dans 5ml de milieu PVK liquide additionné de bleu de
bromophénol puis incubées a 30°C pendant 7 jours sous agitation modérée. Les cultures
sont ensuite centrifugées a 3000 rpm pendant 20mn. La quantité du phosphore soluble est
mesurée dans le surnageant par la méthode colorimétrique de Olsen (Olsen et Sommers,
1982). Dans une fiole de 50 ml contenant 1 ml du surnageant, sont gjoutés 10 ml de
molybdate d’ammonium ((NHz)2 M0oO4) a 12 mM et 1 ml de chlorure d'étain (SnCly) 5
mM. Le volume est ajusté & 50 ml avec de I’eau distillée. L’intensité de la couleur bleue
mesurée a 620 nm est directement proportionnelle a la concentration de phosphates dans
I’échantillon. Une courbe d’étalonnage standard est effectuée avec une solution de KH,PO,
(Olsen et Sommers, 1982).
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6.2- Production d’acide cyanhydrique (HCN) (Cyanogenese)

La capacité des isolats pré-sélectionnés a produire I’acide cyanhydrique a été
vérifiée selon la méthode de Bakker et Schippers (1987) et Wel et al. (1991). Ainsi, chague
isolat a été inoculé, a I’aide d’une anse sous forme de stries, sur une boite de Pétri
contenant le milieu Trypticase de soja additionné de glycine (Annexe 1). Un papier filtre
stérile de 9 cm de diamétre, est déposé dans le couvercle de chaque boite de Pétri en
position inversée. Ce papier est par la suite imprégné d’une solution de couleur jaune
contenant I’acide picrique et le carbonate de sodium (Miller et Higgins, 1970 cité par
Rangarg et al., 2002). Les boites de Pétri sont scellées avec du parafilm et gardées en
position inverse dans un incubateur a 28°C pendant 5 jours. Les boites sont vérifiées
quotidiennement afin d’identifier les isolats HCN".

La production d’acide cyanhydrique (HCN) a été évaluée par le changement de
couleur observeée sur le papier filtre virée du jaune au marron ou au marron-rougeétre. La
réaction a été marquée comme faible (marron claire), modérée (marron foncé) et forte
(marron rougeétre) (Mallesh, 2008).

6.3- Production d’acideindole acétique (Al A)

Production d’acide indole acétique (AlA) sur milieu solide

La capacité des isolats pré-sélectionnés a produire I’AIA ou des substances
apparentées a été vérifiée selon la méthode modifiée de Bric et al., 1991. Chague isolat a
été inoculé, a I’aide d’une anse sous forme de stries, sur une boite de Pétri contenant le
milieu Luria-Bertani solide additionné de tryptophane (5g/1) (LBT) (Annexe 1). Un papier
Watmann N°.2 stérile de 9 cm de diamétre, est déposé directement sur le milieu LBT. Les
boites de Pétris inoculées, ont éé incubées en position inversée a 30°C. Aprés 3 jours
d’incubation, le papier Watmann dont les colonies montrent une bonne croissance, a été
imprégné de 2,5 ml du réactif de Salkowski puis ré-incubé pendant 20mn a I’obscurite.

Les bactéries qui synthétisent de I’AlA sont identifiées par le changement de

couleur (rose-rouge) observée.

Production d’acide indole acétique (AlA) en milieu liquide

La production de I’AIA est testée sur milieu Luria-Bertani liquide additionné de
tryptophane (5g/1) (Bric et al., 1991) (Annexe 1). Le milieu est ensemencé par 100 ul des

cultures bactériennes incubées a 30°C/96 h. Le dosage colorimétrique est réalisé selon la
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méthode de Loper et Scroth (1986). Les cultures sont centrifugées a 5000 rpm/ 20min. 1ml
du surnageant est additionné de 2 ml du réactif de Salkowski (50ml d’acide perchlorique
35% et 1ml de FeCl; a 0.5 M). La densité optique est mesurée a 535 nm aprés 20 mn
d’incubation a I’obscurité. Les concentrations de I’AlA sont déterminées a I’aide d’une

courbe d’étalonnage obtenue dans un intervalle 0 210> M d’AlA.

6.4- Production d’enzymes

Cellulases

La production de cellulases est déterminée selon la méthode décrite par Cattelan et
al. (1999). Le milieu M9 (Miller, 1974) supplémentée de 10 g de cellulose et 1,2 g d’extrait
de levures, est utilisée pour tester le pouvoir hydrolytique par production de cellulases. Les
isolats sont étalés puis incubés pendant 8 jours a 28°C. Le développement d’un halo clair

autour des colonies indique une réaction positive (Vermaet al., 2007).

Chitinases

L’activité chitinolytique est estimée selon la méthode décrite par Reniwick et al.
(1991) sur le milieu M9 supplémenté de la chitine. La formation d’halos clairs autour des
colonies aprés 5 jours d’incubation a 30° C indique une chitinase positive (Nak et
Sakthivel, 2006).

6.5- Analyses statistiques

Pour chaque paramétre étudié (la solubilisation des phosphates, la production de
I’AlA, I’HCN et des enzymes), une anayse de la variance (ANOVA) a été effectuée par le
logiciel de traitement statistique Statistica 8. Le test de Newman-Keuls est utilisé pour

comparer les moyennes pour ces parametres chaque fois que le F calcul é était significatif.

Une analyse des composantes principales (ACP) a été réaisée pour tous les
paramétres PGPR étudiés, y compris I’activité antifongique, dans le but d’établir une
relation entre plusieurs variables et definir le comportement d’individus vis-a-vis de ces
variables. Cette méthode statistique a été auss utilisée dans le but de procéder a un choix
des isolats de Bacillus les plus performantes par le biais de la mesure de leurs capacités
PGPR.
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7- ldentification desrhizobactéries

Suite aux tests d'antagonisme que nous avons effectué entre les isolats antagonistes
et les deux isolats phytopathogénes (FOC1 et FOC2), cing isolats de rhizobactéries
antagonistes (Rb29, Rb4, Rb6, Rb12 et Rb15) sont retenus pour identification.

L'identification de ces rhizobactéries isolées est réalisée en se basant sur les études

morphologique, biochimique et physiologique.

L’identification préliminaire des especes de Bacillus spp. est essentiellement basée
sur les caractéristiques morphol ogiques (morphologie cellulaire), la coloration de Gram, la
mobilité, la recherche de la catalase et de I’oxydase, voie d’utilisation du glucose, ainsi que
I’étude des caracteéristiques physiologiques et biochimiques (Holt et al., 1994).

Dans un premier temps, NOUS NOUS SOMMes assurés de |'appartenance de nos isolats

au genre Bacillus (Claus et Berkeley, 1986) par |'étude de :

" |es caractéristiques des colonies ont été étudiées sur des cultures de 48 h en GN et TSA
(Annexe 1),

= |a présence de spores, aspect, position et leur forme qui ont été observes,

= lamobilité qui a été appréciée en utilisant la gélose molle au Mannitol.

= |amorphologie des bactéries microscopiquement, leur arrangement, le type de Gram et le
degré de pureté de la culture.

La présence de la catalase est un test standardisé pour les identifications
bactériologiques. Il a été réalisé sur des colonies pures et bien isolées. Cette enzyme ferro-
protéique, présente chez de nombreuses bactéries, est décelée en déposant une goutte de
péroxyde d'hydrogene (H2O,) a 1,5 % sur une colonie &gée de 24 h (gélose nutritive).
L'apparition de bulles au niveau de la colonie indique que la souche est catalase positive,
sinon elle est catalase négative (Prescott et al., 2003).

La recherche de I'oxydase est un test qui permet la détection de la phényléne-
diamine-oxydase ou le cytochrome oxydase ; enzyme entrant dans divers couples
d'oxydoréduction. Le test est réalisé en frottant une culture de 24 h en gélose nutritive sur
un disque imprégné de diméthyl-p-phényléne diamine (bioMérieux). L’isolat est oxydase-
positive s la colonie devient violet foncé puis noire, sinon elle est oxydase-négative
(Prescott et al., 2003).
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La recherche de caractéres biochimiques a ensuite été effectuée a l'aide des
gaeries APl 50 CHB et 20E (Logan et al., 2000).

La gaerie Api 50 CHB (REF 50 430), en combinaison avec le milieu "Api 50
CHB/E Medium™ pour la préparation de I’inoculum bactérien, est une version miniaturisee,
standardisée et automatisée des techniques biochimiques conventionnelles permettant
d’identifier des Bacillus et apparentés, des Enterobacteriaceae et Vibrionaceae. Le
systeme se présente sous forme de galeries d’identification, avec une serie de tube-cupules
préte a I’emploi et contenant des substrats lyophilisés nécessaires aux différents tests
biochimiques. Cette gaerie est composée de 50 microtubes contenant des substrats
déshydratés, qui appartiennent aux hydrates de carbone et dérivés. Ils permettent de
réaliser 49 tests de fermentation aprés inoculation de la galerie avec Api 50 CHB/E
Medium. La galerie APl 20E (REF 20 100/20 160) est utilisée en complément de la
gaerie API 50 CHB. La galerie API 20E contient 20 tests enzymatiques et de fermentation
des sucres, permettent I’identification des bacilles.

En suivant les recommandations du fabriquant (Biomerieux, FRANCE), les
gaeries ont été inoculées et incubées a une température de 30 °C au moins pendant 24h et

48 heures (Annexe 2).

La lecture des galeries d’Api 50 CHB est effectuée en recherchant dans chaque tube
I’acidification produite qui se traduit par le virage au jaune du rouge de phénol contenu
dans le milieu. Pour le test esculine (tube n° 25), on observe un virage du rouge au noir.

L'ensemble des résultats des galeries permettent d'établir un profil biochimique de
I"isolat étudié. Le profil a été identifié en utilisant le logiciel d'identification apiweb ™
apres authentification sur le site du fabriquant (https://apiweb.biomerieux.com) qui permet
de comparer les profils obtenus a ceux correspondant aux genres et especes bactériennes en
se basant sur une base de données régulierement mise ajour. Il en découle une proposition

des noms du genre et de |'espece auxquelsisolat est apparenté.

Un isolat afait I’objet d’une identification génotypique, classé morphologiquement
et physiologiguement selon le genre Baillus. L’isolat Rb29 a été confié a I’institut pasteur
de Paris (Pdle d’identification bactérienne) pour une identification moléculaire par le
sequencage du gene rrs (ARNr 16S). Elle a portée sur I’amplification puis le séquencage
du géne rrs codant I’ARN ribosomal 16 S suivi de la comparaison de la séquence obtenue

a des bases de données (Figure 13).
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La colonie bactérienne a identifier est smplement lysée. Le géne rrs codant pour
I’ARNr 16 S est amplifié par Polymerase Chain Reaction (PCR) en utilisant deux amorces
universelles compléementaires des extrémités 5’ et 3’ conservées. Un fragment est ainsi
obtenu. Ce produit d’amplification est ensuite séquencé par un séquenceur Ssemi-
automatique. Pour la séquence obtenue, des séquences homologues sont recherchées dans
des banques de données via le réseau Internet a I’aide des programmes BLASTN du
National Center for Biotechnology Information (NCBI) ou BIBI pour Bio Informatic
Bacterial Identification de I’Université de Lyon. Le logiciel fournit un pourcentage
d’homologie entre la séquence étudiée et celles contenues dans les banques de données
(Wilhem et al., 2005).

La souche bactérienne peut enfin étre positionnée parmi I’ensemble des especes
connues sous forme d’un arbre phylogénétique construit par un logiciel.

Au Centre d’ldentification Moleculaire des Bactéries de [I’Institut Pasteur,
I’identification n’est terminée qu’apres obtention d’un arbre phylogénétique en tenant
compte de I’homologie / hétérogénéité des especes concernées et de la netteté de la

séparation des especes proches.
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Fig. 13 : Les étapes de I’identification bactérienne par sequencage du gene rrs codant
I’ARN ribosomal 16 S (Wilhelm et al., 2005).
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8- Efficacité in vivo de quelques isolats de Bacillus spp. sur FOC en pots et en plein
champ

8.1- Efficacitéin vivo de quelquesisolats de Bacillus spp. sur I’incidence de la maladie

Cing isolats de Bacillus spp., les plus performants in vitro, ont été sélectionnés pour
testés leur efficacité in vivo, en pots et en plein champ

a- Préparation desgraines, del'inoculum de FOC et de Bacillus spp.

Les graines de cultivar ILC482 de pois chiche sont préparées comme décrite
précédemment (paragraphe 3.3.1).

La technique de préparation de I'inoculum de FOC est identique a celle décrite
précédemment (paragraphe 3.3.2-3).

Les isolats bactériens ont éé cultivés dans un bouillon nutritif sur un agitateur
rotatif & 28°C et 180 tours par minute pendant 24 h. La suspension a été centrifugée dans
des tubes en plastique stériles d’une capacité de 50 ml a 5000 rpm pendant 10 min. Le
surnageant est recueilli et la densité de la suspension a été ajustée par de I’eau distillée
stérile pour donner une concentration finale de 10° bactéries/ml (Idris et al., 2007).

b- Inoculation et traitement des graines

L’inoculation par le champignon phytopathogene FOC1 a éé rédisee par
immersion des graines dans une suspension de spores de 10° miroconidies/ml pendant 30
min.

La bactérisation par trempage a été utilisée pour traiter les graines dans chaque
inoculum bactérien (10° bactéries/ml) pendant 30 min.

Les graines bactérisées et inoculées par FOC1 sont immergées dans un mélange
(v/v) constitue d’une suspension de spores de FOC1 et d’une suspension bactérienne pour
chague bactérie antagoni ste sél ectionner.

Les graines du témoin sont immergées dans I’eau distillée stérile.

c- Semi desgraines en pot et en plein champ

Des pots en plastique (15 cm de diametre et 20 cm de hauteur), préal ablement
désinfectés par I'hypochlorite de sodium (2 %), ont été remplis par le substrat désinfecté
compose du mélange terre végétale — tourbe (2v : 1v). En suite, un semis a été réaisé a

raison de trois graines par pot et 3 pots pour chaque traitement. L’expérimentation est
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réalisée au niveau du laboratoire L.R.S.B.G de I'université de Mascara durant une période
de 40 jours. Les plantules du pois chiche sont élevées dans les mémes conditions décrites
précédemment (paragraphe 3.3.1-).

Un semis en plein champ a été effectué le 02 mars 2009 a la ferme expérimentale
de I"université de Mascara (attitude 494 m, latitude 35°22'26.67"N, longitude 0°11'1.66"E).
Le sol est de texture argilo-sableuse et de pH égal a7,2. Le semis aétéréaisé araison de 3
blocs pour chague traitement. Chague bloc comportait 3 lignes pour un total de 24 graines.

Les 4 types de traitements étaient : (1) des graines saines (témoin) non infectées par
FOCL et non traitées par Bacillus spp. ; (2) des graines inoculées uniquement par FOC1 ;
(3) des graines inoculées par FOCL et traitées par Bacillus spp. ; (4) des graines traitées

uniquement par Bacillus spp.

d- Evaluation de I’efficacité de Bacillus spp. sur FOC in vivo
Des estimations de I’incidence (IM) et le pourcentage de réduction (RM) de la
maladie des plantes inoculées par FOC1 et traitées avec Bacillus spp. par rapport aux

plantes inocul ées uniquement par FOC1 ont été réalises.

L’incidence de lamaladie (IM) a été calculée par la formule suivante (Landa et al.,
1997):
IM (%) = (nombre de plantes infectées / nombre total de plantes) x100

Le pourcentage de réduction de la maladie (RM) a été calculé en fonction de
I’indice de gravité de lamaladie (Villajuan-Abgona et al., 1996).
RM (%) =[ (A-B)/A x100]

Ou : A est I'indice de gravité de lamaladie due uniquement par FOCL1 et
B est I'indice de gravité de la maladie aprés inoculation par FOC1 et bactérisation
par Bacillus spp.
La maladie a été évaluée en fonction de la gravité des symptémes, en utilisant une
échelle de notation proposée par Landa et al. (1997) allant de 0 a 4 et qui a été décrit
précédemment (3.3.3- Evaluation de I’action de FOC et estimation des symptdmes).
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8.2- Efficacité in vivo de quelques isolats de Bacillus spp. sur la croissance et le

rendement de pois chiche

Les parametres de croissance ont éé mesurés alafin de la période végétative, soit 4
mois au stade de maturation des gousses en plein champ.

Les plantes issues de chague traitement ont fait I'objet de mesures et de comptages.

Les paramétres étudiés sont la hauteur des plantes (H), le nombre total de gousses
(Nt Go), le nombre de gousses par plante (Go/pl), le nombre total de graines (Nt Gr), le
nombre de graines par plante (Gr/pl), le nombre de graines par gousse (Gr/Go), le poids
total graine (Pt Gr) et le poids de 100 graines (P100).

8.3-Analyse statistique

L es données obtenues pour chaque traitement ont fait I’objet d’analyses statistiques.
Des anayses de la variance (ANOVA) ont été effectuées. Le test de Newman-Keuls est
utilisé pour comparer les moyennes pour ces parameétres chagque fois que le F calculé était

significatif.
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Cﬁapz‘fm {:

I mportance du flétrissement vasculaire du pois chiche dansle nord-ouest Algérien

1.1- Introduction

Chague recherche dans le cadre de la lutte biologique ne saurait étre efficace que s
on menait au préalable une étude approfondie de I’agent pathogéne responsable de la
maladie pour laquelle la méthode de lutte fiable va étre recherchée. Linderman (1983) cité
par Boudyach (2004), avance que la maitrise d’une lutte biologique contre un agent
phytopathogene donné nécessite la connaissance de la biologie du pathogene et de la
maladie qu’il cause ainsi que sa distribution géographique et les facteurs abiotiques, qui
agissent sur I’expression de lamaladie.

En Algérie, les études effectuées sur la pathologie du pois chiche ont surtout porté
sur I'anthracnose (Bouznad et al., 1996 ; Mabsoute et al., 1996 ; Benzohra et al., 2012 ;
Benzohra et al., 2013), véritable obstacle a la culture auquel saoute le flétrissement
vasculaire (Labdi, 1990). Peu de connaissances sont acquises concernant le flétrissement
vasculaire induit par le FOC en Algérie. Aussi, dans le cadre de ce travail, des isolements
de I'agent pathogene ont éte effectués a partir des échantillons infectés en vue de constituer
une collection disolats de FOC. Son pouvoir pathogéne a été examiné dans le but de

préciser son réle dans |a manifestation des symptémes observés au champ.

Dans le but d’approfondir nos connaissances acquises lors de [I’étude
bibliographique relative au FOC, nous avons consacré une partie de cette recherche a
I’étude de ce champignon phytopathogéne. L’objectif de cette démarche est de :

i.  préparer d’abord une collection d’isolats de FOC.
ii.  ensuite d’évaluer le pouvoir pathogéne de cesisolats.

iii. Apreslaréaisation de (i et ii), les deux isolats les plus virulents seront sélectionnés
pour le criblage des antagonistes et également selon leur agressivité afin d’effectuer

les essais de la lutte biologique.
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1.2- Symptomatologie

Les prospections effectuées dans les quatre régions du nord-ouest Algérien:
Mascara, Sidi Bel-Abbés, Mostaganem et Relizane, comprenant 11 champs de pois chiche
nous ont permis de détecter la présence des symptémes de la fusariose vasculaire dans tous

les champs prospectés.

Les symptomes typiques de la fusariose vasculaire du pois chiche se manifestent
plus tard sous forme d'un jaunissement vasculaire partiel ou total du feuillage qui avait
atteint d'abord les feuilles les plus basses et qui avait progresse vers le haut (Figure 14 et
15). Ce cas était le plus fréguent dans toutes les parcelles prospectées. Les vaisseaux
conducteurs de la tige des plantes malades présentent une décoloration. Le systéme

racinaire des plantes malades présente une réduction des ramifications secondaires.

1.3- Isolement de FOC a partir detige et graine du pois chiche

Le pourcentage d’isolements calculés pour chaque région, représente le nombre
d’isolements positifs de FOC rapporté au nombre d’isolements effectués. Les résultats
montrent que FOC est présent dans toutes les régions prospectées. Le pourcentage de
I’isolement de ce champignon est variable et élevé, compris entre 69 et 100%. Cette
différence de pourcentage est probablement due aux conditions climatiques qui
déterminent I’expression précoce ou tardive de I’attaque et a la spécificité de la région.

Le FOC a été le seul champignon qui fat isolé a partir des tiges (Figure 16) avec
une fréquence qui a atteint des valeurs supérieures a 60 % au stade de formation des
graines.

Concernant les graines issues des plantes malades, aucun isolement de champignon
pathogene n’a été obtenu aux parcelles des régions prospectées a I’exception de la région
de Mascara ou les analyses réalisées sur les semences du pois chiche ont montré la

présence d’un seul thalle correspondant au champignon recherché.

1.4- Pathogénicité desisolats de F. oxysporum

L’ensemble des isolats de F. oxysporum, isolés soit a partir des segments de latige
ou a partir des graines de pois chiche ont manifesté les mémes symptomes caractéristiques
de la fusariose vasculaire sur le cultivar ILC 482. Ces symptdmes sont identiques a ceux
observés en plein champs. De mémes, les cultures fongiques issues des isolements
effectués a partir des plantules inoculées artificiellement sont morphologiquement
identiques a leurs cultures meres respectives.
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L'induction de la maladie et la reproduction des mémes symptémes témoignent de
I'appartenance des isolats inoculés a la forme spéciale ciceris. Le réisolement du FOC
effectué a partir des plantes inoculées a permis de confirmer I'implication de cet agent

pathogene dans I'induction du flétrissement vasculaire (Figure 17).

1.5- Evaluation de I’'incidence de maladie et la virulence desisolats de FOC

Parmi les isolats obtenus a partir des tiges et des semences de plantes présentant des
symptoémes de flétrissement, 10 ont été choisis en fonction de |'organe d'isolement et de la
région dont ils étaient issus. Leur virulence vis-&vis du cultivar ILC 482, connu pour sa
sensibilité enversle FOC a été évaluée.

Les résultats présentés dans le tableau 8, indiquent que I’ensemble des isolats
inoculés a la variété ILC 482 a provoqué des symptomes typiques de la fusariose
vasculaire du pois chiche. Les symptdmes s’observent généralement des la troisieme
semaine d’inoculation, pour l'ensemble des isolats. Les symptdmes consistent en un
jaunissement qui avait progressé depuis les feuilles les plus basses vers les parties apicales
(Figure 18), avec une chute des folioles nécrosées et un brunissement des tissus
vasculaires. De tels symptdémes caractéristiques du flétrissement, éaient similaires a ceux
observés au champ, leur sévérité avait varié en fonction de I'isolat inoculé a la plante hote.
Durant toute la durée de I'essai, |es plantes témoins maintenues dans les mémes conditions
que les plantes inocul ées n'avaient manifesté d’aucun symptome.

L'incidence de la maladie (IM) a été caculée 40 jours aprés l'inoculation. Les
degrés de virulence des isolats sont groupés en 5 classes: 0-20% (trés peu virulents); 21-
40% (peu virulents); 41-60% (moyennement virulents); 61-80% (virulents); 81-100% (trés

virulents).

Les 10 isolats ont montré une variabilité de la virulence (Tableau 8), les incidences
de la maladie (IM) variaient entre 18,6% et 100%. Parmi les 10 isolats de FOC testés,
54,5% se sont révélés moyennement virulents. 1l ressort de cette étude que 2 isolats se sont
révélés virulents avec un IM se situant entre 61 et 80% et seulement un isolat semble étre

trésvirulent.

L'analyse de la variance des résultats obtenus apres 40 jours d'inoculation (Annexe
3), a montré des différences significatives entre les 10 isolats. L’IM calculée a permis de

classer lesisolats en cing groupes homogenes (Tableau 9).
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Fig. 14 : Un plant du pois chiche cultivé présentant un jaunissement des feuilles :
symptodmes causes par FOC (Région de Mascara)

Fig. 15 : Symptdmes de la fusariose vasculaire causés par FOC d’un plant cultivé du pois
chiche (a droite) en comparaison avec un plant sain (& gauche) du méme champ.
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Fig. 16 : Développement du FOC a partir de fragments d'une tige () et des graines (b)
affectées par |e flétrissement

Fig. 17 : Réisolement de FOC a partir de fragments d'unetige

Tableau 8 : Classement desisolats de FOC selon I’origine d’isolement et les incidences de
lamaladie (IM) induites

Origine Nombre des Nombredesisolats/ Classe d’IM (%)

aiEs el iolats 170 502140 | 4160 | 61-80 | 81-100
Mascara 04 Mas4 et Mas3 Mas2 (FOC2) Masl(FOC1)
Sidi Bel-Abbés 02 Sbal Sha2
M ostaganem 02 Mosl Mos2
Relizane 02 Rell Rel 2
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Fig. 18 : Comportement de la variété du pois chiche ILC 482 inocul ée par FOC

Tableau 9 : Incidence de lamaladie (IM en %) desisolats de FOC classés en 5 groupes

Moyenne M * +

I solats Erreur standard Groupes
Mas 1(FOC1) 98%+1,58 Groupe 1 : isolat trés virulent
M as2(FOC?2) 75°+1,29 Groupe 2 : isolats virulents
Sha2 75°+1,29
Mas4 511,29
Rel2 49°%1,29
Shal 47°%+1,29 Groupe 3 : isolats moyennement virulents
Mosl 45%+1,29
Mas3 44°+1,29
M os2 30%1,29 Groupe 4 : isolats peu virulents
Rell 17'+1,29 Groupe 5 : isolat trés peu virulent

* Test de Newman-Keuls a5%
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1.6- Caractérisation morphologique et biométrique

Une éude morphologique de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris a porté sur les
caracteres culturaux (aspects du mycélium aérien, pigmentation du thalle et du mycélium)
ains que les caractéristiques biométriques des spores (macro et microconidies) et la
présence ou absence des chlamydospores.

Contrairement a beaucoup d'autres champignons pour lesquels I'aspect cultura de
la colonie n'est pas pris en considération, |'expérience a montré qu'il n'en est pas de méme
pour les Fusarium spp. C'est ce qui hous a ameneé au cours de nos isolements pratiqués de
différents organes (tiges et semences), a retenir ce critére dans une premiére approche a
I'identification des isolats.

Notons que I'aspect général d'une colonie, est déterminé par la couleur de la

colonie, satexture et enfin la présence de chlamydospores.

1.6.1- Caractérisation culturale

Dans I’ensemble des essais réalisés, trois morphotypes mycéliens ont été
rencontrés. cotonneux, duveteux et ras mugueux; par contre, les types sporodochial,
pionnotal et sclérotial n’ont pas été observés. La description des trois morphotypes
(cotonneux, duveteux et ras muqueux) est la suivante (Figure 19):

L e type cotonneux se caractérise par un mycélium aérien qui est trés abondant et
vigoureux, épais et dense. Le type duveteux se présente par un mycélium aérien qui est
assez court, mais dense, portant de nombreuses microconidies. Les chlamydospores se
forment tardivement. Quelques isolats sont caractérises par le type ras muqueux. Ce
morphotype ne présente pas de mycélium aérien. Les microconidies sont abondantes, les
macroconidies sont rares alors que les chlamydospores sont abondantes et tardives.

L'observation des caractéres morphologiques des isolats retenus (Tableau 10 et
Figure 19) arévélé une hétérogénéité au sein de laforme spéciale ciceris.

A travers cette étude, nous avons pu relever une pigmentation trés diversifiée sur le
milieu PDA. Aprés 6 jours d’incubation, le mycélium présente des pigmentations blanche,
rose, saumon et violette (Figure 20). La pigmentation blanchétre semble étre mgjoritaire et
elle est rencontrée chez 6 isolats (Masl, Mas4, Sha2, Mosl, Mos2, Rel1). En revanche,
elle est violette chez 2 isolats (Mas2, Shal), par contre les deux pigmentations Saumon et
rose n’ont été signalées respectivement que chez 2 isolats (Mas3) et (Rel2).
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Tableau 10 : Caractéristiques culturales des morphotypes de 10 isolats de FOC

Masl(FOC1) Tige Cotonneux Blanc +

Mascara |Mas2(FOC2)| Graine Duveteux Violet +
Mas3 Tige Cotonneux Saumon +

Mas4 Tige Ras muqueux | Blanc +

Sidi Be- | Sbal Tige Duveteux Violet +
Abbés Sha2 Cotonneux Blanc +
M ostaganem Mosl Tige Cotonneux Blanc +
M os2 Duveteux Blanc +

Relizane Rell Tige Ras muqueux | Blanc +
Rel2 Cotonneux Rose +

Fig. 19 : Morphotype cotonneux (a),
duveteux (b) et ras mugueux (c) de FOC

sur lemilieu PDA.
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Fig. 20 : Cultures de FOC montrant les pigmentations du thalle (aprés 6 jours d’incubation
sur lemilieu PDA). a: blanc; b : violet; c: rose; d : Saumon
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1.6.2- Caractéristiques biométriques des spores
Les mensurations des macroconidies et des microconidies produites par les isolats
de FOC figurent dans |e tableau 11.

a- Lesmicroconidies

L’ensemble des 10 isolats étudiés est caracterisé par la présence abondante de
microconidies ovales, droites ou incurvées (Figure 21), portées par des conidiophores
ramifiés. Elles sont généralement unicellulaires et mesurent 3,25 & 4,25 de large et 6,47 a
9,06 um de long. L’analyse statistique portant sur la longueur et la largeur des
microconidies (Annexe 3) nous a montré qu'il n’existe pas de différences significatives
entre les 10 isolats de FOC. Les longueurs et les largeurs de microconidies sont
homogenes. Cette homogénéité a donné de corrélation de r = 0,91 entre les mensurations
de la largeur et de la longueur des microconidies des 10 isolats a origine geéographique

différente.

b- Lesmacroconidies

La production des macroconidies est trés faible chez FOC. Les macroconidies sont
souvent |égerement arquées (Figure 21); elles sont formées de 3 a 5 cellules et leur
dimension varie de 3,55 a 4,25 de long et de 29 a 37,1 um de large. Ces spores sont
regroupées sous forme de fausses tétes séches a I’extrémité de microconidiophores
alongés, dispersés sur le filament mycélien. Les résultats de I’analyse statistique des
mensurations de lalongueur et la largeur des macroconidies ne sont pas significatifs a5 %
et 1 % (Annexe 3). L’analyse de la variance a permis de distinguer que les isolats de FOC
sont homogenes.

Cette éude montre donc que les mensurations en longueur et largeur des
macroconidies sont homogénes. Cette homogénéité a donné une corrélation entre la
longueur et la largeur des macroconidies (r = 0,79) des 10 isolats a origine géographique

différente.

c- Leschlamydospores
Aprés 2 a 3 semaines de culture, de nombreuses chlamydospores intercalaires ou
terminales apparaissent sur le mycélium et rarement sur les macroconidies. Elles sont
arrondies, en ballonnet, avec une double paroi tres caractéristique et leur dimension est

8,10 um de diametre. L ensemble des isolats produit des chlamydospores (Figure 21).
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Tableau 11 : Mensurations (um) des microconidies et des macroconidies de 10 isolats de

FOC
I solats Microconidies Macroconidies
Longueur (um) | Largeur (um) | Longueur (um) | Largeur (um)

Masl 6,47 3,25 37,1 4,25
Mas2 6,47 3,25 32,25 3,55
Mas3 9 39 35,5 39
Mas4 6,47 3,25 32,25 3,55
Sbhal 6,47 3,25 29 3,55
Sha2 6,47 3,25 29 3,55
Mosl 6,47 3,25 35,5 4,25
M os2 6,47 3,25 30 3,87
Rell 9,06 4,25 35,5 4,25
Rel2 8,67 3,55 32,25 3,55
Moyenne 7,20 3,44 32,83 3,83

Fig. 21 : Microconidies (a)

macroconidies (b) et
chlamydospores de FOC

(grossissement 40X)
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1.7- Discussion

Les symptomes de flétrissement vasculaire observés dans les parcelles prospectées
sont similaires a ceux rapportés en Californie (Westerlund et al., 1974), en Inde (Nene et
Reddy, 1987; Haware, 1988), en Espagne (Jiménez-Gasco et Jiménez-Diaz, 2003), au
Maroc (El Aoufir, 2001). Les symptdmes les plus fréquemment observés dans les champs
visités étaient le jaunissement vasculaire induit par le FOC tel quil a été rapporté en
Espagne et qui correspond au flétrissement tardif décrit par Jiménez Jiménez-Diaz et al.,
2015. Cependant, pour certaines plantes, le FOC avait induit un flétrissement typique
précoce qui correspond au "Wilt" décrit par divers auteurs (EI Aoufir, 2001 ; Jiménez-
Gasco and Jiménez-Diaz, 2003 ; Jiménez-Diaz et al., 2015). Ce type de flétrissement qui
est apparu au stade préfloraison et qui a abouti a la mort des plantes avant qu'elles
n'atteignent le stade floraison cause plus de pertes que e jaunissement vasculaire progressif
qui apparaisse plus tardivement, ne soppose pas a la formation des gousses. Néanmoins,
I'observation de ces derniéres avait souvent révélé la présence de graines atrophiées, ce qui
est en accord avec I'observation de Navas-Cortes et al. (2000).

La manifestation de ces deux types de symptémes avec une fréquence plus grande
du jaunissement vasculaire a été rapportée dans les cas d'attague du melon par le Fusarium
oxysporum f. sp. melonis (Mas et Risser, 1966). |l est probable aussi que I'évolution de la
fréquence d'isolement soit le résultat d'une augmentation avec I'ége de la sensibilité de la
plante vis-a-vis du Fusarium telle qu'elle a été démontrée par les auteurs Gupta et al.
(1987) et Van Rheenen et al. (1988). Des résultats similaires ont été démontrés par
Essalmani (2004) ou il apparait que la sensibilité des plantes de lentille est plus accrue
lorsqu’elles sont &gées de 14 jours. En effet, ces plantes secretent des substances favorisant
la germination des spores de F. oxysporum f.sp. lentis tandis qu’a 21 jours il y a
production par les racines d’un exsudat renfermant la glycine et la phénylalanine qui
limitent la germination des spores de ce champignon (Claudius et Mehrotra, 1973 cité par
Essalmani, 2004). Par ailleurs, I’inoculation des plantes du pois chiche en les arrachant de
leur substrat et en immergent leurs racines aprés avoir été sectionnées dans une suspension
de spores permet la manifestation rapide des symptébmes de la fusariose apres 14 jours
d’inoculation. Il est connu que les blessures occasionnées au niveau des racines, facilitent
I’entrée du flux de spores (Latin et Snell, 1986) et donc la précocité d’apparition des
symptomes (Amstrong et Amstong, 1974).
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Le systéme racinaire est entierement exposé ce qui permet a un grand nombre de
site d’infection d’étre en contact avec I’inoculum (Rush et Kraft, 1986). Notamment, une
certaine proportionnalité existe entre le nombre de site d’infection et le développement
rapide de la fusariose (Nyvall et Haglund, 1972). L’inoculation par immersion des racines
sectionnées dans une suspension de spores est considérée comme une méthode
déterminante de |a pathogénécité mais ne tient pas compte de I’effet de I’h6te au niveau de
la rhizosphére ni des effets des interactions possible entre I’agent pathogene et les

microorganismes du sol.

La caractérisation morphologique de F. oxysporum est basée sur la forme et la
structure des trois types de spores asexuées a savoir : les microconidies, les macroconidies
et les chlamydospores (Nelson et al., 1983 ; Beckman, 1987). Ces spores sont produites sur
des monophialides et des sporodochies, et sont dispersées librement sur la surface d'un
mycélium (Griffin, 1994). Les chlamydospores sont des spores accessoires viables,
produites de fagon asexuée résultant d'une modification structurelle du secteur des hyphes
végétatifs ou de la cellule conidienne possédant une paroi épaisse, principalement produite
pour lasurvie dans le sol et consistant principalement dans la paroi cellulaire nouvellement
synthétisée (Schippers et Van Eck, 1981).

Cette étude montre également que I’ensemble des isolats de FOC produit des
microconidies, macroconidies et des chlamydospores. Les résultats présentés dans le
tableau 11 montrent une homogénéité de la longueur et la largeur des microconidies de
FOC ; ce résultat differe de ceux obtenus par Abbas (1995) en Syrie chez le F. oxysporum
f. sp. lentis. Ainsi que, les mensurations en longueur et largeur des macroconidies sont
homogeénes. Par contre, des travaux sur la forme et les dimensions des conidies de F.
oxysporum f. sp. melonis races 1, 2 et 3 présentent des variations importantes, méme a

I’intérieur de cette forme spéciale ou a I’échelle d’une race (Messiaen et Cassini, 1968).

Selon la variabilité morphologique de FOC, nos résultats concordent avec ceux
obtenus par Trujillo et al., (2005), qui ont également détecté un haut degré de variabilité

phénotypique des souches de Fusarium spp. responsable de flétrissement dans les ceillets.
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1.8- Conclusion

Par ailleurs, les différentes prospections effectuées ont permis d’une part, de
déceler la présence de la fusariose sur la culture du pois chiche dans toutes les régions:
Mascara, Sidi Bel-Abbés, Tlemcen, Mostaganem et Relizane et d’autre part, de constituer

une collection de souches de FOC a pathogénicité variable.

Les isolats les plus pathogénes sont ceux provenant des la région de Mascara
Malgré le nombre réduit des champs prospectés dans certaines régions, nous avons pu
montrer I’importance de cette maladie qui constitue donc une menace pour cette culture en
absence de toute mesure sanitaire. Cependant, les deux isolats de Mascara : FOCL1 un isolat
tres virulent isolé de la tige et FOC2 un isolat virulent mais le fait qu’il est le seul qui
provient de graine, fait penser aleurs réaction vis-&vis des antagonistes isolés a partir de la
rhizosphére des plants sains du pois chiche.

78



Dartie 999 : Résullat et discussion

Cﬁapifre 2:

| solement et sélection desrhizobactéries antagonistes



Partielll : Résultat et discussion Chapitre 2 : Isolement et sélection des r hizobactéries antagonistes

Cﬁapifre 2:

| solement et sélection desrhizobactéries antagonistes

2.1-Introduction

L’isolement des rhizobactéries, agents potentiels de contréle biologique des
champignons phytopathogénes doit se faire a partir de la rhizosphere des plantes a protéger
qui poussent sur un sol infecté par le ou les pathogénes en question (Cook, 1993; Chanway
et al., 1993; Boudyach, 2004). Ceci est dicté par le souci d’avoir une rhizobactérie
compétitive et bien adaptée a I’environnement tellurique créé et gére par les interactions
des racines de la plante hote et de I’agent pathogéne a combattre. Un autre aspect doit étre
respecté lors de I’isolement de ce type de microorganisme, c’est le choix des racines des
plantes vigoureuses et saines dans un foyer de la maladie a controler. Ainsi, Les bactéries
qui vivent dans la rhizosphére constitueraient donc un réservoir tres riche duquel on peut

isoler des candidats potentiels de lutte biologique.

Plusieurs bactéries du genre Bacillus qui colonisent la rhizosphére possedent
beaucoup de caractéristiques intrinséques qui les rendent particulierement attrayantes pour
protéger les plantes contre les pathogenes. Pour la plupart, ces bactéries ont une capacité a
coloniser les racines et a y maintenir une forte densité de population remarquable (Haas et
Keel 2003), sans doute grace aux échanges de métabolites avec la plante au niveau de la
rhizosphére. De nombreuses rhizobactéries sont capables d’agir directement sur I’agent
pathogene (par compétition vis-a-vis des éléments nutritifs ou de I’espace, par antibiose ou
par parasitisme), ou indirectement via I’induction d’une résistance systémique (ISR) chez
la plante hote, ce qui engendre une protection contre un grand nombre d’agents pathogénes
fongiques et bactériens (Van Loon et al., 1998).

Dans cette partie de notre travail, nous allons aborder les volets suivants :

- Isolement des bactéries antagonistes a partir de la rhizosphere des plantes saines de

pois chiche.

- Screening in vitro des rhizobactéries isolées sur la base de leur pouvoir inhibiteur

vis-a-vis deux isolats de FOC.
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2.2- Isolement des rhizobactéries antagonistes a partir de la rhizosphére de pois

chiche

L’isolement des rhizobactéries a été effectué a partir des échantillons de sol
rhizospherique de pois chiche sain dans neuf régions du nord-est et du nord-ouest
Algérien : Mascara, Sidi Bel-Abbes, Tlemcen, Tiaret, Mostaganem, Relizane, Chlef,

Guelma et Constantine nous a permis de constituer une collection de 131 rhizobactéries.

La répartition de ces rhizobactéries dans les neuf régions montre une dominance a
Mascara, soit 20 isolats ; suivi par celle de Sidi Bel-Abbés, 18 isolats ; Mostaganem, 17
isolats ; Tlemcen, 15 isolats. Les trois régions de Relizane, Tiaret et Constantine
représentent chacune 13 isolats du total des isolats ; suivi par celle de Guelma, 12 isolats.
Par contre, dans la région de Chlef nous avons pu obtenir que 10 isolats. Le pourcentage
d’isolement de rhizobactéries issues de chaque région de collecte est présenté par la figure
22.

Chlef Mascara
7,64% 15,27%

Sidi Bel-Abbés
13,74%

M ostaganem
12,98%

Constantine
9,92% Tlemcen
11,45%

Fig. 22: Répartition en pourcentage et par région de 131 rhizobactéries isolées
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2.3- Etude de I’activité antagoniste et sélection des rhizobactéries in vitro

2.3.1-Confrontation directe sur milieu de culture entre FOC et les rhizobactéries
isolées
Le screening de 131 rhizobactéries, par confrontation directe, a montré un pouvoir

antagoniste important (> de 20%) de 29 isolats, soit un taux de 22,13% du total des

rhizobactéries isolées.

L’étude de IP’inhibition de la croissance mycélienne de deux champignons
phytopathogénes (FOC1 et FOC2) confrontés aux 29 rhizobactéries montre une réduction
de la croissance par rapports aux témoins apres six jours d’incubation (Tableau 12 et
Figure 23).

Selon I’isolat testé, la réduction de la croissance mycélienne varie de 25,63 a
71,11% (Tableau 12). La croissance mycélienne enregistrée chez les témoins est nettement
supérieure a celle des interactions rhizobactéries/isolats fongiques. La croissance
mycélienne enregistrée pour FOClet FOC2 est de 30 mm et 35 mm respectivement.

L’évaluation du potentiel antagoniste de 29 rhizobactéries a montré que cing isolats
(Rb29, Rb6, Rb12, Rb4, et Rb15) font les isolats les plus performants en raison de leur
capacité d’'inhibition de la croissance mycelienne des deux isolats FOClet FOC2 a plus de
50% (Tableau 12, Figure 24 et 25). Un taux d’inhibition de 71,11% a été enregistré par

I’isolat Rb29 et qui est nettement supérieur a celui exhibé par les autres isolats.

Dans la méme disposition, 18 isolats (Rb1, Rb2, Rb5, Rb7, Rb8, Rb9, Rb11, Rb13,
Rb14, Rb16, Rb17, Rb18, Rb19, Rb20, Rb21, Rb25, Rb26 et Rb28) sont des rhizobactéries
efficaces avec une moyenne de taux d’inhibition varié de 37,11 a 47,59%. Par contre les
isolats : Rb3, Rb10, Rb22, Rb23, Rb24, Rb27 sont moins actifs avec une moyenne de
pourcentage d’inhibition inferieure & 34%, ce qui correspond & un faible taux d’inhibition

par apport aux autres rhizobactéries.

Les figures 24 et 25 représentent I’effet inhibiteur exercé par les 29 rhizobactéries

sur la croissance mycélienne des isolats de FOC apres six jours d’incubation a 25°C.

Certains des isolats inhibent non seulement la croissance mycélienne mais
également ont changé la coloration des mycéliums de FOC du blanc au brun rougeétre et

rouge (Figure 26).

81



Partielll : Résultat et discussion Chapitre 2 : Isolement et sélection des r hizobactéries antagonistes

L’activité antagoniste de certains isolats est en fonction de la production de
substances antifongiques qu’on peut apprécier sur gélose. Ces substances sont produites de
manieres constitutives observables sur PDA, ou les colonies sont nettement colorées en
marron foncé, et ou la coloration est plus accentuée lors de confrontations fongiques a

proximité du mycélium (Figure 27).

L’observation microscopique du mycélium de FOC collecté au niveau de I’interface
des isolats de rhizobactéries les plus performants a démontré des modifications de couleur
du mycélium d’une part et de I’aspect microscopique du FOC d’une autre part. Ces
modifications sont :

- un changement de couleur du mycélium de FOC de transparent a rouge (Figure 28a),
rouge-marron (Figure 28b) et marron foncé (Figure 31) ;
- I’apparition des grandes vacuoles (Figure 29) ;

- présence de petites vésicules et coagulation du cytoplasme (Figure 30).

Dans le méme contexte, un effet destructif de FOC par les rhizobactéries a été

observé sous forme d’une dégradation des hyphes ou "la lyse” (Figure 31).
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Tableau 12: Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de FOC par
confrontation directe avec les 29 rhizobactéries sélectionnées.

isolatsde | Inhibition dela croissance mycélienne de FOC (%) *
rhizo- confrontation directe Classe®
bactéries | Foc2 FOC2? Moyenne®+ ES
Rb1l 43,33 34,26 38,80 f+4,54 2
Rb2 37,77 36,45 37,11 +0,66 2
Rb3 26,66 28,61 27,64 h+0,98 2
Rb4 57,50 55,71 56,60 ¢£0,89 3
Rb5 38,98 39,02 39,00 f+0,02 2
Rb6 64,16 54,71 59,44 b+4,73 3
Rb7 44,43 35,86 40,15 f+4,28 2
Rb8 45,55 40,56 43,05 f+2,50 2
Rb9 41,42 36,80 39,11 f+2,31 2
Rb10 35,55 31,83 33,69 g+1,86 2
Rb11 53,33 41,85 47,59 e+5,74 2
Rb12 58,53 50,54 54,54 d+4,00 3
Rb13 46,55 40,20 43,38 f+3,18 2
Rb14 43,33 42,71 43,02 f+0,31 2
Rb15 56,72 52,56 54,64 d+2,08 3
Rb16 35,66 37,17 36,42 f+0,75 2
Rb17 48,88 35,77 42,33 f+6,56 2
Rb18 45,55 35,72 40,64 f+4,92 2
Rb19 47,50 38,57 43,03 f+4,46 2
Rb20 45,44 38,53 41,99 f+3,46 2
Rb21 45,77 32,85 39,31 f+6,46 2
Rb22 36,66 31,56 34,11 fg+2,55 2
Rb23 30,00 31,71 30,86 g+0,85 2
Rb24 33,33 30,71 32,02 g+1,31 2
Rb25 46,66 39,60 43,13 f+3,53 2
Rb26 52,22 42,56 47,39 e+4,83 2
Rb27 25,63 28,42 27,03 i+1,40 2
Rb28 50,00 42,84 46,42 ex3,58 2
Rb29 71,11 60,65 65,88ax5,23 3

* Pourcentage d’inhibition de la croissance mycelienne de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris
apres 6 jours d’incubation.

2 les valeurs sont la moyenne de trois répétitions.

b au niveau de chaque colonne les moyennes des valeurs suivies par différentes lettres sont
significativement différentes au seuil (P<0,05) (Annexe 4).

¢ Inhibition de la croissance mycélienne a été évaluée selon une échelle de 0 a 3: O (pas
d’inhibition), 1 (1-25%), 2 (26-50%) et 3 (51-75%).
ES: Erreur standard
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Fig. 23: Inhibition de la croissance mycélienne de FOC1 (b) et FOC2 (d) par rapport au
témoin (a et c), aprés confrontation directe sur milieu PDA a 25°C pendant six jours
d’incubation
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Fig. 24: Pourcentage d’inhibition des 29 rhizobactéries antagonistes sur la croissance
mycelienne de FOCL1 apreés six jours d’incubation a 25 °C
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Fig. 25: Pourcentage d’inhibition exercé par les 29 bactéries antagonistes sur la croissance
mycélienne de FOC2 aprés six jours d’incubation a 25 °C

Fig. 26: Changement de la couleur de la
colonie de FOC (a, b et c) apres
confrontation directe sur milieu PDA a

25°C pendant six jours d’incubation.
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Fig. 27: La production de substances antifongiques diffusibles dans le milieu de culture

PDA aprés confrontation directe (FOC-Rhizobactérie).

Fig. 28: Changement de couleur du
mycélium de FOC collecté au niveau de
I’interface des isolats de rhizobactéries
(a: mycélium rouge, b : mycélium rouge-
marron) en comparaison avec le témoin (c)
(X40)
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Fig. 29: Apparition de grandes vacuoles dans le mycélium de FOC (voir fleches) collecté

au niveau de d’interface des isolats de rhizobactéries (X40)

Fig. 30: Présence de petites vesicules et coagulation du
cytoplasme dans le mycélium de FOC (voir fleches)
collecté au niveau de d’interface des isolats de
rhizobactéries (X40)

Fig. 31: Lyse et changement de couleur du mycélium de FOC (voir fleches) collecté au
niveau de d’interface des isolats de rhizobactéries (X40)

87



Partielll : Résultat et discussion Chapitre 2 : Isolement et sdlection desrhizobactéries antagonistes

2.3.2-Confrontation a distance sur milieu de culture entre les deux isolats de FOC et
lesrhizobactériesisolées

Cette technique nous a permis de mettre en évidence I’effet inhibiteur a distance
(substances antifongiques volatiles) de 29 rhizobactéries antagonistes exercées sur les
isolats de FOC (FOC1 et FOC2) ; cet effet est évalué par la mesure des diametres (mm)
des colonies de ces deux derniers cultivés en présence ou en absence de I’antagoniste.

Apres 6 jours de confrontation, les résultats obtenus montrent I’existence d’une
nette réduction du diamétre des colonies par rapport au témoin (Figure 32).

Les cing isolats Rb29, Rb6, Rb12, Rb4, et Rb15 sont les plus efficaces contre
FOC1 et FOC2 avec un pourcentage d’inhibition varié de 33,33 a 44,68% et 37,20 a
45,74%, respectivement (Tableau 13, Figure 33 et Figure 34).

Cependant, les 20 isolats (Rb2, Rb3, Rb5, Rb7, Rb8, Rb9, Rb10, Rb13, Rb14,
Rb16, Rb17, Rb18, Rb19, Rb20, Rb22, Rb23, Rb24, Rb25, Rb26 et Rb28) sont des
rhizobactéries modérément efficaces avec un taux d’inhibition variable de 19,56 a 30,5%.

Tandis que les autres isolats (Rb27, Rb1, Rbllet Rb21) sont tres peu actifs avec un
tres faible pourcentage d’inhibition de 14,11 & 18,33% pour FOC1 et de 14,28 a 19,04%
pour FOC2.

Un changement de couleur du mycélium de FOC confronté a distance avec les
rhizobactéries est aussi observé par rapport au témoin, ce qui correspond a la sécrétion des

substances volatiles par ces dernieres en présence du pathogéne (Figure 32).

Fig. 32: Changement de I’aspect de la colonie de FOC2 (b et ¢) aprés confrontation a

distance par rapport au témoin (a) sur milieu PDA a 25°C pendant six jours d’incubation.
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Tableau 13: Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium
oxysporum f.sp. ciceris « FOC» par confrontation a distance avec les 29 rhizobactéries

sélectionnées.

isolatsde | Inhibition dela croissance mycéliennede FOC (%) *
r hizob- confrontation & distance Classe®
actéries FOC1? FOC2° Moyenne+ET
Rb1l 15,66 15,24 15,45 x £0,21 1
Rb2 25,41 25,57 25,49 n£0,08 1
Rb3 28,56 28,67 28,62 h £0,06 2
Rb4 33,33 37,20 35,27 e +1,94 2
Rb5 21,66 22,84 22,25 r 0,59 1
Rb6 44,68 45,74 45,21 a +0,53 2
Rb7 19,99 20,33 20,16 t £0,17 1
Rb8 26,66 26,74 26,70 k £0,04 2
Rb9 28,89 29,60 29,24 g 0,36 2
Rb10 26,66 26,87 26,77 j£0,11 2
Rb11 16,67 17,10 16,88 w +0,22 1
Rb12 40,00 42,90 41,45 ¢ +1,45 2
Rb13 20,34 20,66 20,50 s £0,16 1
Rb14 28,61 28,60 28,60 h £0,00 2
Rb15 43,00 43,33 43,17 b +0,16 2
Rb16 19,56 20,23 19,89 u 0,33 1
Rb17 21,66 22,85 22,26 r £0,59 1
Rb18 22,33 22,84 22,59 r 0,26 1
Rb19 21,88 22,85 22,37 r 0,48 1
Rb20 25,88 26,65 26,27 1 £0,39 2
Rb21 18,33 19,04 18,69 v £0,36 1
Rb22 30,48 30,50 30,49 f +0,01 2
Rb23 22,44 23,82 23,13 q £0,69 1
Rb24 24,94 25,71 25,32 0 £0,38 1
Rb25 23,33 23,90 23,61 p 0,28 1
Rb26 24,67 26,59 25,63 m £0,96 1
Rb27 14,11 14,28 14,19y 0,08 1
Rb28 26,66 27,50 27,08 i £0,42 2
Rb29 36,66 40,00 38,33 d 1,67 2

* Pourcentage d’inhibition de la croissance myceélienne de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris aprés
6 jours d’incubation.

%les valeurs sont la moyenne de trois répétitions.

b au niveau de chaque colonne les moyennes des valeurs suivies par différentes lettres sont
significativement différentes au seuil (P<0,05) (Annexe 4).

¢ Inhibition de la croissance mycélienne a été évaluée selon une échelle de 0 a 3: 0 (pas
d’inhibition), 1 (1-25%), 2 (26-50%) et 3 (51-75%).

ES: Erreur standard
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Inhibition dela croissance mycélienne (%)
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Fig. 33: Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de FOC2 exercé a distance

par les 29 rhizobactéries apres six jours d’incubation a 25 °C
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Fig. 34: Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de FOC1 exercé a distance

par les 29 rhizobactéries apres six jours d’incubation a 25 °C.
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2.4-Discussion

La rhizosphere des plantes est connue pour étre une niche écologique privilégiée
pour les différents types de micro-organismes du sol en raison de la disponibilité des
nutriments riches. Les rhizo-dép6ts stimulent et sélectionnent la communauté microbienne
associée a la rhizosphére des plantes, ou la communauté bactérienne est la plus influencée
(Lynch, 1990). Naturellement, les plantes exercent une pression sélective sur les bactéries,
leur fournissant une niche compatible, riche en source d’énergie et ou les bactéries
sélectionnées sont épargnées de toutes compétions et protégées des stress

environnementaux (Kleopper et Beauchamp, 1992).

Cette étude consiste a isoler des rhizobactéries a partir des échantillons de sol
rhizosphérique prélevé de différentes régions du nord-ouest et nord-est Algérien.
L’isolement d’un plus grand nombre de bactéries a Mascara, Sidi Bel-Abbes, Mostaganem
et Tlemcen par rapport aux autres régions d’isolement, laisse suggérer qu’il existerait un
certain niveau de compatibilité ou sélection entre les bactéries autochtones présentes dans
le sol rhizosphérique et les plantes de pois chiche. Ceci pourrait aussi étre di a la
différence entre les exsudats racinaires que produit chaque plante, et qui déterminent la
charge bactérienne présente dans la rhizosphére. En effet, la population de la rhizosphere
est affectée par le génotype de la plante, car celui-ci influence sur la composition des
exsudats racinaires.

La confrontation a eu lieu sur le milieu PDA. Ce dernier est performant pour
I’étude de I’activité antagoniste «in vitro» (Swain et Ray, 2007) ou les bactéries sont
capables de croitre sur ce milieu, également pour les espéces phytopathogenes, rendant
ainsi la confrontation égale. Nos résultats sont intéressants par le fait qu’ils rendent compte
du potentiel antifongique des rhizobactéries antagonistes trés important.

Une collection de 29 rhizobactéries antagonistes, parmi les 131 isolées, a été
obtenue suite a un criblage vis-a-vis FOC1 et FOC2. Karimi et al. (2012) ont signalé que
parmi 232 bactéries isolées de la rhizosphere et de la racine de pois chiches, 12 isolats
seulement, identifies comme Pseudomonas et Bacillus, ont montré un effet antagoniste

contre F. oxysporum f.sp. cicerisin vitro. et ont été sélectionnés pour des essais in vivo.

Plusieurs études révélent que les Bacillus sont abondants dans la rhizosphere de
pois chiche et idéales pour une utilisation en lutte biologique (Wani et al., 2007; Moradi et
al., 2012 ; Karimi et al., 2012; Patil et al., 2015). Cependant, Bacillus spp. peut avoir des
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caractéristiques de tolérance thermale élevée par la formation des endospores (Shoda,
2000).

De nombreuses espéces de Bacillusy compris B. cereus, B. subtilis, B. mycoides, B.
licheniformis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens sont connues pour leur pouvoir antagoniste
et inhibiteur de la croissance mycélienne de plusieurs champignons phytopathogenes tels
que Rhizoctonia, Sclerotinia, Fusarium, Pythium et Phytophthora (Fiddman et Rossall,
1994).

Nos 29 isolats ont démontré une activité antagoniste contre FOC1 et FOC2 en
réduisant la croissance mycelienne de 25,63% a 71,11% par confrontation directe et de
14,11% a 45,74% a distance. Cette activité peut étre argumentée par la production de
métabolites secondaires. Il a été rapporté que Bacillus spp. peut contenir diverses
caractéristiques de lutte biologique, y compris la production des métabolites secondaires
antifongiques (Schmidt et al., 2004; Yoshida et al., 2001).

Plusieurs travaux ont également démontreé le r6le de rhizobactéries dans I'inhibition
de FOC et les mécanismes avec lesquels ils provoquent I'effet bénéfique (Landa et al.,
1997; Dileep Kumar, 1999 ; Landa et al., 2004 ; Karimi et al., 2012). Plusieurs espéces de
Bacillus sont connues pour produire des métabolites antifongiques qui sont inhibiteurs de
la croissance des champignons phytopathogenes (Gardener, 2004).

Une modification de couleur du mycélium et de I’aspect microscopique du FOC
confronté aux isolats antagonistes testés a été observée. Nos résultats sont en accord avec
des observations antéerieures, de plusieurs sections des hyphes, qui présentaient différents
niveaux de désorganisation cellulaire et d’une désintégration de cytoplasme, a la suite du
traitement avec I'agent de lutte biologique (Masih et al., 2000). Des résultats similaires ont
été rapportés par El hassni et al. (2007), Idris et al. (2007) et Dihazi (2012) qui fait état
d’'une modification de lI'aspect du mycélium fongique due a la production de métabolites
secondaires antifongiques.

Ceci suggere que le mycélium fongique pourrait étre inhibé non seulement par
antibiose mais aussi par d'autres métabolites antifongiques comme les sidérophores, ions
d’hydrogéne et des produits gazeux, y compris I'éthyléne, le cyanure d’hydrogéne et
d’ammoniac (Williams et Asher, 1996). En outre, l'efficacité d'un agent de controle
biologique donne des resultats pour la plupart, non seulement d'un mécanisme unique,

mais d’'une combinaison de différents modes d’actions (Alabouvette et al., 1993).
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Les substances volatiles produites par les antagonistes pourraient diffuser
facilement et inhiber la croissance de I'agent pathogéne in vitro et méme dans le sol, elles

diffusent facilement a travers les pores du sol et inhibent les pathogénes (Wheatley, 2002).

Bacillus subtilis Gg isolée a partir du sol en Chine, produit des composés volatiles
antifongiques. Ces composés volatiles détectees comprennent des alkyles, les alcools, les
esters, les cétones, les acides, les amines, les phénols et des composés hétérocycliques (Liu
et al., 2008).

2.5- Conclusion

Cette etude a consisté a isoler des rhizobactéries a partir des échantillons des sols
rhizosphériques prélevés de différentes régions du nord ouest et nord est Algérien. Cette
étude a conduit également a la sélection de 29 rhizobactéries antagonistes contre FOC
agent causal du flétrissement vasculaire de pois chiche. Les notations effectuées, aprés une
confrontation directe et a distance, montrent que I’ensemble des isolats testés ont exercé un
effet inhibiteur significatif sur les deux isolats phytopathogenes : FOC1 et FOC2. Ces 29
isolats peuvent constituer de ce fait une collection de microorganismes antagonistes qui

pourraient étre des concurrents rhizospheriques.

Ces résultats sont intéressants par le fait qu’ils rendent compte du potentiel
antifongique tres important des 29 rhizobactéries de pois chiche. Une caractérisation
approfondie in vitro de ces isolats a été menée dans le but de mesurer leurs activités

favorisant la croissance des plantes.
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Cﬁapz‘fm 3

Caractérisation desrhizobactéries antagonistes

3.1- Introduction

Les bactéries issues de la rhizosphére qualifiées de PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) sont capables de favoriser et stimuler la croissance de certaines plantes et
de les protéger vis-avis de nombreux organismes pathogenes. Cette protection et
stimulation de la croissance des plantes impliquerait des mécanismes d’action directs et
indirects.

Des PGPR appartenant au genre Bacillus peuvent exercer un effet direct sur la
croissance des plantes par la production de phytohormones telles que les auxines (AlA) et

la solubilisation des phosphates inorganiques (Richardson, 2001).

La promotion indirecte de la croissance des plantes se produit lorsque les PGPR
l[imitent ou diminuent les effets dommageables dun ou plusieurs organismes
phytopathogenes. Cette action est appelée antibiose et peut étre soit en raison de
I'épuisement d'une ressource nutritive, requis par I'agent pathogene, ou par la production et
lalibération d'un composé qui empéche la croissance de |I'agent phytopathogene (Smitha et
al., 2015). Les mécanismes indirects utilisés par les PGPR peuvent étre la synthése de
I'acide cyanhydrique (HCN) qui inhibe la croissance de champignons phtopathogenes
(Dowling et O’Gara, 1994) et la synthése des enzymes capables d'hydrolyser les parois
cellulaires fongiques (Aktuganov et al., 2007).

Le but principa de ce chapitre est de déterminer la réponse des bactéries isolées
aux différents tests mettant en évidence la capacité de production de métabolites qui
auraient un impact bénéfique sur la croissance des plantes et néfaste sur la croissance
(développement) du pathogene. Différentes activités PGP sont testées qui ayant un role de
biofertilisation (la solubilisation des phosphates) et considérées comme biostimulatrices (la
production des phytohormones, principalement I’AlA) ainsi que celles ayant des activités
de biocontréle protégeant les plantes des phytopathogénes (la production de composes
volatiles comme I’HCN et la synthése de substances antifongiques inhibant la croissance
des pathogeénes telles les chitinases). Cette caractérisation permettra par la suite la sélection
et le choix des isolats les plus performants et qui sont a la fois des agents antagonistes
contre FOC, biostimulateurs de pois chiche et biofertiliseurs, ainsi que de rechercher des

associations possibles entre tous les paramétres étudiés.

94



Partielll: Résultats et discussion Chapitre 3 : Caractérisation des rhizobactéries antagonistes

3.2- Solubilisation de phosphate
3.2.1- Solubilisation de phosphate en milieu solide et liquide

Les 29 rhizobactéries sélectionnées ont été testées pour leur capacité de solubiliser
le phosphate (P) inorganique sur un milieu solide Pikovaskey (PVK) additionné de bleu de
bromophénol et contenant le phosphate tricalcique Cag (PO4), comme seule source de P.
Aprés 7 jours d’incubation a 28°C, vingt-deux (22) isolats ont produit une zone claire
autour de la colonie (Figure 35). Ce test a montré que 75% des rhizobactéries du pois
chiche étaient capables de solubiliser le P inorganique sous forme tricalcique.

Le calcul del'indice de solubilisation (1S) permet d'évaluer le pouvoir solubilisateur
d’une rhizobactérie et d’établir une comparaison entre les isolats testés (Tableauld). Un
effet trés significatif (P<0.01) de solubilisation sur milieu PVK solide existe (Annexe 5).
Lessix isolats Rb (4, 7, 10, 12, 16 et 29) sont révélés tres efficients par rapport aux autres
avec IS variant de 2 a 3,43 (Tableaul4). Les 16 isolats Rb (1, 2, 3, 5, 6, 13, 14, 15, 17, 18,
19, 20, 22, 26, 27 et 28) solubilisent modérément le P et leurs IS varient de 1,20 a1,92. Par
contre, sept isolats Rb (8, 9, 11, 21, 23, 24 et 25) n’ont aucune activité, le halo est absent.

Sur le milieu PVK liquide additionné de Cag (PO,),, 23 isolats ont solubilisé le P
(Figure 36). La quantité de P soluble déterminée apres 7 jours d’incubation a 30°C varie de
25,5 a 52,44 pg/ml. Un effet tres significatif (P<0.01) de solubilisation des P sur milieu
PVK liquide est existant (Annexe 5). La concentration maximale de P soluble est observée
chez la Rb26 (52,44 pg/ml), la Rb4 (48,85 ug/ml) et la RB7 (45,97 pg/ml). Une
concentration minimale de 25,50 pyg/ml a été enregistrée chez les deux isolats Rb11 et
Rb22.

Les résultats obtenus ont révélé une acidification de milieu de culture PVK liquide
sachant que le pH du milieu au départ a é&té gjusté a 7. Une diminution du pH apres 7 jours
d’incubation a été observée chez I’ensemble des isolats (Figure 37). Les valeurs de pH
varient de 4,54 a 5,76. La plus faible valeur est déterminée chez I’isolat Rb15 (4,54). Le
pH le plus élevé est observé chez Rb11 (5,76).
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Fig. 35: Halo de transparence autour des colonies bactériennes de Rb29, Rb20 et Rb12 caractéristique de la solubilisation de P sur milieu PVK

additionné de bleu de bromophénol aprés 7 jours d’incubation a 28°C
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Tableau 14: Indice de solubilisation de P par |es rhizobactéries antagonistes

Solubilisation de P en milieuSolide
Isolats ™ Zhalo+ @ colonie S solubilisation de P
colonie (cm) (cm) (2 halo+colonie/ @ colonie)

Rb1 1,63 1,26 1,29
Rb2 1,65 0,86 1,92
Rb3 1,03 0,7 1,47
Rb4 1,68 0,66 2,54
Rb5 11 0,7 1,59
Rb6 11 0,6 1,83
Rb7 0,73 0,36 2

Rb8 - 0,65 0

Rb9 - 0,55 0

Rb10 1,23 0,6 2,04
Rb11 - 0,8 0

Rb12 14 0,66 2,12
Rb13 0,96 0,56 1,71
Rb14 1,76 1,46 1,20
Rb15 1,18 0,76 1,58
Rb16 1,2 0,35 3,43
Rb17 1,43 0,83 1,73
Rb18 0,9 0,6 15
Rb19 1,33 0,86 1,54
Rb20 1,3 0,81 1,59
Rb21 - - 0

Rb22 11 0,9 1,22
Rb23 - - 0

Rb24 - - 0

Rb25 - - 0

Rb26 0,95 0,63 1,51
Rb27 0,96 0,66 1,45
Rb28 13 0,93 1,40
Rb29 1,66 0,6 2,77

3.2.2- Corréation entre la concentration de P soluble et le pH, entre la solubilisation

de P dansle milieu PVK solide et liquide.

L’analyse des résultats effectues entre la quantité de P solubilisé et le pH du milieu
PVK liquide révéle une corréation positive (r=0,890). L’ analyse de la corrélation montre
que la solubilisation des P est associée a une baisse du pH du milieu (Annexe 5).

L’analyse de la corrélation entre la solubilisation de P sur PVK solide et liquide

n’est pas significative pour I’ensemble des isolats.
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Fig. 36 : Solubilisation de P (ug/ml) sur milieu PVK liquide par |es rhizobactéries antagonistes
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3.3- Production d’acide cyanhydrique (HCN)

Parmi les isolats testés, dix rhizobactéries antagonistes vis-avis de FOC soit
(34,48%) sont productrices d’acide cyanhydrique (Tableaul5). Cette production est
variable selon les isolats testés. Aprés 48h d’incubation, un léger virage du papier filtre
imprégne d’acide picrique a été observe chez ces isolats pour ensuite devenir net entre 72 a
96 h. Ce résultat témoigne que la production s’intensifie apres 72h d’incubation suite au
virage du papier filtre, qui pour certains isolats devient presque marron rougeétre par

rapport au témoin (Figure 38).

Il est a noter que la production d’HCN est faible chez I’isolat Rb26, alors que cette
production est modérée chez Rb (14 et 28), avec un virement de couleur du papier filtre
vers le marron foncé (Tableaul5, Figure 38). En revanche, chez Rb (4, 6, 9, 12, 15, 22 &t
29), la production est plus importante (Tableaul5, Figure 38). Ce résultat laisse supposer
que ces rhizobactéries antagonistes semblent étre les plus performantes en production
d’HCN.

3.4- Production d’Acide-Indole-acétique (Al A)

3.4.1- Production qualitative d’AlA en Luria-Bertani solide additionné de

tryptophane

La production d’AlA et/ou de ses composés apparentés a été observée chez
I’ensemble des isolats testés (Tableaul6). Les isolats producteurs de ces métabolites ont
développé une coloration rose/rouge a la suite de I’addition du réactif révélateur
(Salkowski) aprés 20mn d’incubation (Figure 39). Par contre, aucune coloration n’a été
développée par Rb7, Rb8, Rb10, Rb21, Rb23, Rb24, Rb25 et Rb27 et par conséquent, ce
résultat laisse supposer que ces rhizobactéries antagonistes n’ont pas la capacité de

produire I’AlA en Luria-Bertani solide additionné de tryptophane.
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Tableau 15: Production d’"HCN par les rhizobactéries antagonistes.

| solats Classe Production* d’HCN
Rb1l HCN" -
Rb2 HCN" -
Rb3 HCN" -
Rb4 HCN™ +++
Rb5 HCN" -
Rb6 HCN™ +++
Rb7 HCN" -
Rb8 HCN" -
Rb9 HCN™ +++
Rb10 HCN" -
Rb11 HCN" -
Rb12 HCN™ +++
Rb13 HCN" -
Rb14 HCN"* ++
Rb15 HCN™ +++
Rb16 HCN" -
Rb17 HCN" -
Rb18 HCN" -
Rb19 HCN" -
Rb20 HCN" -
Rb21 HCN" -
Rb22 HCN™ +++
Rb23 HCN" -
Rb24 HCN" -
Rb25 HCN" -
Rb26 HCN"* +
Rb27 HCN" -
Rb28 HCN* ++
Rb29 HCN* +++

*(-: pasde production, +: faible, ++ : modérée, +++ : forte)
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Production faible d’HCN Production modérée d’HCN

Production forte d’HCN

Fig. 38 : Production d’HCN par les rhizobactéries antagonistes en comparaison avec le témoin aprés 05 jours d’incubation a 28°C.
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Tableau 16: Production d’AlA en présence de tryptophane.

I solats
Rb1l
Rb2

Rb3
Rb4
Rb5
Rb6
Rb7
Rb8
Rb9
Rb10
Rb11
Rb12
Rb13
Rb14
Rb15
Rb16
Rb17

Rb18
Rb19

Rb20
Rb21

Rb22
Rb23

Rb24
Rb25
Rb26
Rb27
Rb28
Rb29

* (- : absence de coloration rose, + : |égerement rose, ++ :

Classe Production* d’AlA

AIAY
AIAY

AIA”
AIAY
AIA"
AIA"
AlA
AlA
AIAY
AlA
AIAY
AIAY
AIAY
AIAY
AIAY
AIAY
AIAY

AIA"
AIA”

AIA"
AlA

AIA"
AlA

AlA
AlA
AIAY
AlA
AIAY
AIA"

rouge, ++++ : rouge)

+
+

++
++++

++++
++

++++

+ 4+ + |+

+++
+++
++

+++

++++

++

+++

++

rose, +++ : rose virant versle
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e R e
Témoin S

Fig. 39 : Production d’AlA sur le milieu solide Luria-Bertani additionné de tryptophane
Apreés 3 jours d’incubation 430°C
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3.4.2- Production quantitative d’AlA en Luria-Bertani liquide additionné de
tryptophane

La capacité de production de I’AlA est testée sur le milieu liquide de Luria-Bertani
additionné de tryptophane (5 g/l) aprés incubation pendant 96 h a 30°C. L’intensité de la
couleur rose-rouge est proportionnelle a la concentration de I’AlA (Figure 40). Les isolats
de rhizobactéries ont des taux de production tres variables (Figure 41). Ces variations
s’étendent de 4 pg/ml a 326,8 ug/ml. Les quatre isolats ayant un maximum de production
sont dans I’ordre : Rb9 (326,8 pg/ml), Rb5 (257,6 pg/ml), Rb20 (172 pg/ml) et Rb4 (126,4
ug/ml), les quatre isolats en produisent des quantités supérieur de 50 pg/ml d’AlA sont
dans I’ordre : Rb16 (50,2 pg/ml), Rb28 (53,2 pg/ml), Rb15 (64,8 pg/ml) et Rb18 (71,8
ug/ml), le reste d’isolats en produisent des quantités inferieur de 50 pg/ml d’AlA sont
dans I’ordre : Rb (1,13, 19, 2, 12, 11, 14, 26, 3, 29, 22, 17 €t 6) affichent des valeurs alant
de 4 ug/ml a46 pyg/ml; par contre, les méme huit isolats Rb (7, 8, 10, 21, 23, 24, 25 et 27)
n’ont pas aussi la capacité de produire I’AlA en milieu Luria-Bertani liquide additionné de
tryptophane. L’analyse de la variance révéle un effet significatif a P<0.01 (Annexe 5) dela

production de I’AIA en milieu liquide.

3.4.3- Corrélation entrela production d’AlA en milieu Luria-Bertani solide et liquide
additionné detryptophane

L’analyse de la corrélation entre la production d’AlA en milieu Luria-Bertani
solide et liquide additionné de tryptophane est significative pour I’ensemble des isolats &
5% (Annexe 5). Cette analyse montre que, les huit isolats Rb (7, 8, 10, 21, 23, 24, 25 et
27) n’ont pas la capacité de produire I’AIA en milieu Luria-Bertani solide et liquide

additionné de tryptophane.

3.5- Production d’enzymes

Concernant les enzymes étudiées, on a noté une absence totale de production de
cellulases, cependant, les enzymes dégradant les parois cellulaires fongiques telles les
chitinases (Figure 42) sont produites par huit isolats : Rb2, Rb3, Rb4, Rb6, Rb15, Rb16,
Rb22 et Rb28. Laformation d’halos clairs autour des colonies de rhizobactéries indique
une chitinase positive (Figure 42).
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Fig. 40: Production d’AlA sur le milieu liquide Luria-Bertani additionné de tryptophane.
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Fig. 41: Production de I’AlA (ug/ml) sur le milieu liquide de Luria-Bertani additionné de tryptophane
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Fig. 42: La formation d’halos clairs autour des colonies par I’isolat Rb4 sur le milieu M9

supplémentée de la chitine apres 5 jours d’incubation a 30° C.

3.6- Interaction entreles différentes activités éudiées

Le Tableaul?, présente une matrice de corrélation entre I’ensemble des activités
étudiées (activité antagoniste par confrontation directe et a distance, la solubilisation de P
sur milieu solide et liquide, la production d” HCN, la production d’AlA sur milieu solide et
liquide et la production de I’enzyme chitinase).

L’analyse de la corrélation de ces parametres étudiés fait ressortir 4 corrélations
positives hautement significatives (Tableaul?) :
- Une 1" corrdlation est observée entre la confrontation directe et celle & distance
(r=0,66). Les deux techniques de confrontations ont mis en évidence I’activité antagoniste
desisolats étudiés.
- La 2™ et la 3™ corrélation sont relevées entre la production d’HCN et I’activité
antagoniste par confrontation directe (r=0,64) et a distance (r=0,82). Compte tenu de ces
résultats, I’HCN peut étre utilise comme un indice de caractérisation des isolats
antagonistes contre le FOC par les deux méthodes de confrontations.
- La4"®™ corréation positive existe entre la production d’AlA en milieu liquide et solide
(r=0,80).

Cependant, aucune corrélation n’existe entre les autres activités.
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Tableaul7: Matrice de corréation calculée sur 8 parameétres étudiés.

CD cab SPML SPMS HCN AIAMS AIAML Chitinases

CD 1

cabD 0667 1

SPML 0,409 0,236 1

SPMS 0,320 0,276 0,427 1

HCN 0641 0824 0,269 0224 1

AIAMS 0294 0,329 0,541 0375 0420 1

AIAML 0,067 0,159 0,341 0,010 0,291 0,808 1
Chitinases 0,115 0,438 0,231 0,389 0,406 0,409 0,038 1

CD : confrontation directe, C a D : confrontation adistance, S.P ML : solubilisation du phosphate en milieu liquide, S.P
M S : solubilisation du phosphate en milieu solide, HCN : acide cyanidrique, AIA M'S: acide indole acétique en milieu

solide, AIA ML : acide indole acétique en milieu liquide.

La synthése de données numériques sur le Tableaul7 a été effectuée par une
analyse des composantes principales (ACP) qui a mis en évidence la corrdlation entre les
différents paramétres, projetée sur lafigure 43. Les axes 2 et 3 du graphe, présentent 18,72
et 13,85% d’information respectivement. L’axe 1 a été ignoré vue qu’il isole tous les
variables sur le coté négatif (Annexe 5). || ne permet pas de discriminer significativement
les variables.

La représentation graphique des données a confirmé les corréations soulevées sur
le Tableaul?.

L’ACP basee sur la matrice obtenue est utilisée pour comparer les activités PGP

exprimées par |es différentes rhizobactéries antagonistes (Figure 43).

L’analyse des données permet de mettre en évidence une corrélation positive entre
confrontation directe et confrontation a distance (axes presque confondus) et entre la
production d’HCN et la confrontation a distance. Cette analyse nous a permis aussi de
mettre en évidence une corrélation positive entre la production d’AlA en milieu liquide et
solide. Cependant, aucune corrélation n’existe entre les autres activités (axes formant des

angles droits).
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Fig. 43: Cercle de corrélation de I’ACP des différentes activités étudiées exprimées par les

rhizobactéries de pois chiche.

3.7- Classification et répartition desrhizobactéries suivant les activités étudiées
3.7.1- Classification hiérarchique

Nous avons utilisé une répartition en classes des rhizobactéries (dendrogramme),
auss appelée : classification hiérarchique basée sur I’algorithme de Ward (Jongman et al.,
1995, Saporata,1990-2000), qui calcule les distances mathématiques (distances
euclidiennes) entre les points des rhizobactéries a partir de leurs coordonnées dans les n
dimensions de I’espace factoriel virtuel. La classification des rhizobactéries a été réalisée
suivant les 8 parametres éudiés (Activité antagoniste : directe et a distance, production
d’HCN, solubilisation du P en milieu solide et liquide, production de I’AIA en milieu

solide et liquide, production du chitinase).
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D’apres la figure 44, trois (03) groupes sont a distinguer. Les groupes 1 et 2 sont
distingués a une distance euclidienne de 29 sur le dendrogramme.

- Legroupe 1 (isolats actifs) est constitué de 19 isolats qui ont prouvé une activite,
qualifiée de bonne a moyenne, dans tous les paramétres étudiés.

- Legroupe 2 (isolats non actifs) est constitué de 6 isolats (Rb10, Rb23, Rb24, Rb21,
Rb25 et Rb27). Ces rhizobactéries n’ont démontré aucune activité sinon minime
dans tous les paramétres étudiés.

- Le groupe 3 est constitué de 4 isolats (Rb4, Rb20, Rb5 et Rb9). Ces 4 isolats sont
les plus productrices d’AlA.

Rb1
Rb2
Rb7
Rb13
Rb19
Rb8
Rb14
Rb11
Rb26

Rb12
Gl| “ais

Rb16

Rb17
Rb28
Rb22

Rb18

Rb6

Rb29
\_Rb15 |
(Rb10 R
Rb23 —EJ—
Rb24 H

Rb21
Rb25 I

G2

Rb4

F_________
Rb20

G3| s
Rb9

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Distance eudidienne

Figure 44 : Dendrogramme de la classification hiérarchique ascendante des 29

rhizobactéries suivant les 8 parametres étudiés

3.7.1- Réparation desrhizobactéries par I’ACP

Dans le but d’étudier la répartition des 29 rhizobactéries suivant les paramétres
étudiés, une ACP a é&¢é réalisée. La méme matrice de I’ACP des interactions entre les
activités étudiées a éte utilisée avec une permutation entre les variables (parametres) et les
observations (rhizobactéries).

L’axe 1 et I’axe 2 du graphe sur la figure 45 présentent 44,71 et 18,72%

d’information respectivement.
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Sur I’axe 1, les deux rhizobactéries Rb4 et Rb27 occupent respectivement les
extrémités (-) et (+) et elles présentent les valeurs de contribution les plus élevés (-2,075) et
(1,534) (Annexeb5).

Le coté négatif de I’axe 1 se caractérise par la présence de 6 rhizobactéries dont la
répartition par rapport a I’axe 1 se faite selon un ordre croissant de leur activité antagoniste
et la production de I’HCN respectivement : Rb 4 (-2,075), Rb15 (-1,701), Rb6 (-1,641),
Rb29 (-1,373), Rb9 (-1,037) et Rb12 (-0,937). Le coté positif de I’axe 1 se caractérise par
la présence de quatre rhizobactéries dont la répartition par rapport a I’axe 1 se faite selon
un ordre décroissant de leur activité antagoniste et la production de I’'HCN respectivement
: Rb27 (1,534), Rb23 (1,449), Rb24 (1,364) et Rb25 (1,176).

En fait, le premier axe factoriel oppose les meilleures rhizobactéries aux plus
faibles au niveau des deux parameétres de I’activité antagoniste et la production de I’HCN.

Sur I’axe 2, les rhizobactéries Rb12 et Rb5 occupent respectivement les extrémités
(-) et (+) et elles présentent les valeurs de contribution les plus élevées (-1,647) et (2,517)
(Annexe 5). Le coté négatif de I’axe 2 se caractérise par la présence des rhizobactéries dont
la production de I’THCN est la caractéristique la plus forte et qui suit un ordre décroissant
vis-&vis la confrontation direct notamment ; Rb12 (-1,647), Rb6 (-1,630), Rb29 (-1,476),
et Rb15 (-0,917). Le coté positif de I’axe 2 se caractérise par la présence des rhizobactéries
dont la production de I’AlA, en milieu liquide et solide, est trés importante ; le cas de Rb5
(2,517), Rb9 (2,329) et Rb20 (1,765).

En fait, le second axe factoriel oppose la production I’lHCN vis-avis I’AlA.
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Fig. 45: Répartition des 29 rhizobactéries suivant les paramétres étudiés par une ACP.
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3.8- Discussion

Dans la rhizosphére, des bactéries exercent un effet bénéfique sur la croissance des
plantes et sont impliquées dans la solubilisation du phosphate ainsi que la production de
phytohormones et des métabolites antimicrobiennes (Sharma et Johri, 2003 ; Beneduzi,
2012 ; Ahemad et Kibret, 2013). Leur utilisation comme des biofertilisants et agents de
contr6le pour I’amélioration des cultures a été I’objet de recherches.

La détection visudle et I'évaluation méme semi quantitative de la capacité de
solubilisation de phosphate par Ies microorganismes est possible par le screening in vitro
dans le milieu de culture contenant des phosphates minéraux insolubles tel que le

phosphate de trical cium Cag(P04), comme seule source de phosphore.

Gupta et al. (1994) ont développé une technique améliorée en utilisant un milieu
contenant du bleu de bromophénol. Dans ce milieu, des halos sont formés autour des
colonies bactériennes en réponse a la baisse du pH suite a une production dacides
organiques. Ces dernieres sont responsables de la solubilisation du phosphate. Cette
technique a permis a certains auteurs de rapporter des résultats reproductibles et corrélés
par rapport ala méthode de halo ssimple.

Dans cette étude, la solubilisation est révélée par la présence d’un halo autour de
la colonie bactérienne, la variation du diameétre de ce halo montre qu'il y a une variabilité

entre lesisolats testés avec un IS allant de 1,20 a 3,43.

D’apres Alikhani et al. (2006), une activité solubilisatrice chez différents rhizobia
des sols a é&é examinée. Ces chercheurs ont constaté que leur IS est compris entre 2,48
pour Rhizobium leguminosarum bv. vicia et 1,41 pour Mesorhizobium ciceri, M.
mediterraneum et Sinorhizobium meliloti. Par ailleurs, Piyush et al., (2005) ont isolé une
souche bactérienne du genre Burkholderia sp. a partir des nodules racinaires de Mimosa
pudica qui aun IS de 2,15. Konate (2007) a constaté que les endophytes du caroubier ont
un IS qui variede 1,17 a2,13.

La quantité de P soluble déterminée aprés 7 jours d’incubation a 30°C sur le milieu
Pikovskaya liquide additionné de Cag(PO,). par les rhizobactéries antagonistes varie de
25,5 a 52,44 pg/ml. Selon Silini (2012), cette quantité varie de 23,59 a 171,07 pg/ml pour

les dix isolats de Azotobacter.
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L'absence de corrdlation entre le PVK liquide et solide révéle une différence dans la
capacité de solubiliser le P. Les deux isolats Rb10 et Rb27 ont la capacité de solubiliser le
P sur le milieu PVK solide et aucune concentration de phosphate solubilisé n’a é&té détectée
sur milieu PVK liquide. Nos résultats sont en accord avec les résultats rapportés par Baig
et al. (2010).

Les milieux liquides offrent la meilleure détection de la solubilisation de P que les
milieux solides. Comme I’attestent les performances de la plupart des rhizobactéries, la
diffusion des acides produits en milieu liquide est facile contrairement au milieu solide ou
la libération et la circulation des molécules est difficile (Nautiyal, 1999). La consequence
de ce phénomene se manifeste par la non apparition du halo de transparence autour des
colonies des souches solubilisant efficacement les phosphates en PVK liquide. Ainsi, les
isolats sur milieux solides peuvent ne pas utiliser la méme voie métabolique que celle
utilisée en milieux liquides. Ce qui explique, I’absence de cette capacité sur les milieux
solides par les isolats Rb8, Rb9 et Rb11, malgré que ces derniers solubilisent efficacement
le phosphate avec une concentration de 3591ug/ml, 41,3ug/ml et 255ug/ml

respectivement en milieu PVK liquide.

En revanche, une absence de libération de P sur le milieu PVK solide et liquide par
les isolats Rb21, Rb23, Rb24 et Rb25 serait probablement la conséquence d’une
déficience enzymatique. En effet, la disponibilité des formes libres de P dans le milieu
favorise leur liaison avec les acides organiques libérés formant des complexes
organophosphatés difficiles a dégrader par les bactéries (Ilmer et Schinner ,1995). La
dissolution des composés organiques complexes en une forme utilisable de P est possible
par la production des enzymes en particulier les phosphatases (Yadav et Tarafdar 2003;
Aseri et al., 2009 ; Figueiredo et al., 2010) et les phytases (Maougdl et al., 2014).

Une baisse de pH associé a la solubilisation des P a éé enregistrée dans le milieu
PVK. L’acidification du milieu est probablement due a la production des acides
organiques. Il en est ressorti une présence de corrélation significative entre le pH du milieu
et la solubilisation de P (r=0,8902). Nos résultats sont en concordance avec ceux rapportes
par Hinsinger (2001), Rodriguez et al. (2004), Silini (2012) et Mardad et al. (2013).

Selon Narsian et Patel (2000) la quantité et le type d'acide produits par |'oxydation
microbiologique et la baisse de pH varient en fonction du genre et de |'espéce microbienne

considérée. Il est établi que les souches de Bacillus megaterium libérent I'acide
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propionique (Chen et al.,, 2006). D’autres souches de Bacillus atrophaeus,
amyloliquefaciens et licheniformis libérent des acides organiques volatiles (acétate,
isobutyrate, isovalérate et vaérate) et non volatiles (lactate, fumarate et succinate)
(Vazquez et al., 2000).

La production des antibiotiques volatiles comme I’HCN a été mise en évidence
chez nos isolats antagonistes. L’HCN se forme a partir d’un acide aminé en I’occurrence la
glycine par I’HCN synthétase (Castric, 1994). La HCN synthase est une flavoprotéine
membranaire qui catalyse la formation de cyanure d’hydrogéne et de CO2 a partir de la
glycine (Ramette et al., 2003).

Les bactéries productrices d’HCN sont insensibles a ces antibiotiques volatiles d’ou
elles possedent une cytochrome oxydase alternative résistante a I’HCN (Bashan et de-
Basan, 2005).

Plusieur rhizobactéries y compris Bacillus spp. ont produits HCN (Kumar et al.,
2012). Murugan et al. (2012) ont démontré que I’isolat Bacillus subtilis KMO05 a la
capacité de produire I’HCN sur le milieu gélose nutritive additionné de la glycine qui a été
observé par un changement de couleur de papier filtre du jaune au marron.

Les résultats obtenus ont montrés que certaines rhizobactéries antagonistes n’ont
pas la capacité de produire ’HCN. L’ absence de cette production serait probablement due
a I’absence ou a la perte des genes (hcn) responsables de |a biosynthese.

Toutefois, nos résultats semblent indiquer I'existence d'une corréation entre I’HCN
et I’activité antagoniste (r=0,641; r=0,824). L’HCN détectés peut étre impliqué dans
I’inhibition de la croissance myceélienne de FOC1 et FOC2 détectées dans les essais
précédents par confrontation a distance avec les rhizobactéries antagonistes. Les travaux in
vitro de Blumer et Haas (2000) confirment notre hypothése ou la croissance de plusieurs
champignons phytopathogénes a été inhibée suite a la production de HCN via la phase
gazeuse.

L’analyse des résultats de I’AIA révéle une production remarquable de cette
hormone synthétisée. La production de ce composé est variable d’un isolat a I’autre allant
de 4 pg/ml a 326,8 ug/ml. Les travaux de Cherif (2014) ont démontré la capacité de
production de I’AlA en présence de tryptophane par les souches de Bacillus a des taux tres
variés qui s’étendent de 1,58ug/ml a25,41ug/ml.

Le L- tryptophane est considéré comme le précurseur de I’AlA, son addition au
milieu favorise et augmente la synthese de cette hormone (Ali et al., 2009). Cependant, les
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exsudats racinaires sont une source naturelle de L- tryptophane pour la microflore
rhizosphérique (Kamilovaet al., 2006 ; Dastager et al., 2010).

D’autres mécanismes ont é&é proposés pour expliquer le phénoméne par lequel
Bacillus spp. a stimulé la croissance des plantes telle que la production des cytokinines
(Brown, 1974). Les gibbérellines ont été détectés dans plusieurs cultures de B. subtilis,
mais ne sont pas détectés en présence d'auxine (Broadbent et al., 1971). Araujo et al.
(2005) ont détecté la production d'AlA par deux souches antagonistes de B. subtilis. Cette
phytohormone a stimulé la croissance du soja.

Selon Barazani et Friedman (1999), les bactéries capables de secréter un taux
supérieur a 13,5 pg/ml de composés indoliques sont considérés comme étant des PGPR. les
taux obtenus dans la présente étude sont donc suffisants pour stimuler la croissance
végétale.

Le mycoparasitisme des rhizobactéries est facilité par la production des enzymes
hydrolytiques. La chitinase et la cellulase sont d’importantes enzymes spécialement dans le
contréle fongique, par leurs activités de dégradation des composés des parois cellulaires
telsque : la chitine et les ponts glucosidiques (Lorito et al., 1996).

Dans la présente étude, tous les isolats testés sont incapables de produire la
cellulase. Des résultats contradictoires ont éé obtenus par Ait Kaki (2013), ou €le a
détecté une activité cdlulasique chez toutes les espéces de Bacillus (B. amyloliquefaciens,
B. mojavensis, B. subtilis subsp. Spizezenii et B. velezensis) exceptant B. atrophaeus qui est
la seule espéce ala capacité de produire la chitinase.

En outre, quelques rhizobactéries antagonistes Rb (2, 3, 4, 6, 15, 16, 22 et 28) ont la
capacité de dégrader la chitine en milieu de culture par la sécrétion de chitinase. Les
microorganismes excrétant la chitinase ont été rapportés comme des agents de biocontrole
efficaces (Inbar et Chet, 1991; Chernin et Chet, 2002). Cependant, les autres
rhizobactéries antagonistes et non chitinolytiques se sont avérées inhibitrices du FOC1 et
FOC2, ce qui suggere l'intervention d'autres mécani smes antagoni stes.

Plusieurs rhizobactéries, y compris le genre Bacillus, sont connues par la
production cette enzyme (Huang et al., 2004; Bogas et al., 2007; Aktuganov et al., 2007).
Singh et al. (2013) ont rapporté que la souche Lysinibacillus fusiformis B-CM 18, isolée a
partir de la rhizosphere de pois chiche et prouvant plusieurs activités, dont la production de
la chitinase, a une activité antifongique importante in vitro contre une large gamme de

champignons phytopathogenes, parmi eux, le F. oxysporum f.sp. ciceris. Dans le méme

117



Partielll: Résultats et discussion Chapitre 4 : Caractérisation desrhizobactéries antagonistes

contexte, Patil et al. (2015) ont rapporté qu’une dégradation de la paroi cellulaire de F.
oxysporum f.sp. ciceris par les deux rhizobactéries isolées a partir de pois chiche,
Paenibacillus polymyxa (CTS-B19) et Bacillus Subtilis (CTS-G24) est due a la production
des chitinases. Des chitinases purifiées de Bacillus subtilis (AF1) sont hautement
antifongiques (Manjula et al., 2004).

Les chitinases détectées dans cette étude peuvent étre impliquées dans I’inhibition
de la croissance mycélienne de FOC1 et FOC2 démontrée dans les essais précédents par
confrontation directe avec les rhizobactéries antagonistes par hydrolyse de la chitine des
parois cellulaires. Ces activités ont également été signalées par Matsuda et al. (2001) et
Hoster et al. (2005). D’apres Melentev et al. (2001) cette enzyme provoque la formation de
vacuoles au niveau du mycélium fongique et ceci est parfois accompagné de la dégradation
des parois cellulaires des hyphes et |a libération des composants intracellulaires dans le
milieu.

La capacité des isolats de Bacillus spp. de croitre activement sur des milieux
contenant de la chitine ou de mycélium fongique indiqua le potentiel mycolytic de ces

isolats, qui détermine leur activité antagoniste contre les champignons phytopathogenes.

3.9- Conclusion

Les résultats obtenus au cours de ces travaux de recherche permettent de confirmer
la présence de rhizobactéries (Bacillus spp.) de pois chiche producteurs de I’AIA et
capable de solubiliser le phosphate. Ils montrent aussi que les activités PGP de ces
rhizobactéries sont hétérogenes; certaines souches possédent des capacités remarquables
auss bien phytostimulatrices que biofertilisantes. En outre, ces rhizobactéries présentent
des caractéristiques bénéfiques aux plantes a effet indirect qui sont reliées aleur utilisation
comme moyen de lutte biologique via la production de certains métabolites comme le
HCN et les enzymes lytiques (les chitinases) capables d’inhiber la croissance des
champignons phytopathogenes.

Cependant, il est important de réaliser que, malgré I’utilité des tests in vitro pour
déterminer le potentiel inhibiteur d’une rhizobactérie, cela ne refléte en rien larédité de la
rhizosphére. Par conséquent, |a prochaine étape dans le développement des rhizobactéries
comme des agents de biocontréle doit absolument passer par des tests en pot et des tests au
champ.

Cing isolats ont été sélectionnés pour approfondir I’étude de leur taxonomie et de
leurs efficacités contre FOC in vivo. Il s’agit des isolats Rb29, Rb6, Rb4, Rb12 et Rb15.
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Cﬁapifre 4:

I dentification des rhizobactéries antagonistes

4.1- Introduction

L’isolement a partir des échantillons du sol nous a permis d’obtenir une collection
de 131 isolats bactériens. Ces rhizobactéries ont été testées pour évaluer leur pouvoir
antagoniste contre deux isolats de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris: agent du
flétrissement vasculaire du pois chiche. Vingt neuf (29) isolats antagonistes seulement ont
montré une bonne action inhibitrice envers ces deux derniers pathogénes. Les cing
meilleures rhizobactéries antagonistes ont été retenues pour une identification approfondie.
Il s’agit de Rb29, Rb6, Rb4, Rb12 et Rb15. Ces isolats sont morphol ogiquement différents
entre eux et pourraient représenter des taxons originaux.

La caractérisation phénotypique traditionnelle est toujours admise comme étape
primordiale pour I’identification et la séparation des bactéries nouvellement isolées. Les
caracteres phénotypiques offrent des opportunités pour sélectionner des souches efficientes
et compétentes. Ainsi, ces approches d’ordre fondamental et pratique permettent la

détermination d’une inoculation efficace et bénéfique pour les plantes hétes.

4.2- Caractérisation phénotypique et biochimique

L’identification de cinq rhizobactéries (Rb29, Rb6, Rb4, Rb12 et Rb15) a été faite
sur la base de leurs caractéres morphologiques, physiologiques et biochimiques. L’isolat

Rb29 a fait I’objet d’une identification génotypique.

Les cing isolats bactériens ont été identifiés comme étant des bactéries a Gram
positif appartenant au genre Bacillus. La confirmation de ce genre est apportée par la mise
en évidence de sporulation de ces bacilles. Ils sont catalase positif et oxydase variable
(Tableau 18).

Nos isolats donnent, sur GN des colonies sont e plus souvent de grandes tailles
MuQueuses ou rugueuses, irréguliéres, opagues, blanches a cremes (Figure 46).

L’examen microscopique par I’objectif & immersion a montré que les cing isolats
sont des bacilles rectilignes, a extrémités carrées ou arrondies, de taille variable entre 2 et
3um de long et 0,9 a 1,2um de large, sporulés, a Gram positif (Figure 47), généralement

mobiles sauf pour les isolats identifiés comme étant Bacillus mycoides.
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Lorsque les conditions deviennent défavorables, les Bacillus spp. sporulent et
donnent des spores (une seule endospore par cellule végétative).

Les endospores ont été examinés a I’aide des microscopes optique et électronique
(Figure 48, Figure 49 et Figure 50). Les endospores étant imperméables au bleu de
méthyléne ou elles apparaissent comme des zones incolores dans les cellules végétatives.
Par contre, apres une coloration au vert de malachite, elles apparaissent vertes dans des
cellules rouges. La forme des endospores pour toutes les espéces identifiées est ovoide et la
position est centrale et non déformante.

Le tableau 18 présente les résultats des caractéres morphologiques de cing especes
identifiées.

Le profil biochimique obtenu aprés la lecture finale des galeries Api 50 CHB et 20E
a été identifié a partir de la base de données (V4.0), a l'aide du logicie didentification
apiweb™ en référence aux tableaux didentification de la notice du fabriquant pour les

résultats attendus des différentes réactions biochimiques (Annexe 6).

Le tableau 19 présente les résultats des caractéres biochimiques des cing isolats
obtenus par les galeries Api 50CHB. Cing espéces ont été identifiées : B. subtilis (Rb29),
B. amyloliquefaciens (Rb4), B. megaterium (Rb6), B. lentus (Rb12), B. mycoides (Rb15)
(Tableau 18).
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Fig. 46: Aspects culturaux de trois especes de Bacillus sur milieu GN
a: B. subtilis (Rb29) ; b : B. lentus (Rb12) ; ¢ : B. mycoides (Rb15)
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Fig. 47: Aspect microscopique de B. lentus Rb12 et B.

amyloliquefaciens (Rb4) apres une coloration de Gram (x 100)
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Tableau 18 : Principal es caractéristiques morphol ogiques et physiologiques de cing especes de Bacillus

G | Cat Oxy | Endospore Position despore

Morphologie

Rb29 B. subtilis + + + + centrale grand batonnet rectiligne 1,2 +

Rb4 B. + + + + centrale grand bétonnet en chaine 1 +
amyloliquefaciens

Rb6 B. megaterium + + - + centrale grand bétonnet en longue chaine 1,1 +

Rb12 B. lentus + + - + centrale batonnet court, isolé 0,9 +

Rb15 B. mycoides + + - + centrale grand bétonnet en chaine 1,2

G : Gram (+ positif, - négatif) ; Cat : Catalase (+ positif, - négatif) ; Oxy : Oxydase (+ positif, - négatif) ; Endospor e (+ présence, - absence) ;

Lon: Longueur; La: Largeur ; Mob : Mobilité (+mobile, - immobile).
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Fig. 48: Aspect microscopique d’endospores centrales et cellules végétatives de B.
megaterium Rb6 (x 100)
a: apres coloration au bleu de méthyléne, b : aprés coloration au vert de malachite
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Fig. 49: Caractéristiques morphologiques de spores de B. subtilis (Rb 29) observés en
mi croscopie éectronique a balayage au grossissement x 4.0k et une échelle de 10um.
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Fig. 50: Caractéristiques morphologiques de spores de B. lentus (Rb12) observés en
microscopie é ectronique a balayage au grossissement x 5.0k et une échelle de 10um.
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Tableau 19: Pourcentages de réactions positives obtenus par les galeries Api 50CHB

L es composés car bonés Rb6 Rb12 Rb29 Rb15 Rb4

Api 50 CHB V4.0
1 GLY + + + + ++ + + +
2 ERY
3 DARA
4 LARA + + + + ++ + +
5 RIB + + + + ++ +
6 DXYL ++ ++ ++
7 LXYL
8 ADO
9 M DX
10 GAL
11 GLU
12 FRU
13 MNE + +
14 SBE
15 RHA
16 DUL
17 INO + +
18 MAN ++ +
19 SOR + +
20 MDM
21 MDG + + ++ ++
22 NAG ++ 4 F + +
23 AMY + + ++ + + + + +
24 ARB
25 ESC
26 SAL
27 CEL
28 MAL
29 LAC
30 MEL
31 SAC
32 TRE
33 INU
34 MLZ + +
35 RAF ++ ++ ++ ++
36 AMD +++ ++ ++ +++ ++
37 GLYG +++ \ + + ++ +++ + +
38 XLT
39 GEN + + + + + + + +
40 TUR ++ + ++ ++
41 LYX
42 TAG
43 DFUC
44 LFUC
45 DARL
46 LARL
47 GNT
48 2KG
49 5K G
I dentification B. megaterium B.lentus | B.subtilis | B. mycoides | B. amyloliquefaciens
1.D % 88,7 99,9 99,8 99,2 99,7

glycéral (GLY) ; érythrol (ERY); Darabinose (DARA); L-arabinose (LARA); ribose (RIB); D-xylose (DXYL); L-xylose
(LXYL); adonitol (ADO) ; D-xyloside (MDX); galactose (GAL);glucose (GLU); fructose (FRU); mannose (MNE) ; L-
sorbose (SBE); rhamnose (RHA); dulcitol (DUL); inositol (INO); sorbitol (SOR); mannitol (MAN) ; sorbitol (SOR); a-
méthyl-Dvmannoside (MBM); a-méthyl-Dvglucoside (MDG); Nacetyl glucosamine (NAG); amygdaline (AMY);
arbutine (ARB); esculine (ESC); salicine (SAL); cellobiose (CEL); maltose (MAL); lactose (LAC); mélibiose (MEL);
saccharose (SAC); tréhalose (TRE); inuline (INU); amidon (AMD); raffinose (RAF); méézitose (MLZ); glycogene
(GLYG); xylitol (XLT); gentiobiose (GEN) ; D-turanose (TUR); D-Lyxose (LYX); D-tagatose (TAG); D-fucose
(DFUC); L-fucose (LFUC); D-arabitol (DARL); L-arabitol (LARL); gluconate (GNT); 2 k éto-gluconate (2 KG) ; 5 kéto-

gluconate (5 KG).
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Le test, appliqué a cing isolats, a permis de définir pour les espéce de Bacillus un
profil biochimique concernant I’acidification des 49 substrats (hydrates de carbone et leurs
dérivés) (Annexe 6). Le profil biochimique obtenu au moyen du systeme APl 50CHB est
suffisamment caractéristique pour différencier entre les especes du méme genre Bacillus.
De méme, toutes les especes identifiées ont présenté un niveau de similitude supérieure
(Tableau 19).

La caractérisation phénotypique a été utilisee pour identifier et classer les isolats
selon certains critéeres morphologiques, la réaction avec certains colorants et les réactions
biochimiques. Cependant ces propriétés biochimiques n’ont pas permis de réaliser une
identification taxonomique totale et précise.

L’identité de I’isolat Rb29 a éte confirmée par une identification moléculaire par le
sequencage du géene rrs (ARNr 16S). 1l a été identifié comme étant une espece du groupe
B. subtiligamyloliquefaciens. Cette identification a été effectuée par le pble
d’identification bactérienne de I’institut pasteur de Paris.

4.3- Discussion

Les cing isolats ont été identifiés comme des especes qui appartiennent au genre
Bacillus: B. subtilis (Rb29), B. amyloliquefaciens (Rb4), B. megaterium (Rb6), B. lentus
(Rb12), B. mycoides (RDb15). Elles ont été identifiées avec un pourcentage élevé de
similitude. Une identification au niveau de |'espéce est considérée comme acceptable avec
un pourcentage de similitude supérieur a 75% (Gacitla et al., 2009).

Leurs tailles sont variables entre 2 et 3um de long et 0,9 a 1,2um de large. Selon
Logan et De Vos (2009) les cellules de Bacillus spp. sont en forme de batonnet avec des
extrémités rondes ou carrées dont la taille varie de 2,5 x 10um a 0,5 x 1,2um. Elles

peuvent se présenter individuellement ou en chaine.

Les endospores formés par les especes identifiées sont ovoides, centrales et non
déformantes. D’aprés Murray et al. (1995) les espéces du genre Bacillus peuvent former
des spores qui peuvent étre cylindriques, ovales ou rondes, placées en position centrale,
terminale ou subterminale.

Toutes |les especes identifieés sont mobiles a I’exception de B. mycoides (Rb15).
Généralement, les especes de Bacillus utilisées dans le biocontréle sont mobiles, avec des
flagelles peritriches. Certaines especes a intérét dans la lutte biologique (B. mycoides) ont
été caractéristes comme étant stationnaires (Kloepper et al., 2004 ; Athukorala et al.,
2009).
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La présente étude, ne peut a elle seule suffire pour identifier nos isolats et a plutét
un intérét dans la caractérisation phénotypique des cing isolats sélectionnés. Aing, les tests
de la galerie ont été utilisés afin de dresser un profil phénotypique de chaque isolat. En
effet, les taxonomistes préconisent [I’utilisation d’un ensemble des caractéres
phénotypiques additionnés a I’analyse génotypique dans le cadre d’une taxonomie
polyphasique (Palleroni, 2005 ; Palleroni, 2010).

Le genre Bacillus apparait extrémement hétérogene tant sur le plan génétique que
phénotypique notamment au niveau respiratoire, meétabolique, ains que dans sa
distribution dans I'environnement (Cheikh Rouhou, 2006). Au sein de la famille des
Bacillaceae, on retrouve, entre autres, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. mycoides
(Kloepper et al., 2004).

Du point de vue génétique, B. subtilis est facilement manipulable, c'est également
un excellent modéle pour I'étude de la croissance végétative et de la sporulation. Elle est
notamment capable de former des spores, lui permettant de survivre longtemps dans des
conditions extrémes telles que la dessiccation ou la chaleur (Marchadier, 2009).

Les trois espéces B. amyloliquefaciens (Rb4), B. megaterium (Rb6), B. lentus
(Rb12) appartiennent aussi au méme groupe que B. subtilis (Rb29).

Par contre B. mycoides (Rb15) appartient au groupe de B. cereus. L'aspect rhizoide
des colonies différencie B. cereus et B. mycoides (Soufiane, 2013). Les especes du groupe
B. cereus peuvent étre impliquées dans la minéralisation du phosphate (Fitriatin et al.,
2011) et la production d'antibiotiques (Athukorala et al., 2009).

4.4- Conclusion

Des caractérisations phénotypiques et physiologiques plus une analyse biochimique
nous ont permis d’identifier les cing espéces comme suit: B. subtilis (Rb29), B.
amyloliquefaciens (Rb4), B. megaterium (Rb6), B. lentus (Rb12), B. mycoides (Rb15).

L es tests biochimiques utilisés pour I’identification des isolats de Bacillus, peuvent
étre considéres comme indicateurs de I’aspect métabolique de ces bactéries, qui semble

étre un avantage pour leur adaptation au sol et alarhizosphére.

Une identification moléculaire réalisée par le pole d’identification bactérienne de
I’institut Pasteur de Paris a confirmé que I’isolat Rb29 est une espéce du groupe B.
subtilis/amyloliquefaciens.

Dans cette partie nous avons pu déterminer s’il existe dans le sol des bactéries

sporulées qui soient capables d’étre utiliser comme agents de lutte biologique.
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Cﬁapifre 5:
Efficacitéin vivo de quelquesisolats de Bacillus spp. sur FOC en pots et en plein
champ

5.1- Introduction

L’amélioration de la croissance et la protection des plantes par la bactérisation des
semences est de plus en plus éudiée. En effet, les semences peuvent étre colonisées, dés le
semis et avant qu’elles ne germent, par de nhombreux microorganismes qui exercent sur
elles une pression par épuisement de nutriments accompagnée d’effets néfastes (Digat,
1992, Lemanceau, 1992). Il serait donc bénéfique d’introduire sur la semence une
population de bactéries connues pour ses effets bénéfiques sur la plante. L’installation
précoce de ces agents biologiques favorisera la colonisation de la spermosphere et de la
rhizosphére et pourra empécher I’agression de la semence par certains champignons
pathogenes (Digat, 1989, Mahaffee et Backman, 1993).

La recherche de souches antagonistes efficaces est |a base de toute lutte biologique.
Boudyach (2004) pensent qu'une bactérie protége mieux la plante de laquelle €elle a été
isolée. Partant de cette hypothese, un isolement de bactéries appartenant au genre de
Bacillus a été effectué a partir de la rhizosphére du pois chiche sain et qui a permis d'isoler,
de sélectionner et de caractériser 29 isolats antagonistes. Aucun des tests de caractérisation
réalisésin vitro ne permet de prévoir I'efficacité d'une souche dans les tests de protection in

ViVO.

Sur la base des criteres de sélection in vitro, cing espéces de Bacillus ont été
choisies comme étant les plus performantes et qui ont été testées in vivo en pots et en plein
champ. Il s’agit de B. subtilis (Rb29), B. amyloliquefaciens (Rb4), B. megaterium (Rb6), B.
lentus (Rb12), B. mycoides (Rb15).

5.2- Efficacitéin vivo de quelquesisolats de Bacillus spp. sur I’incidence de la maladie
Au cours de cette expérience, |’effet protecteur de Bacillus spp. a I’égard de FOC
responsable de flétrissement vasculaire de pois chiche a été testé sur le cultivar sensible
ILC 482. L’efficacité «in vivo» des cing isolats (Rb29, Rb6, Rb12, Rb4 et Rb15) sur
I’incidence de lamaladie a été évaluée au bout de 40 jours.
Les résultats obtenus montrent que |’apparition des 1'*° symptémes sur les plantes

inoculées seulement par FOC1 s’est faite au 18°™ jour de semis en pots et au 25°™ jour en
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plein champs. Les observations régulieres, enregistrées durant 6 semaines, ont montré que

la maladie s’est installée rapidement sur les plantes non traitées.

Le suivi de I’incidence de la maladie en fonction du temps pour les plantes
inoculées uniguement par FOC1 a montré gque les symptémes typiques du flétrissement
vasculaire se manifestent sous forme d’un jaunissement débutant par les feuilles basales et
montant progressivement vers celles du haut, ces symptdmes sont représentatifs d’un
niveau d’infection important.

Dans ces essai's, nous avons noté une variation de la maladie évaluée sous forme de
pourcentage des plantes ayants atteintes un indice symptomatologique de 3,8 et de 3,7 en
pots et en plein champ, respectivement, correspondant au flétrissement généraliseé ou a la
mort de la plante (Figure 52 et 53). En effet, dans le cas des plantes inocul ées par FOC1,
I’incidence de la maladie est de 100% et allant méme jusqu’a la non germination de
guel ques semences et/ou une croissance raentie. La pathogénicité de FOC s’est manifestée
aussi bien au stade semence qu’au stade plantule, principalement par des manques a la
levée, des mortalités élevées des plantules et une inhibition importante de la croissance

racinaire.

Concernant les plantules issues des semences inoculées par FOC1 et bactérisées
séparément par les 5 isolats de Bacillus, les symptdomes n’apparaissent qu’apres 29 a 37
jours et de 33 a 39 jours en pots et en plein champs respectivement, selon I’isolat testé
(Tableau 20). La bactérisation des graines par les 5 rhizobactéries a un effet bénéfique des
la germination en favorisant le développement des graines en présence de pathogene et en
retardant I’apparition des symptomes (Figure 51). Une bioprotection des plantes in vivo,
révélatrice d’un pouvoir antagoniste des isolats de Bacillus spp. vis-avis de FOC1, a été
induite. Au bout de 40jours, un empéchement considérable de la maladie a été constatée
chez les plantes traitées avec les deux isolats Rb29 et Rb6 ; pour les quels les taux
d’infection restaient trés faibles de 1 et 10% et de 2 et 19% en pots et en plein champ
respectivement avec des symptobmes atténués principalement un jaunissement foliaires
(Figure 54 et Figure 55). Cependant, I’incidence de la maladie enregistrée pour les isolats
Rb12, Rb4 et Rb15 est faible alant de 30 & 40% en pots et de 32 a 42,8% en plein champ
(Tableau 20, Figure 52).

Les résultats obtenus confirment une fois de plus I’efficacité des cing espéces B.

subtilis, B. amyloliquefaciens, B. megaterium, B. lentus, B. mycoides. En effet, leur

133



Partielll : Résultats et discussion Chapitre5 : Efficacitéin vivo de Bacillus spp. sur FOC

application a réduit IM a 99%, 90%, 70%, 68% et 60% respectivement en pots et a 98%,
81%, 68%, 64% et 57,20% respectivement en plein champ (Tableau 20).
1iers

Tableau 20: La durée d’apparition des symptdmes, I’incidence et la gravité de la

mal adie en pots et en plein champs selon les traitements.

|La durée d’apparition| Incidence de la| La gravité de la |[Réduction d’incidence
Traitements des 1'*'S symptomes maladie (IM %)* | maladie (0a4) dela maladie (RM %)
Enpots | En plein |En pots| En plein |Enpots| En plein |En pots| En plein
champs champs champs champs
FOC1 18 25 100¢ | 97,93 | 38 37
FOC1+Rb29 | 37 39 12 22 003 | 0,06 99 98
FOC1+Rb6 | 35 38 10° 19° | 038 | 072 %0 81
FOC1 +Rb12 32 36 30° 32°¢ 1,17 1,18 70 68
FOC1+Rb4 31 36 32°¢ 36° 1,21 1,33 68 64
FOC1+Rb15 | 29 33 40° | 42,8° | 1,56 1,62 60 57,20

* Significative au seuil de 0,05

L’ analyse de la réduction de I’incidence de la maladie (RM) lors de ce test montre
gue toutes les espéces testées réduisent significativement I’incidence de la maladie (IM)

par rapport au témoin (Annexe 7).
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FOC1+ Rb29

Fig. 51: Effet de la bactérisation des semences d’ILC 482 par B. subtilis (Rb29) sur la
germination, en comparaison avec les semences inocul ées uniquement par FOC aprés 10
jours d’inoculation.
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Fig. 52 : Réduction de I’incidence de la maladie de pois chiche traitée par les cing espéces
de Bacillus et inocul ée par FOC1 en comparaison avec les plantes inocul ées uniquement
par FOC1.
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Fig. 53: Plantes inoculées avec FOC1 montrées les symptdmes caractéristiques de flétrissement vasculaire:
a) jaunissement et flétrissement et (b) nécrose du collet.
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Fig. 54: Essai de lutte biologique en pots : (1) témoin sain, (2) plantes traitées seulement par B. subtilis (Rb29), (3) plantes traitées par B. subtilis
(Rb29) et inoculées par FOCL, (4) plantes inocul ées seulement par FOC1.
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Fig. 55: Essal de lutte biologique en plein champ :(a) plantes inocul ées seulement par FOC1 ; (b) plantes traitées par B. subtilis (Rb29) et
inocul ées par FOC1.
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5.3- Efficacité in vivo de quelques isolats de Bacillus spp. sur la croissance et le
rendement de pois chiche

En plus de leurs activités dans le contréle biologique de la maladie, en réduisant la
gravité et en diminuant l'incidence, les espéces de Bacillus ont démontré qu’elles sont
capables d’ameliorer la croissance des plantes.

Il est a noté que les parametres de croissance ont éé mesurés alafin de la période
végétative en plein champ.

Les plantes traitées par les cing especes antagonistes présentent un développement
vegéetatif plus important comparativement a ceux du témoin sain et de plantes inocul ées par
le pathogéne et traité par I’antagoniste (Figure 56 et Figure 57). L’effet des isolats de
Bacillus spp. sur la hauteur de latige est représenté dans e tableau 21.

Les hauteurs des plantes bactérisees sont variées de 54 a 63,3cm selon la
rhizobactérie testée par rapport au témoin. Ainsi que, les plantes inoculées par FOC1 et
traitées par Bacillus spp. ont enregistré des hauteurs plus élevées alant de 52 a 59,1 cm en
comparaison avec les plantes inoculées uniquement par FOC1 et qui ont présenté la plus
courte hauteur (Tableau 21).

Comparativement au témoin, tous les traitements ont donné des valeurs de mesure

supérieure et qui sont significativement différentes (Annexe 7).

Un effet significatif de I’amélioration de la hauteur de la tige a été observé en
présence des trois isolats Rb29, Rb6 et Rb4, alors qu’une légére amélioration est constatée
en utilisant les bactéries Rb12 et Rb15.

B. subtilis (Rb29) qui a conféré I’indice de la maladie le plus faible a également

donné le taux d’augmentation de la hauteur de la tige le plus élevé.

L'effet de bactérisation des semences de pois chiche par les especes de Bacillus sur
les paramétres de rendement est présente dans le tableau 21.

Chez les plantes bactérisées, le nombre de gousses par plante varie de 14,79 a 21,12
avec une moyenne de 16,92 gousses. Le nombre de graines par plante varie de 15,08 a
22,12 avec une moyenne de 17,48 Gr/pl. Le nombre de graines par gousse varie de 1,01a
1,04 avec une moyenne de 1,02.Le poids de 100 graines varie de 42 a 44 g avec une

moyenne de 43g.
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Chez les plantes inoculées par FOC1 et traitées par Bacillus spp., le nombre de
gousses par plante varie de 11,58 a 14,20 avec une moyenne de 12,89 gousses. Le nombre
de graines par plante varie de 11,95 a 14,58 avec une moyenne de 13,19 Gr/pl. Le nombre
de graines par gousse varie de 1,01a 1,03 avec une moyenne de 1,02.Le poids de 100

graines varie de 37 a 39 g avec une moyenne de 38,4 g.

Tableau 21: Effet de bactérisation par Bacillus spp. sur les paramétres agronomiques de

pois chiche

Traitements | H (cm) | Nt Go | Go/ Pl | Nt Gr Gr/PI Gr/Go | Pt Gr (g) | P 100 (g)

Témoin 51,1" | 360 | 15% | 364,8° | 152°¢ | 1,01° | 129,3°¢ 432
Rb29 63,3% | 507% |21,12*| 531% | 22,12* | 1,04* | 188,82 44°
Rb6 61° | 391° |16,29°| 402°¢ | 16,75°° | 1,02*° | 143" 432
Rb12 55°¢ | 3559 [14,79°| 3629 | 15,08°¢ | 1,01° | 1287° 42°
Rb4 59¢ | 422° |1758°| 440° | 1833° | 1,04° | 156,6° 442
Rb15 54°¢ | 356° |14,83°| 363% | 1512°°| 1,01 | 1291° 42°
FOC1 3879 | 99" | 412" | 102" | 425° | 103*°| 36° 35,4°

FOC1+Rb29 | 59,1°¢ | 3419 | 14,20°| 3509 | 14,58°% | 1,03*° | 124,4° 39°¢

FOC1+Rb6 5749 3389 | 14,08°| 3429 | 1425°9 | 1,01° | 121,6° 374

FOC1+Rb12 | 53,7° | 301° |12,54%| 307° | 12,79° | 1,01° | 109,1° 39°

FOC1+Rb4 55¢ 200° | 12,08°| 298° | 12,419 | 1,022° | 106¢ 39P¢

FOC1+Rb15 | 52F 278° | 1158°| 287° | 11,9579 | 1,03*° | 102¢ 38°¢

H : la hauteur des plantes; Nt Go: le nombre total de gousses; Go/ Pl : le nombre de
gousses par plante ; Nt Gr : le nombre total de graines; Gr/Pl : le nombre de graines par
plante; Gr/Go: le nombre de graines par gousse; Pt Gr (g) : le poids total graines ;P
100 (g) : le poids de 100 graines.

L’analyse de la variance a montré un effet tres hautement significatif pour la
hauteur des plantes, le nombre total de gousses, e nombre de gousses par plante, le nombre
total de graines, le nombre de graines par plante, le nombre de graines par gousse, le poids
total graine et le poids de 100 graines (Annexe 7).

Il est a noter I’existence d’une corréation positive entre la capacité phytoprotectrice
des isolats de Bacillus spp. et la stimulation de la croissance végétale (Tableau 22). Cette
corrélation apparait dans le classement des isolats par ordre d’efficacité qui est le méme

pour la protection des plants et I’augmentation de la hauteur de la tige.
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Une caractérisation in vitro plus poussée de cing especes testées in vivo a aors éé

entreprise: solubilisation de phosphate, production de phytohormone AlA, de HCN, de

chitinase (Tableau 23).

Tableau 22 : Corrélation entre I’incidence de la maladie et les paramétres agronomiques

étudiés
ﬁ H(m) NtGo Go/Pl NtGr
H (cm) 1
Nt Go 0,990 1
Go/ Pl 0,990 0,999 1
Nt Gr 0,991 0,999 0,999 1
Gr/Pl 0,991 0,999 0,999 0,999 1
Pt Gr (g) 0,991 0,999 0,999 0,999 0,999
P 100 (g) 0,787 0,764 0,764 0,774 0,774
IM pots -0,991 -0,987 -0,987 -0,986 -0,986
IM champs -0,987 -0,977 -0,977 -0,978 -0,978

1
0,774
-0,986
-0,978

1
-0,729 1
-0,757 0,996

Gr/Pl Pt Gr(g) P 100(g)IM pots IM champs

1

H : la hauteur des plantes; Nt Go: le nombre total de gousses; Go/ Pl : le nombre de
gousses par plante ; Nt Gr : le nombre total de graines; Gr/Pl : le nombre de graines par

plante ;

Pt Gr (g) : lepoidstotal graines; P 100 (g) : le poids de 100 graines.

Tableau 23 : Les caractéristiquesin vitro de Bacillus spp. testéesin vivo

Isolats |[MoyennelCM| Solubilisa- Produ- Produc- Produc- | Protec- | Protec-
de FOC1 et tion de ction de tion de tion tion tion
rhizob- | FOC2(%) | phosphate | HCN PAIA | d’enzymes | (%) (%)
actéries [ CD [CaD| P,0s (ug/m) AIA (ug/ml)| Chitinases | S"POt | enplein
205 (UG Hg champ
Rb4 56,60 (35,27 48,85 +++ 126,4 + 68 64
Rb6 59,44 145,21 30,17 +++ 46 + 90 8l
Rb12 54,54 41,45 31,60 +++ 9,4 - 70 68
Rb15 [54,64 43,17 36,99 +++ 64,8 + 60 57,20
Rb29 |65,88 38,33 29,45 +++ 34,6 - 99 98
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Il est arappeler que les cing especes testées avaient démontré in vitro une meilleure
activité antagoniste contre le FOC, une capacité a produire I’hormone de croissance AIA et
d’HCN et une bonne solubilisation de phosphate. L’utilisation de ces bactéries peut
entrainer une meilleure utilisation du phosphore disponible au niveau du sol par les plantes.

Des observations du systéme racinaire ont démontré que les cing bactéries testées
sur le cultivar de pois chiche ILC 482 n’ont pas affecté la formation des nodules (Figure
58). Il semble gu’elles n’ont aucun effet négatif sur le processus de nodulation conduisant
ains alafixation azotée.

La bactérisation a induit une bonne croissance de la partie racinaire. La longueur
racinaire et les racines secondaires ont été nettement meilleures chez les plantes
bactérisées, la méme observation a été constatée chez les plantes inoculées par FOC1 et
traitées par Bacillus spp. (Figure 56) comparativement aux plantes inocul ées seulement par
FOC1.

La bactérisation a induit a une phytostimulation de la partie aérienne. Les analyses
de la variance ont montré des effets significatifs notables (Annexe 7). La hauteur de latige
a été nettement meilleure chez les plants bactérisés. En effet, les hauteurs chez le témoin
est de 51,1 cm, alors qu’en bactérisation, les valeurs dépassent les 53 cm. L’analyse de la
variance (Annexe 7) a montré que B. subtilis (Rb29) a induit une meilleure réponse
stimulatrice des parametres de croissance des plants de pois chiche par rapport aux autres
isolats. En effet, les plantes traitées par cette espéce ont montré une meilleure croissance
axiale (Tableau 21, Figure 56 et 57). De méme, les paramétres de rendement et surtout le
nombre de graines et son poids total grainesont surpassé ceux des autres traitements
(Tableau 21). Aussi, I’interaction des isolats testés avec FOC1 a engendré des effets

stimulateurs de croissance et de rendement supérieurs aux témoins (Tableau 21).
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Fig. 56: Essai de lutte biologique en pots : (1) témoin sain, (2) plantes traitées seulement
par B. subtilis (Rb29), (3) plantes traitées par B. subtilis (Rb29) et inoculées par FOCL1,
(4) plantes inocul ées seulement par FOC.
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Fig. 57: Effet de Bacillus sur la croissance végétative de pois chiche: (1) témoin sain, (2) plantes traitées par B. subtilis (Rb29) et inocul ées par
FOC1, (3) plantes traitées seulement par B. subtilis (Rb29), (4) plantes inocul ées seulement par FOC1.
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Figure 58: (a) Présence de nodules sur une plante de pois
chiche (ILC482) traitée avec B. subtilis (Rb29) et (b) un
agrandissement sur les racines.
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5.4- Discussion

Notre étude s’appuie sur la sélection des rhizobactéries capables de protéger les
plantes de pois chiche vis-avis FOC1. L'utilisation des bactéries indigénes en lutte
biologique peut contribuer a préserver non seulement I’équilibre de I’agrosystéme, mais
auss le caractére du rendement.

La bactérisation des graines de pois chiche avec ces rhizobactéries est tres efficace
et par conséquent a empéché I’expression du FOC1 de 60 a99% et de 57,20 a 98% en pots
et en plein champ respectivement. En effet, une nette réduction de la maladie a été
observée. B. subtilis (Rb29) est la bactérie qui avait une plus forte capacité a controler
FOCL1 par rapport a la bonne capacité protectrice démontrée par les autres espéces B.
megaterium (Rb6), B. amyloliquefaciens (Rb4), B. lentus (Rb12), B. mycoides (Rb15).

La bactérisation des graines a conduit a une protection du cultivar sensible ILC482
contre le pathogene. Cette protection a favorisé la germination des graines. La germination
est considéré comme une éape critiqgue dans I'établissement des semis et ains la
détermination d’une production agricole réussie (Benidire et al., 2015). Une augmentation
de taux de germination des semences a été exhibée par une bactérisation avec des PGPR
(de Freitas et Germida, 1990).

Akhtar et Siddiqui (2008) ont mentionné que Bacillus pumilus a diminué I'incidence
de la maladie de pois chiches causeée par Macrophomina phaseolina. Pleban et al.(1995)
ont démontré que l'inoculation de plants de coton avec B. cereus réduit l'incidence de la
maladie causée par R. solani de 51%, et les résultats de Amal-Asran (2001) qui indique
gue B. coagulans et B. cereus ont montré des augmentations significatives de la survie et
réduit de pré-émergence fonte des semis.

Les résultats de la présente éude ont été confirmeés par les résultats de Bressan et
Fontes Figueiredo (2010), qu’ils ont trouve que six isolats de Bacillus spp. (BM1, BM2,
BM3, BM4, BM5 et BM6) montrant un effet antagoniste contre Fusarium moniliforme in
vitro, sont aussi les mémes isolats protecteur de la culture de mais (cv. BR 201) in vivo.
Aussi, plusieurs auteurs ont noté que les microorganismes présentant une activité
antagoniste élevée in vitro la conservent in vivo (Bardin et al., 2003)

Les isolats testés ont stimulé la croissance du systéme racinaire, permettant ainsi
une plus grande exploration du sol et par conséquent, une augmentation de la surface
d’échange et donc une nutrition améliorée, ce qui s’est traduit aussi par un meilleur
dével oppement de la partie agrienne. 1l a été démontré que les systémes racinaires les plus

longs sont les plus adaptés a I’exploration du sol (Berta et al., 2002). La stimulation de la
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croissance du systéme racinaire des plants inoculés par Bacillus spp. pourrait étre
expliquée par le fait que ces deux souches bactériennes peuvent agir par I’intermédiaire
d’hormones. En effet, Glick (1995) a démontré que la synthése des auxines par les
rhizobactéries est impliquée dans I’élongation racinaire.

L es résultats obtenus montrent que toutes | es rhizobactéries testées sont parvenues a
promouvoir |la croissance des plants de pois chiche a des valeurs de mesure variables. Cette
stimulation sest traduite essentiellement par une meilleure croissance axiale et une
biomasse plus importante. Ce qui corrobore avec les résultats de plusieurs auteurs (Wani et
al., 2007 ; Satrani et al., 2009, Wani et Khan, 2010). Nos notations confirment une
influence positivement significative des cing especes rhizobactériennes B. subtilis (Rb29),
B. amyloliquefaciens (Rb4), B. megaterium (Rb6), B. lentus (Rb12), B. mycoides (Rb15)
sur tous les parametres de croissance en comparaison avec le témoin.

La promotion de la croissance d’une plante peut étre la conséquence des
mécanismes d’actions bactériens intervenant indirectement dans I’environnement
rhizosphérique ou directement sur la plante. Satrani et al. (2009) ont suggéeré que la
stimulation de la croissance des plantes traitées par des PGPR est directement liée a la
secrétion des phytohormones synthétisées par ces rhizobactéries. Ces phytohormones
agiraient par renforcement ou accélération du dével oppement alafois du systéme racinaire
et de la partie aérienne des plantes. Par conséguent, la surface des racines est amplifiée ; ce
qui intensifie I’absorption des éléments nutritifs, de I'eau et des minéraux par les plantes.

Il est tres probable que la stimulation de la croissance des plantes par les
rhizobactéries est le résultat de I'action combinée de plusieurs mécanismes, mais la
production de phytohormones (surtout IAA) est considérée comme un mécanisme direct
utilisé par les bactéries pour augmenter la croissance et le rendement des plantes
(Arkhipova et al., 2005; Idris et al.,2007). Les rhizobactéries produisant I’AIA sont
connues pour leurs capacités a augmenter la croissance et lalongueur des racines. Cet effet
résulte en une surface racinaire plus grande, et une accessibilité pour plus de nutriments
pour la plante.

Les effets bénéfiques de l'inoculation des cultures avec des microorganismes
solubilisant le phosphate, ont été décrits par plusieurs auteurs (Rodriguez et Fraga, 1999;
Sarawgi et al., 1999). Kloepper et al. (1989) a rapporté que plusieurs souches de Bacillus
(Bab, Ba7, D6, D13, B14 et B18) isolées sur milieu PVK additionné de Ca3(P0O4)2

solubilisent les phosphates a des taux appréciables. Elles peuvent étre considérées comme
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des biofertilisants car ces bactéries sont capables de libérer une quantité de P supérieure a
celle nécessaire a leur métabolisme, ce qui permet aux plantes d’absorber le surplus.

La production d’HCN peut étre avantageuse pour acquerir des nutriments. L’HCN
provogue une augmentation d’exsudat racinaire (Ellis et al., 2000). Les plantes hétes ne
sont géné&ralement pas affectées par le cyanure bactérien (Zdler et al., 2007). La
production de HCN est une activité trés commune chez Bacillus (50%) dans le sol
rhizosphérique (Charest et al., 2005; Ahmad et al., 2008 ). Plusieurs études montrent que I’
HCN améliore la croissance des plantes (Wani et al., 2007). Selon Banerjee et al. (2010),
le HCN est un métabolite secondaire impliqué dans la protection des végétaux. Aing, la
capacité de produire HCN est une qualité souhaitée pour les rhizobactéries stimulatrices de
la croissance des plantes.

La bactérisation de pois chiche avec Bacillus spp. s’accompagne en effet d’une
augmentation significative des paramétres de rendement de la culture. Ben Mbarek (2011)
suggere que, la hauteur du pois chiche du type Kabuli varie, de 30 a 90 cm, le nombre de
gousses par plante varie de 10 a 42 gousses, e nombre de graines par gousse varie de 0,69
al1,04 et le poids de 100 graines varie de 23 a45 g.

Brown (1974) a rapporté que I’utilisation de Bacillus megaterium augmente le
rendement du blé cultivé au champ. Les résultats obtenus par Wani et al. (2007) suggerent
que I'application de Bacillus comme une semence bio-inoculant a travers leurs activités de
PGP promu sur toute la croissance des plantes | égumineuses.

Dans des essais en condition controlée et en plein champ, la bactérisation de pois
chiche par I’espéce B. subtilis (OSU-142) fixatrice d’azote seule ou en combinaison avec
I’espece B. megaterium (M-3) solubilisatrice de phosphate a augmenté de maniere
significative tous les paramétres éudiés chez le pois chiche (la hauteur de la plante, les
racines, nombre de gousses et |e rendement en graines) en comparaison avec le témoin non
traité (Elkoca et al., 2008).

L’origine rhizosphérique des isolats testés pourrait étre aussi 1’'un des facteurs
contribuant dans I’activité positive observee chez les plants de pois chiche. Les mémes
résultats ont été rapportés par Wani et Khan (2010) pour la souche solubilisatrice de
phosphate Bacillus sp. PSB10, isolée a partir de la rhizosphére de pois chiche. En effet, la
bactérisation par la rhizobactérie Bacillus sp. PSB10 a amélioré significativement la
croissance, la nodulation et le rendement de graines par rapport aux plantes non

bactérisées.
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Les observations régulieres au niveau du champ ont montré la présence de
nodulation de pois chiche issue des semences bactérisées inoculées ou non par FOCL.
Plusieurs auteurs ont demonté I’effet bénéfique de la bactérisation avec les especes de
Bacillus sur la nodulation (Elkoca et al., 2008 ; Wani et Khan, 2010). Hamaoui et al.
(2001) ont également rapporté que la bactérisation avec des PGPR a amélioré
considérablement la nodul ation par les Rhizobium natifs de pois chiche.

Couillerot (2009) asignalé que I’interaction entre les PGPR et Rhizobium est densité-
dépendante. Ainsi, a des concentrations relativement faibles de Rhizobium, le nombre de
site d’infection n’est pas limitant et la co-inoculation avec une PGPR n’amenera donc
vraisemblablement pas d’augmentation de rendement. Cependant, & de fortes
concentrations en Rhizobium, le nombre de sites d’infections devient limitant et la co-
inoculation avec une PGPR va créer de nouveaux sites d’infection pour Rhizobium,

amenant ainsi uneaugmentation du rendement.

5.5- Conclusion

Les différentes especes de Bacillus qui colonisent la rhizosphere possedent
plusieurs charactéristiques intrinseques qui les rendent particulierement intéressantes pour
une utilisation comme agents de lutte biologique et biofertilisants.

Dans le cadre de cette étude, les travaux ont été concentrés principalement sur
I’efficacite des especes de Bacillus contre FOCL et sur I’effet bénéfique a promouvoir les
parametres de croissance et de rendement de pois chiche.

Cette étude a montré que I’action des rhizobactéries testée ne se limite pas
seulement a la protection de la plante mais auss a la stimulation de la croissance des
plantes. Ces isolats ont été sélectionnés pour leur meilleur effet antagoniste in vitro vis-a&
vis de FOClet FOC2. De plus, les résultats obtenus par une caractérisation de ces souches
y compris la production des substances favorisant la croissance des plantes (AIA, HCN...)
et la solubilisation de phosphate, suggérent que ces isolats peuvent étre des PGPR
présentant des compétences rhizospheriques en stimulant la croissance végétative. En effet,
une meilleure utilisation de ces rhizobactéries nécessite une meilleure compréhension des

mécanismes qui interviennent pour stimuler la croissance et/ou protéger la plante.
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Conclusion Générale Tt Perypecﬁvey

Les maladies fongiques, en Algérie, constituent pour les |égumes secs un probléme
phytosanitaire majeur et constituent également un facteur limitant aussi bien pour la
production de semences que pour la production destinée a la consommation. En effet,
I’ Algérie accorde une priorité importante a ces cultures. Cependant, avec I’extension des
superficies cultivées et I’introduction de nouvelles variétés, les risques d’apparition de
nouvelles maladies augmentent sans cesse au méme titre que I’apparition de nouvelles

races physiologiques.

A I’image de toutes les cultures intensives, celle de pois chiche paie un lourd tribut
au parasitisme. En traitant le probléme du flétrissement vasculaire de cette culture, nous
avons mis en évidence, dans un premier temps, la présence de I’agent causal de la maladie,
dans toutes les régions prospectées. L'étude de I'incidence et de la gravité de la maladie sur

un plus grand nombre d'aires de culture simpose.

Une analyse a porté sur des critéres morphologiques, biométriques et pathol ogiques
du FOC. Elle a permis de distinguer trois morphotypes et a révélé une variabilité dans
I'aspect, la pigmentation du mycélium fongique, ainsi que les mensurations des macros et
microconidies. Cette variabilité n’est pas spécifique a FOC mais elle se manifeste chez

toutes les formes spéciales de F. oxysporum.

Le FOC a été isolé de la tige et des semences a partir des plantes infestées et
récoltées dans les champs prospectés. L'inoculation des isolats de FOC au cultivar ILC 482
reconnu pour sa sensibilité vis-a-vis FOC, a permis de confirmer leur pouvoir pathogene.
Les isolats inoculés ont montré une variabilité de la virulence dont deux isolats FOC1 et
FOC2 ont été les plus virulents. Cette situation de I’agent pathogéne rend trés difficile le
développement de variétés résistantes ainsi que la protection agrochimique n’est pas
satisfaisante a cause de son efficacité limitée par I’apparition de phénoméne de résistance
des races phytopathogenes. Nous avons, donc chercher d’autres alternatives de lutte contre

ce champignon phytopathogene.

Les travaux présentés dans cette theése visaient I'élaboration d'une stratégie de lutte
envers FOC, par une approche exploitant I'effet bénéfique de rhizobactéries originaires de
la culture de pois chiche. Dans ce contexte, la lutte biologique contre le flétrissement

150



vasculaire de pois chiche a I’aide de rhizobactéries antagonistes semble étre une aternative

prometteuse a I’emploi des fongicides.

Certaines rhizobactéries associées a cette culture, particulierement les espéces de
Bacillus ont fait I’objet d’explorations suppressives de la maladie causée par FOC in vitro

et in vivo.

Parmi 131 isolats, 29 rhizobactéries ont montré un pouvoir antagoniste = 20% vis-
avis FOCL1 et FOC2 in vitro. Les 29 isolats testés ont réduit la croissance mycélienne de
ces deux agents pathogenes de 25,63% a 71,11% par confrontation directe et de 14,11% a
45,74% a distance. Nos résultats ont révélé aussi un changement de couleur et une

modification de I'aspect du mycélium fongique.

La caractérisation in vitro des 29 rhizobactéries antagoniste a démontré que
I’ensemble de ces dernieres ont la capacité de produire des métabolites secondaires
volatiles (HCN), des phytohormones (AlA) et une enzyme qui dégrade la paroi cellulaire
du pathogéne (Chitinase), méme qu’elles ont I’ aptitude de solubiliser e phosphate. Toutes
ces caractéristiques rendent ces isolats des rhizobactéries promotrices de la croissance des
plantes (PGPR).

Cing isolats Rb29, Rb4, Rb6, Rbl2 et Rbl5 ont éé choisis comme des
rhizobactéries antagonistes les plus performantes et identifiés comme des espéces
appartenant au genre Bacillus; il s’agit de B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B.
megaterium, B. lentus, B. mycoides respictivement. Une identification moléculaire a

affirmé que I’isolat Rb29 est une espéce du groupe B. subtilis'amyloliquefaciens.

Les essais in vivo, ont montré que les cinq espéces de Bacillus séectionnés
protégeaient, de maniére évidente et a des degrés variables, les plantes de pois chiche
bactérisées contre le flétrissement vasculaire, en réduisant I’incidence de cette maladie
(IM) de 60% a 99% en pots et de 57,20% a 98% en plein champ. En effet, |'effet répressif
de Bacillus spp. a résulté en une augmentation de la croissance végétative et reproductive

des plantes de pois chiche.

En conclusion, s hous nous reportons au point de départ de cette étude, soit la
détection et I’isolement de souches pour le développement d’agents de biocontrble adaptés
aux cultures de pois chiche, nous pouvons affirmer avoir atteint ces objectifs. En effet,

nous avons isolé un bon nombre de rhizobactéries et certains de ces isolats ont montré une
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forte capacité a inhiber la croissance du pathogene, lors de tests de confrontation in vitro,
et a empécher I’expression du FOC par une forte réduction dela maladiein vivo.

L’originalité de ce travail de thése a été, d’une part, de confirmer I’intérét des
rhizobactéries dans le contr6le des maladies des plantes et d’autre part, la mise en evidence
de nouveaux candidats appartenant au genre Bacillus prometteurs en lutte biologique. Ces
derniers pourraient trouver leurs places dans les applications biotechnol ogiques visant une
amélioration des rendements et la préservation de I’environnement pour un développement
durable. De nombreux travaux ont pu mettre en évidence des souches modeles, toutefois il
faut garantir la stabilité et la reproductibilité des effets bénéfiques de ces rhizobactéries a
I’échelle de pratiques agronomiques. Et bien que des biopesticides a base de Bacillus spp.
sont déja commercialisés en Europe et aux Etats-Unis.

Ces résultats ouvrent de nombreuses perspectives parmi lesquelles :

- Il faut premierement optimiser pour chague antagoniste les parametres mis en
évidence par ce travail, a savoir les milieux de culture pour la production des inoculants,

I'amendement du sol avec des substances favorisant |'action des antagonistes.

- Il faut également rechercher les mélanges de microorganismes les plus performants

ains que leur mode d'adjonction optimal.

- De plus, une lutte biologique ne sera couronnée de succes que s I'utilisation des
mi croorganismes antagonistes est intégrée dans un concept global de production, avec une
stratégie claire de lutte phytosanitaire. Il est donc nécessaire d'étudier également la

compatibilité des antagonistes avec les techniques culturales usuelles.

- L'influence de la variété de la plante-hGte sur la capacité antagoniste des
microorganismes doit également étre testée; il est en effet possible que les antagonistes
protegent mieux certaines variétés, comme par exemple des variétés possédant une
résistance partielle aux maladies.

- Purifier les métabolites secondaires produits par les espéces de Bacillus et

déterminer leur structure.

- Etudier le mécanisme d’action d’éventuelle PGPR : induction du systeme de la

résistance de la plante.

Les résultats obtenus sont encourageants. Certes, divers travaux restent a faire pour

finir de développer un produit biologique efficace et employé a grande échelle. Prés de
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cinquante années de recherches n'ont elles pas été nécessaires entre |'isolement de Bacillus
thuringiensis (Berliner, 1911) et le premier produit commercia a base de cette bactérie
(Grison, 1971).

Il reste clair que les méthodes utilisées pour le contrle du F. oxysporum f. sp.
ciceris, ne permettent pas de résoudre définitivement le probléme de cette maladie. 1l est
donc impératif de poursuivre la recherche en vue d’établir la meilleure combinaison des
traitements susceptible de conférer une protection maximale de pois chiche contre le

flétrissement vasculaire.

L’effet PGPR offre donc des possibilités intéressantes pour une agronomie
respectueuse de I’environnement. En effet, une meilleure connaissance et utilisation de ces
populations bactériennes pourrait permettre une diminution des fongicides polluants dans

les sols agricoles.
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ANNEXE 1

Composition des différents milieux de cultures utilisées

+ Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Rapilly, 1968)

Pommedeterre 2009
Glucose 20 g
Agar 2049
Eau distillée 1000 ml

Ce milieu a été autoclavé a 121°C pendant 20 minutes. pH : 7,0-7,2

4+ Géosenutritive

Extrait deviande 1g
Extrait delevure 29
Peptone 59
Chlorurede sodium 59
Agar 15¢g
Eau digtillée 1000 mi

+ Milieu Pikovaskey solide de bleu de bromophénol (Pikovskaya, 1948)

Cay(Poy)> 59
(NH3)2S04 0,59
KCl 0,29
MgSO,, 7H,0 0,1g
glucose 10g
FeSO, 0,005g
Bleu bromophénol 0,259
Agar 15¢g
Eau digtillée 1L

Ce milieu a été autoclavé a 121°C pendant 20 minutes. pH : 7,0-7,2

+ Milieu Trypticase soja additionné de glycine

Glycine 449
Tryptic soy broth 39
Agar 20g
Eau digtillée 1L

Ce milieu a été autoclavé a 121°C pendant 20 minutes. pH : 7,0-7,2

- Solution de picrate de sodium : cette solution a couleur jaune contenant 2,5g/L

d’acide picrique et 12,5g/L de carbonate de calcium
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ANNEXE 1

+ Milieu de Luria-Bertani enrichi avec du tryptophane (LBT) (Bric et al.,

(1991)
L-tryptophane 1,029
Tryptone 109
Extrait de levure 59
NaCl 59
Agar 20g
Eau distillée 1L

Ce milieu a été autoclavé a 121°C pendant 20 minutes. pH : 7,0-7,2

- Solution de Salkowski est composée de 2% de FeCl3 (0,5 M) dans une solution de
35% d’acide perchlorique

& Milieu minimal utilisé pour la production de chitinase (Reniwick et al.,

1991)

Glucose 59
NapgHPO4 39
NH4CI 19
NaCl 0549
CaCl 2 0,1
MgSO, 0,129
chitine colloidale 1% (p:v)
Agar 209
Eau distillée 1L

Ce milieu a été autoclavé a 121°C pendant 20 minutes. pH : 7,0-7,2

& Milieu minimal utilisé pour la production de céellulase (Miller, 1974)

Glucose 5¢
NaxHPO, 3g
NH4CI 19
NaCl 0549
CaCl, 0,1
MgSO, 0,129
Celulose 10g
Agar 20g
Eau distillée 1L

Ce milieu a été autoclavé a 121°C pendant 20 minutes. pH : 7,0-7,2
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ANNEXE 3

Cﬁapifre 1;

I mportance du flétrissement vasculaire du pois chiche dansle nord-ouest Algérien

Tableau : analyse delavariance du test de pathogénicité

Sourcedesvariations  Degrédeliberté  Moyenne des carrés F
Entre Groupes 9 111531 116,17
A l'intérieur des

groupes 10 9,6

F : test de Fischer

Tableau : Analyse de la variance des mensurations de la longueur et la largeur des
microconidies

Sourcedesvariations Degrédeliberté  Moyenne des carrés F
Entre Groupes 9 1,147 0,15
A l'intérieur des
groupes 10 7,39

F : test de Fischer

Tableau : Analyse de lavariance des mensurations de lalongueur et lalargeur macroconidies

Sourcedesvariations Degrédeliberté  Moyenne des carrés F
Entre Groupes 9 5132 0,012
A l'intérieur des
groupes 10 424,00

F : test de Fischer
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ANNEXE 4

Cﬁapifre 2:

| solement et sélection des rhizobactéries antagonistes

Tableau : Analyse de lavariance de la confrontation directe entre le 29 rhizobactéries et

FOC1
Sour ce des Degréde  Moyennedes F
variations liberté carrés
Entre Groupes 28 334,85 74,27
A l'intérieur des 58 4,50
groupes
Total 86

Tableau : Anayse delavariance de la confrontation directe entre le 29 rhizobactéries et

FOC2
Sour ce des Degréde  Moyennedes F
variations liberté carrés

Entre Groupes 28 204,60 78,32

A l'intérieur des 58 2,61

groupes
Total 86

Tableau : Analyse de lavariance de la confrontation a distance entre le 29 rhizobactéries

et FOC1
Sour ce des Degréde Moyenne F
variations liberté descarrés
Entre Groupes 28 175,66 173,31
A l'intérieur des 58 1,01
groupes
Total 86

Tableau : Analyse de la variance de la confrontation a distance entre le 29 rhizobactéries et

FOC2
Source des Degrédeliberté Moyenne F
variations descarrés
Entre Groupes 28 198,48 359,55
A l'intérieur 58 0,55
des groupes
Total 86
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ANNEXE 5

Cﬁaﬂifrej:
Caractérisation desrhizobactéries antagonistes

Tableau: Anayse de la variance de la solubilisation de P par les rhizobactéries

antagonistes en milieu solide

Sourcedesvariations Degrédeliberté  Moyenne des carrés F

Entre Groupes 28 1,65 287,23 *
A l'intérieur des

groupes 29 0,005

*significative a un niveau de 1% de probabilité (p<0,01)
F : test de Fischer

Tableau: Anayse de la variance de la solubilisation de P par les rhizobactéries

antagonistes en milieu liquide

Source desvariations Degré de liberté Moyenne des carrés F
Entre Groupes 28 526,72 2546,09*
A l'intérieur des
groupes 29 0,206

*significative aun niveau de 1% de probabilité (p<0,01)
F : test de Fischer

Tableau: Analyse de la corrélation entre la concentration de P soluble et le pH de milieu,

entre la solubilisation de P dans e milieu PVK solide et liquide.

Corréation Coefficient de corréation
r

PVK liquide X pH demilieu 0,890 *

PVK liquide X PVK solide 0,427 ns

*Significative au seuil de 0,05 ns: non significative

Tableau: Analyse de la variance de la production d’AIA par les rhizobactéries
antagonistes

Sourcedevariation Degrédeliberté  Moyennedescarrés F
Entre Groupes 28 12475,72 23865,16**
A l'intérieur des
groupes 29 0,52

**Significative a un niveau de 1% de probabilité (p <0,01) ; F : test de Fischer
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ANNEXE 5

Tableau: Anayse de la corrélation entre la production de I’AlA en milieu liquide et en

milieu solide
Corréation Coefficient de corréation
PVK liquide X PVK solide r =0,808*
*Significative au seuil de 0,05
Tableau: Contribution relative des variables
Activités Axel Axe?2 Axe3
CcD -0,6961 -0,4073 0,1992
CAD -0,7782 -0,4620 0,2426
SPL -0,6329 0,3077 -0,2764
HCN -0,8052 -0,3266 0,3364
AlIAMS -0,7662 0,5801 0,0120
AlA ML -0,4925 0,7484 0,3838
CHI -0,5588 -0,1310 -0,4400
SPS -0,5433 -0,0524 -0,6917

CD : confrontation directe, C a D : confrontation a distance, SPL : solubilisation du phosphate en milieu liquide, HCN :
acide cyanidrique, AIA M'S: acide indole acétique en milieu solide, AIA ML : acide indole acétique en milieu liquide,

CHI : chitinase, SPS : solubilisation du phosphate en milieu solide

Tableau: contribution relatives de rhizobactéries testées a I’ ACP.

Rb1
Rb2
Rb3
Rb4
Rb5
Rb6
Rb7
Rb8
Rb9
Rb10
Rb11
Rb12
Rb13
Rb14
Rb15
Rb16
Rb17
Rb18
Rb19
Rb20
Rb21
Rb22
Rb23
Rb24
Rb25
Rb26
Rb27
Rb28
Rb29

Axel
0,76943
-0,00862
0,00879
-2,07516
-0,40078
-1,64160
0,49920
0,70105
-1,03773
0,94806
0,81867
-0,93794
0,35284
-0,02293
-1,70187
-0,35476
0,18498
-0,00791
0,31503
-0,45710
1,39298
-0,54096
1,44925
1,36423
1,17627
-0,15079
1,53493
-0,80383
-1,37371

Axe?2
0,33482
-0,09971
0,47860
0,11317
2,51709
-1,63071
-0,04109
-0,43324
2,32958
-0,69250
0,02726
-1,64721
0,11413
-0,56393
-0,91755
0,76068
0,51129
1,07016
0,09884
1,76584
-0,46378
-0,35983
-0,38767
-0,50772
-0,76938
-0,13612
0,01974
-0,01383
-1,47692

Axe3
-0,54045
-1,68712
-1,32835
-0,38144
0,54372
0,35683
-1,11131
0,65497
2,72149
-0,37446
0,68425
0,64037
-0,75270
0,49445
0,36324
-2,563823
-0,42892
-0,25333
-0,59720
0,29418
0,91141
-0,07020
0,86958
0,95313
1,12286
-0,25848
-0,44930
-0,31947
0,48051
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ANNEXE 6
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ANNEXE 7

Cﬁa/aifre 5:

Efficacitéin vivo de quelquesisolats de Bacillus spp. sur FOC en pots et en plein champ

Tableau: Analyse statistique de laréduction de I’incidence de la maladie

Source DDL Somme des carrés Moyenne des carrés F
Modée 5 6998,673 1399,735 127,434
Erreur 5 54,920 10,984
Total
corrigé 10 7053,593

Tableau: anayse delavariance H : la hauteur des plantes;;

Source DDL Somme des carrés Moyenne des carrés F
Modée 11 1288,438 117,131 206,200
Erreur 23 13,065 0,568
Total
corrigé 34 1301,503
Tableau: andyse delavariance Nt Go : le nombre total de gousses;;

Source DDL Somme des carrés  Moyenne des carrés F
Modée 11 311128,971 28284,452 202,535
Erreur 23 3212,000 139,652
Total
corrigé 34 314340,971
Tableau: anayse delavariance Go/ Pl : le nombre de gousses par plante ;

Source DDL Sommedescarrés  Moyenne des carrés F
Modée 11 540,106 49,101 181,655
Erreur 23 6,217 0,270
Total
corrigé 34 546,322

Tableau: analyse delavariance Nt G : le nombre total de graines;

Source DDL Sommedescarrés  Moyenne des carrés F
Modée 11 342778,083 31161,644 200,724
Erreur 23 3570,667 155,246
Total
corrigé 34 346348,750
Tableau: anayse de lavariance G/PI : le nombre de graines par plante ;

Source DDL Somme des carrés Moyenne des carrés F
Modée 11 592,802 53,891 32,614
Erreur 23 38,005 1,652
Total
corrigé 34 630,807
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Tableau: anayse de lavariance G/Go : le nombre de graines par gousse ;

Source DDL Sommedescarrés  Moyenne des carrés F
Modée 11 0,005 0,000 5,297
Erreur 23 0,002 0,000
Total
corrigé 34 0,006
Tableau: andyse delavariance Pt G (g) : le poidstotal graines ;

Source DDL Sommedescarrés  Moyenne des carrés F
Modée 11 41077,330 3734,303 124,960
Erreur 23 687,333 29,884
Total
corrigé 34 41764,663
Tableau: anayse delavariance P 100 (g) : e poids de 100 graines.

Source DDL Somme des carrés  Moyenne des carrés F
Modée 11 271,502 24,682 75,691
Erreur 23 7,500 0,326
Total
corrigé 34 279,002
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Abstract: Among 131 rhizobacteria isolates, 29 potentially antagonistic strains were screened in in vitro assays. The five antagonistic
Bacillus spp. Rb29, Rb6, Rb12, Rb4, and Rb15 showed the most inhibitory effect against FOC1 (from 25.63 to 71.11%), mycelial growth,
and FOC2 (from 28.43 to 60.65%) in vitro. Results also revealed that production of volatile metabolite, components and inhibition of
the test pathogen by volatile metabolites varied among different antagonistic rhizobacteria. Isolates Rb29, Rb6, Rb12, Rb4, and Rb15
produced more volatile metabolites which inhibited mycelial FOC growth by 40%. Chickpea Fusarium wilt severity caused by FOC1
was reduced from 60 to 99% in the susceptible cultivar ILC 482 treated with antagonistic Bacillus spp. (Rb29, Rb6, Rb12, Rb4, and Rb15)
in pot assays and by 98, 81, 68, 64, 57.20%, respectively, in the field trials. As for their beneficial effects on disease control, the results

revealed that Bacillus spp. may improve plant growth and disease control.

Key words: antagonistic strains, Bacillus, bacterized seed, Cicer arietinum, screening

INTRODUCTION

Chickpea (Cicer arietinum L.) is the world’s fourth
most important legume crop after Soybean, common
bean, and peas. In developing countries, chickpea is a rich
complement to the cereal diet since it has a high nutri-
tive value. Mainly grown for its highly proteinated edible
seeds, this crop can be used for both seed and forage pro-
duction (Yadav ef al. 2011). In several countries (Algeria,
Morocco, Syria, Turkey, Pakistan, India, etc.), production
of chickpea did not increase because of low productivity
and unstable output (Labdi 1995). Causes of regression
are agronomic, abiotic and biotic factors (Labdi 1995). In
Algeria, where the market is very favorable for the Kabuli
type chickpea, production is developing very slowly be-
cause of low yields and because of competition with other
crops on limited land areas (Pluvinage 1990).

Chickpea Fusarium wilt caused by Fusarium oxys-
porum f£. sp. ciceris (Padwick) Matuo & K. Sato (FOC) is
a destructive disease agent, and an important pathogen
in Algerian economy (Labdi 1990).

The use of resistant cultivars is one of the most practi-
cal and cost efficient strategies for managing plant diseas-
es. However, the efficiency of resistant cultivars in man-
aging a disease can be seriously limited by pathogenic
variability occurring in pathogen populations, including
the existence of pathogenic races and pathotypes (Jimé-
nez-Gasco et al. 2004). Increasing the use of chemical in-
puts causes several negative effects such as the develop-
ment of pesticide resistance to applied agents. Chemical

*Corresponding address:
zaimsouad1528@yahoo.fr

inputs also have an effect on non-targeted environmental
impacts (Gerhardson 2002).

Lately, people are more and more concerned about fun-
gicides and concerned because the limited use of cultural
methods. Biological control has emerged as an important
alternative in managing soil-borne plant diseases. Sever-
al rhizobacteria have been extensively used as biological
agents to control many soil-borne plant pathogens, includ-
ing FOC (Dileep Kumar 1999; Landa et al. 2004). Various
biocontrol agents, including bacteria belonging to the gen-
era Bacillus, Pseudomonas, and fungi such as nonpathogenic
fusaria, have been used successfully. The results in reduc-
ing pathogenic fungal growth in vitro and disease develop-
ment in vivo are significant. Bacillus spp. are gram-positive
bacteria, frequently retrieved from the rhizosphere. This
species has already been mentioned as a biocontrol agent in
the work of many researchers (Landa et al. 2001; Johri et al.
2003). Bacillus spp. have also been shown to be potential
candidates as biocontrol agents since they are abundant in
soils and because they produce heat resistant spores apart
from their active metabolites (Milner et al. 1996).

Our research was carried out as an alternative strat-
egy to chemical control. We aimed to develop an effective
biological control of FOC. For this reason, the most prom-
ising rhizobacteria antagonists towards FOC (mainly Ba-
cillus spp.), were isolated and screened for in vitro trials.
Our objectives were also to evaluate the potential efficacy
of the antagonists for controlling chickpea Fusarium wilt
in northwestern Algeria.
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MATERIALS AND METHODS

Isolation of rhizobacteria

Rhizobacteria isolates were isolated from rhizosphere
soils of healthy chickpea plants in order to be used as
natural biocontrol agents. The rhizosphere soil samples
had been collected during the period from 2008 to 2010
from nine locations in Algeria (Table 1). The samples were
placed in polyethylene bags, closed tightly, and stored in
a refrigerator at 4°C until needed.

Isolation of rhizobacteria was performed using a soil
dilution plating technique as described by Fang (1998).
One gram of dried soil samples was suspended in 9 ml
sterile distilled water, agitated for 1 min, and allowed to
settle for 1 h. The suspension was subsequently diluted to
101, 102,103, 104, 10°, and 10-°. The 0.1 ml soil dilutions
of 10 to 10® were separately streak-plated on nutrient
agar (NA) medium, in triplicate. The plates were then
incubated at 28°C for 24 h. From the countable plates,
ten to fifteen representative colonies with different mor-
phological appearances were selected and re-streaked on
a new plate containing the same medium, to obtain pure
colonies.

In vitro screening of rhizobacteria isolates for their an-
tagonistic activity

Dual culture assay

In vitro inhibition of mycelial growth of FOC (FOC1
and FOC2) by the bacterial isolates were tested using the
dual culture technique described by Landa et al. (1997)
and Swain and Ray (2007), but with some modifications.
Four agar discs from nutrient agar cultures of each rhizo-
bacteria were placed equidistantly along the perimeter of
Potato Dextrose Agar (PDA) plates and were incubated
in the dark at 28°C. After 24 h, a 6 mm agar disc from
fresh PDA cultures of seven-day-old FOC was placed in
the center of the plate. Plates without rhizobacteria were
used as the control and incubated at 25°C for six days.
The inhibition zone, noted by the absence of any con-
tact between the bacteria and FOC after incubation, was
scored as described (Suarez-Estrella 2007). Each test was
replicated three times. After 2 to 6 days of incubation, the
interface region was observed under light microscope.

Distance culture assay

Rhizobacterial inhibition through production of the
volatile antifungal substance (s) was measured following
a modified method used by Fiddaman and Rossall (1995).

Table 1. Sampling locations and source of potentially antagonistic rhizobacteria

Number Isolates Department Location Year collected
1 Rbl Mascara Maoussa 2009
2 Rb4 Maoussa 2010
3 Rb6 Tighenif 2008
4 Rb12 El-Bordj 2008
5 Rb15 Maoussa 2010
6 Rb16 Maoussa 2009
7 Rb8 Sidi Bel-Abbes Tassala 2008
8 Rb23 2009
9 Rb2 Tlemcen Tlemcen 2008
10 Rb3
11 Rb10
12 Rb18 2009
13 Rb21 2010
14 Rb25
15 Rb7 Tiaret Si El Hawas 2008
16 Rb13 Tiaret 2008
17 Rb26 Tiaret 2009
18 Rb11 Mostaganem Mostaganem 2008
19 Rb20

20 Rb24 2010
21 Rb27

22 Rb17 Relizene Mendes 2008
23 Rb22 Chlef Chlef 2008
24 Rb28 2009
25 Rb9 Guelma Oued El Zanati 2008
26 Rb14 Guelma 2009
27 Rb19 Guelma 2010
28 Rb5 Constantine Ain Abid 2008
29 Rb29 2009
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Four agar discs from nutrient agar cultures of each rhi-
zobacteria, were placed equidistantly along the perimeter
of PDA plates. After incubation at 28°C for 24 h, a second
Petri dish containing PDA with a 6 mm plug of the test
fungus, was placed in the center of the plate, inverted
and placed over the bacterial culture. The two plates were
sealed together with Parafilm to prevent gas diffusion and
then they were incubated at 25°C. This incubation ensured
that both organisms were growing in the same conditions
though they were physically separated. As a control, a Pe-
tri dish containing PDA medium without bacteria was
placed over the PDA medium inoculated with the fungal
pathogen (FOC1/FOC2). Any radial growth increase of
the test fungus over 48h intervals, for a period of six days,
was recorded. Each test was replicated three times.

Identification of efficient antagonistic rhizobacteria

The best-selected rhizobacterial isolates were tenta-
tively identified as to the genus, according to the method
described in Bergey's Manual of Determinative Bacteriol-
ogy (Sneath 1986; Holt et al. 1994). Complementary bio-
chemical traits were determined through API 20E tests
(Foldes et al. 2000).

Effect of Bacillus isolates on chickpea Fusarium wilt, in
experiments conducted in pots and in the field

Chickpea cultivar

One FOC susceptible chickpea line (ILC 482) was used
in this experiment. The seeds of ILC 482 were obtained
from the Technical Institute of Field Crops in Saida, Al-
geria.

Fungal inoculum preparation

Two isolates of FOC (FOC1 and FOC2), originated
from Mascara (Algeria) were used in the present study.

After preparing monoconidial FOC isolates, the iso-
lates were kept on a PDA medium and incubated at 25°C
for 15 days. Spore suspensions were prepared by remov-
ing the spores from the sporulating edges of the culture
with a sterile rod and adding 5 ml of sterile distilled wa-
ter for better spore separation. Spore suspensions were
sieved through two paper filters, and spore concentration
was determined by the aid of a haemocytometer (10° co-
nidia/ml) (El Aoufir 2001).

After observing visual symptoms of Fusarium wilt
and death of young seedling, FOC1 was selected as the
most virulent isolate, and was used (FOC1) as a target
pathogen in this experiment.

Bacterial inoculum preparation

Bacterial isolates were grown in nutrient broth on
a rotary shaker at 28°C and 180 rpm for 24 h. the suspen-
sion was centrifuged in 50 ml capacity sterile plastic tubes
at 5,000 rpm for 10 min. A new pellets-suspension was
prepared in quarter-strength sterile distilled water to give
a final concentration of 108 bacteria/ml (Idris et al. 2007).

Pot experiment
A pot experiment was conducted in 2009 and 2010
to evaluate the performance of bacteria as a bio-control

agent against wilt. Four treatments and three replicates
were done. We sowed each of three susceptible chickpea
cultivar ILC 482 seeds in a 7 cm diameter sterilized sur-
face (3% Sodium hypochlorite) plastic pot, filled 2/3 full
with a sterilized soil mixture and peat (V/V). Steriliza-
tion was done at 120°C for 1 h three times in three days.
Chickpea seeds were surface sterilized with 2% sodium
hypochlorite for 3 min and rinsed three times with sterile
distilled water and then dried. The experiment was repli-
cated four times.

Preparation 1 including the non-inoculated control,
was treated with sterile distilled water without bacte-
rial and fungal inoculum (with no rhizobacteria and no
pathogen). Preparation 2 was treated only with conidia
of FOC1 (with pathogen and no rhizobacteria). Prepara-
tion 3 including seeds bacterized with Bacillus spp. was
mixed with 10° conidia/ml of FOC1 (with rhizobacteria
and pathogen). Preparation 4 containing seeds bacterized
separately with the efficient rhizobacteria but with no co-
nidia of the pathogen (rhizobacteria + no pathogen) was
settled. Chickpea seeds were thoroughly soaked in a bac-
terial suspension containing 10® bacteria/ml to ensure
a uniform coating of the surface.

Pots were kept under observation for wilt incidence
for 40 days, and compared after sowing with the control
pots.

Field experiment

As in the preceding experiment, the same cultivar
was studied: five Bacillus isolates and four treatments.
The field was subdivided into 2x2 m plots; in each plot 24
seeds were sown in three lines. Each treatment was rep-
licated three times. The non-bacterized seeds were kept
as the controls. Seeds were sown during the first week of
March 2009.

When plants were ten-weeks-old, the total number
of wilted plants was recorded. Evaluation of disease in-
cidence was initiated when the first disease symptoms
appeared on plants which had been only inoculated with
FOCI. Subsequently, disease incidence was evaluated ev-
ery three days for 20 to 22 days after inoculation.

Disease assessment

Disease reactions were assessed according to the se-
verity of symptoms at 2 to 3 days intervals, using a 0 to
4 rating scale based on the percentage of foliage with
yellowing or necrosis in acropetal progression (0 = 0%,
1=1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-100%, and 4 = dead plant)
(Landa et al. 1997). The percentage suppression of Fusar-
ium wilt was calculated according to the disease sever-
ity index (Villajuan-Abgona et al. 1996). The FOC isolate,
FOCI, was isolated again from wilted plants by plating
stem pieces from the crown region onto PDA medium.

Statistical analysis

Data obtained from all in vitro experiments were sub-
jected to analysis of variance (ANOVA) and significant
means were separated through Newman-Keuls Multiple
Range Test at p < 0.05 calculating also standard errors
(SE). Each test was replicated three times.
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RESULTS AND DISCUSSION

Isolating rhizobacteria and identifying efficient antago-
nistic isolates

Isolating rhizobacteria from different locations helps
in the identification of organisms which have adapted to
various environmental conditions. In the present study,
a total of 131 rhizobacterial isolates was obtained from
nine locations in Algeria: Mascara, Sidi Bel-Abbes, Tlem-
cen, Tiaret, Relizane, Mostaganem, Chlef, Constantine,
and Guelma.

A primary selection was made from antagonism test
plates where confluent bacterial growth from the chick-
pea rhizosphere inhibited fungal mycelia development.
Pure rhizobacterial cultures isolated from those plates
were tested for fungal antagonism.

With this procedure, 29 isolates inhibiting more than
20% of F. oxysporum f. sp. ciceris were obtained, and com-
pared to fungi growing alone. Based on in vitro efficien-
cy against FOC1 and FOC2, five rhizobacterial isolates
(Rb29, Rb6, Rb12, Rb4, and Rb15) were selected. They
were identified with the use of Bergey's Manual of Deter-
minative Bacteriology, and subjected to morphological,
physiological and biochemical properties of the Bacillus
genus.

Colonies on Tryptic soya agar medium (TSA) from
these isolates are wrinkled and white. These isolates are
Gram positive, aerobic, rods forming endospores, hydro-

lyse starch, and motile. With these results, we confirmed
that they all belong to the Bacillus genus.

In vitro screening of rhizobacteria isolates for antago-
nism against F. oxysporum {. sp. ciceris

Among 131 rhizobacteria tested, twenty-nine rhizo-
bacteria isolated were screened by the dual culture meth-
od against two FOC isolates (FOC1 and FOC2). Antago-
nism was evident in Petri dishes through the different
magnitudes of the FOC inhibition halo. All isolates signif-
icantly inhibited growth of FOC1 and FOC2 pathogens.
All isolates also reduced FOC1 and FOC2 development
where inhibition percentage varied from 25.63 to 71.11%
and from 28.43 to 60.65%, respectively (Table 2).

Isolates Rb29, Rb6, Rb12, Rb4, and Rb15 were the most
efficient in vitro and caused growth inhibition of FOC1
and FOC2 above 50%. The highest inhibitory effect was
noted in Rb29 with a 71.11% rate. On the other hand, the
lowest inhibitory effect towards FOC1 was noted in Rb27/
Rb3 with a 25.63/26.65% rate. The lowest inhibitory effect
towards FOC2 was in Rb27 and Rb3 with a 28.43/28.62%
rate. The control plates without rhizobacteria, were com-
pletely covered by pathogen mycelia showing no fungus
growth inhibition. The mean mycelium growth inhibition
of the most effective bacterial isolates revealed that inhi-
bition was highly significant (p <0.05). According to these
results, Rb29, Rb6, Rb12, Rb4, and Rb15 were used in the
further experimentation.

Table 2. Screening for antagonistic rhizobacteria against F. oxysporum f. sp. ciceris plant pathogen of chickpea

% mycelial inhibition* of FOC in

Rh1zi<;21e; cttsenal a dual culture assay a distance culture assay
FOC1® FOC2: mean®+SE FOC1? FOC2? meanP+SE
Rb1 43.33 34.26 38.80 f +4.54 15.66 15.24 15.45 x +0.21
Rb2 37.77 36.45 37.11 £ +0.66 2541 25.57 25.49 n +0.08
Rb3 26.66 28.61 27.64h +0.98 28.56 28.67 28.62 h +0.06
Rb4 57.50 55.71 56.60 ¢ +0.89 33.33 37.20 35.27 e +1.94
Rb5 38.98 39.02 39.00 f £0.02 21.66 22.84 22.25 1 +0.59
Rb6 64.16 54.71 59.44 b +4.73 44.68 45.74 4521 a+0.53
Rb7 44.43 35.86 40.15 f +4.28 19.99 20.33 20.16 t £0.17
Rb8 45.55 40.56 43.05 f +2.50 26.66 26.74 26.70 k +0.04
Rb9 41.42 36.80 39.11 £+2.31 28.89 29.60 29.24 g +0.36
Rb10 35.55 31.83 33.69 g £1.86 26.66 26.87 26.77j+0.11
Rb11 53.33 41.85 47.59 e £5.74 16.67 17.10 16.88 w +0.22
Rb12 58.53 50.54 54.54 d +4.00 40.00 42.90 41.45 c+1.45
Rb13 46.55 40.20 43.38 £ +3.18 20.34 20.66 20.50 s #0.16
Rb14 43.33 42.71 43.02 £ +0.31 28.61 28.60 28.60 h +0.00
Rb15 56.72 52.56 54.64 d +2.08 43.00 43.33 43.17 b +0.16
Rb16 35.66 37.17 36.42 f +0.75 19.56 20.23 19.89 u +0.33
Rb17 48.88 35.77 42.33 f +6.56 21.66 22.85 22.26 r 0.59
Rb18 45.55 35.72 40.64 £ +4.92 22.33 22.84 22.59 r +0.26
Rb19 47.50 38.57 43.03 f +4.46 21.88 22.85 22.37 r +0.48
Rb20 45.44 38.53 41.99 f +3.46 25.88 26.65 26.271+0.39
Rb21 45.77 32.85 39.31 f +6.46 18.33 19.04 18.69 v +0.36
Rb22 36.66 31.56 34.11 fg +2.55 30.48 30.50 30.49 £ +0.01
Rb23 30.00 31.71 30.86 g +0.85 22.44 23.82 23.13 q +0.69
Rb24 33.33 30.71 32.02 g #1.31 24.94 25.71 25.320+0.38
Rb25 46.66 39.60 43.13 £ +3.53 23.33 23.90 23.61 p +0.28
Rb26 52.22 42.56 47.39 e +4.83 24.67 26.59 25.63 m +0.96
Rb27 25.63 28.42 27.031+1.40 14.11 14.28 14.19y £0.08
Rb28 50.00 42.84 46.42 e +3.58 26.66 27.50 27.081+0.42
Rb29 71.11 60.65 65.88 a +5.23 36.66 40.00 38.33 d +1.67

*inhibition percentage of F. oxysporum f. sp. ciceris radial growth 6 days after incubation

athe values are the means of three replications

bmeans followed by a different letter are significantly different (p <0.05)
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No physical contact between any of the tested an-
tagonistic rhizobacteria and FOC1 or FOC2 was noticed.
Moreover, an inhibitory halo suggesting the presence
of fungistatic metabolites secreted by rhizobacteria was
seen. Change in FOC colony myecelia color was also ob-
served.

A microscope was used to make observations, thus
we think that with mycelium collected from the interface
region having the best tested rhizobacteria, the isolates
Rb29, Rb6, Rb12, Rb4, and Rb15 caused a modification in
the mycelium appearance. These modifications were: my-
celia color changing from white to red, reddish brown or
darker brown. With these isolates, a coagulation of fun-
gal cytoplasm that can be observed up to the hypha was
detected, resulting in the presence of small vesicles and
the appearance of big vacuoles. In this case, the destruc-
tive effect of FOC by rhizobacteria was high, resulting in
serious damage of the hyphae, associated with a series of
degradation events.

The mycoparasitic potential of Bacillus spp. is well
documented (Johri et al. 2003; Saharan and Nehra 2011).
Thus, this phenomenon has often been used as a means
for in vitro screening of biocontrol agents (Elad et al. 1980).
Similar conclusions have been reported by El Hassni ef al.
(2007) and Idris et al. (2007). They reported a modification
of the fungal mycelium appearance, due to antifungal
secondary metabolite production. Generally, biocontrol
capacity through antagonistic bacteria involves either
competition (Elad and Chet 1987) or bacterial metabolite
production, such as siderophores, hydrogen cyanide, an-
tibiotics or extracellular enzymes for antagonism towards
plant pathogens (Kamilova et al. 2005; Sang et al. 2006). It
has been reported that Bacillus spp. contains various bio-
control characteristics including secondary metabolites,
the colonizing potential, and the production of competi-
tors (Yoshida ef al. 2001; Schmidt ef al. 2004).

Rhizobacteria isolates volatile metabolite effects on
E. oxysporum f£. sp. ciceris in vitro

Higher volatile metabolite concentrations were pro-
duced by isolates Rb29, Rb6, Rb12, Rb4, and Rb15: they
inhibited FOC1 and FOC2 at a rate varying from 33.33 to
44.66% and 37.2 to 45.75%, respectively (Table 2). While
other isolates moderately inhibited its growth from 19.56
to 30.5%. The lowest volatile metabolite activity was ob-
served in Rb27, Rb1, Rb11, and Rb21: they inhibited tar-
get pathogen FOCI from less than 14.11 to 18.33%, and
they inhibited FOC2 from 14.28 to 19.05%. The antagonis-
tic potential was also noted to vary through volatile me-
tabolites, and direct parasitism on the pathogen among
different isolates of an antagonist rhizobacteria isolate. In
addition, a change in mycelia color which was a differ-
ent than the mycelium color of the control, close to the
FOC colony was observed. We noted a stronger antibio-
sis mechanism of antagonistic rhizobacteria and a higher
pathogen inhibition through volatile metabolites. Volatile
toxic substances produced by antagonists spread easily
and inhibit pathogen growth in vitro.

Five isolates highly efficient towards two isolates of
F. oxysporum f. sp. ciceris, were finally selected based on
the performance of in vitro isolates selected for their ef-

ficiency on individual pathogens. These selected efficient
strains were used for further studies.

The production of antifungal compounds and sidero-
phores is a primary mechanism in suppressing disease by
Bacillus spp. and fluorescent Pseudomonas spp. (Edwards
et al. 1994).

Peptide antibiotics and several other compounds
which are toxic to plant pathogens have been recovered
from several Bacillus strains (Yu et al. 2002).

Bacillus spp. efficiency on chickpea Fusarium wilt dis-
ease in pot and field experiments

Pots assay

These tests showed that susceptible cultivar reacts to
FOCI1 with a high incidence of Fusarium wilt. Neverthe-
less, 6 weeks after sowing, there was 100% more disease
on wilted plants. Bacterized seeds with isolates Rb29,
Rb6, Rb12, Rb4, and Rb15 significantly reduced the per-
centage of wilted plants, from 99-60%. All chickpea seed-
lings inoculated by a conidial suspension of FOC1 had
a 3.8 mean score rating of infection, and showed foliage
with yellowing or necrosis in acropetal progression. This
is characteristically distinctive of Fusarium wilt with 100%
wilt incidence. Compared to plants from seeds treated
with the Bacillus isolates towards FOC1, we noted less
yellowish foliage and low disease severity. We demon-
strated that Bacillus isolate treatments enhance chick-
pea growth in pots under controlled conditions, even if
growth promotion varies with the treatment.

Field assay

We first observed that seed germination is much better
when seeds were only inoculated with FOC1. Mashooda
Begum et al. (2003) reported the same result. They showed
that colonization of the bacterial strains B. pumilus (SE-34),
B. pasteurii (T4), B. subtilis (IN 937-6), and B. subtilis (GB-03)
reduced seed mycoflora incidence. This indirectly enhanc-
es seed germination percentage and the seedling strength
index. In addition, we observed that the typical yellowing
form of symptoms start on the bottom shoots and gradu-
ally go up until there is severe leaf sclerosis and flaccid-
ity. Wilt appears after 25 days in all seedlings that were
inoculated only with FOC1. We found a 3.7 average wilt
severity and a 97.93% wilt incidence. We note that Bacillus
isolates: reduced disease severity caused by FOC1 (Fig. 1),
that disease incidence decreased, and that chickpea seed-
lings were significantly protected against Fusarium wilt.
There were differences within the isolates. We found that
Bacillus spp. (Rb29) had a stronger ability to control FOC1
compared to the ability of Rb15. We also found that dis-
ease appearance drops with isolates Rb29, Rb6, Rb12, Rb4,
and Rb15 at 98, 81, 68, 64, and 57.20%, respectively. The
decrease in disease is significant in bacterized treatment.
We noticed a big difference. Plants treated with isolates
Rb29 get significantly stronger if compared to plants re-
sulting from seeds inoculated only with FOC1 conidia. In
this case, treatment with Bacillus spp. Rb29 enhances the
biomass of plants and increases the total number of leaves.
Our investigations suggest, that if we compare plants in-
fected only with FOCI, a modified rooting system may
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Fig. 1. Reduction of Fusarium wilt (%), in pots and in the field conditions, and a comparison between inoculated plants by FOC1

alone and inoculated plants treated by Bacillus spp.

be related to the increased growth response caused by Ba-
cillus isolates. Plants infected only with FOC1, displayed
stunted and reduced root systems.

Bacillus spp. from spores, are resistant to unfavorable
conditions and can thus be adapted to the field. Accord-
ing to Gardener (2004), diverse populations of aerobic
endospore-forming bacteria appear in agricultural fields,
this may directly and indirectly contribute to crop pro-
ductivity. Multiple Bacillus spp. and Paenibacillus spp. can
promote crop health in varied ways. In addition, through
the work of Reva et al. (2004), and Demoz and Korsten
(2006), we know that some Bacillus spp. are good root
colonizers and can effectively protect infection regardless
of soilborne or airborne pathogens.

Choudhary and Johri (2009) demonstrated that the
number of Bacillus strain activities suppress pathogens or
otherwise promote plant growth. Improvements in plant
health and productivity are mediated through three dif-
ferent ecological mechanisms: (i) pathogen antagonism, (ii)
host nutrition and growth promotion, and (iii) plant host
defense stimulation. Rhizobacteria are ideal for use as bio-
control agents. Rhizobacteria inhabit the rhizosphere that
provides the front line defense for roots against attack by
pathogens. Pathogens find antagonism from rhizobacteria
before and during primary root infection. Rhizobacteria are
reported to provide protection against several plant patho-
gens. Generally, rhizobacteria traits associated with plant
pathogens biocontrol include: antibiotic synthesis (Haas
and Defago 2005), production of low molecular weight
metabolites such as hydrogen cyanide with antifungal ac-
tivity (Dowling and O’Gara, 1994), production of enzymes
including chitinase, b-1-3-glucanase, protease, and lipase.
These enzymes can lyse some fungal cells (Chet and Inbar
1994). According to O’Sullivan and O’Gara (1992) and Lop-
er and Henkels (1997), producing oxidative stress enzymes
such as catalases, superoxide dismutases, peroxidase, and
polyphenol oxidases is effective in scavenging active oxy-
gen species, out-competing phytopathogens for nutrients
and occupying niches on the root surface.

Rhizosphere competition with biocontrol agents is
potentially important for controlling plant diseases. This
study led to the selection of potential biocontrol agents

against chickpea Fusarium wilt caused by F. oxysporum f.
sp. ciceris, and demonstrated that local isolates of Bacillus
spp. have a prospective use as biological control agents to
protect chickpea plants. Characterizing efficient biocon-
trol agents against soilborne diseases is important for car-
rying out a successful action in complex environmental
conditions and dynamic rhizosphere.
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