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Résumé

Nous avons testé les capacités antagonistes de 5 souches de bactéries appartenant a
Pseudomonas fluorescens vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris, responsable de la

fusariose vasculaire du pois chiche.

Les cing souches de Pseudomonas ont été collectées de différentes régions de Mostaganem.

Elles proviennent de la rhizosphére du pois chiche.

Les tests de confrontation sont réalisés in vitro, selon deux modes de confrontation : en
confrontation directe ou antibiose et en confrontation indirecte par I’intermédiaire de

substances volatiles.

Les résultats obtenus révélent une importante inhibition de la croissance mycélienne et de la
sporulation du parasite lors test d’antibiose. En revanche dans le cas du test des substances
volatiles, seule la croissance mycélienne a été inhibée, la sporulation a au contraire été

stimulée en présence des souches de Pseudomonas fluorescens.

Mots clés : Pseudomonas fluorescens, Fusarium oxysporum f.sp. ciceris, in vitro,

confrontation directe, confrontation indirecte.



Abstract

We tested the antagonistic capabilities of 5 strains of bacteria belonging to Pseudomonas
fluorescens vis-a-vis Fusarium oxysporum f.sp. ciceris, responsible for chickpea vascular

fusarium wilt.

The five strains of Pseudomonas were collected from different regions of Mostaganem. They

come from the rhizosphere of the chickpea.

Confrontation tests are carried out in vitro, according to two modes of confrontation: in direct

confrontation or antibiosis and in indirect confrontation via volatile substances.

The results obtained reveal an important inhibition of mycelial growth and sporulation of the
parasite during antibiotic testing. On the other hand, in the case of the test of volatile
substances, only mycelial growth was inhibited, sporulation was instead stimulated in the

presence of strains of Pseudomonas fluorescens.

Key words: Pseudomonas fluorescens, Fusarium oxysporum f.sp. ciceris, in vitro, direct

confrontation, indirect confrontation.
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Introduction

Introduction

Les légumineuses alimentaires sont une denrée a large consommation et a grand intérét
économique. Elles comprennent des espéces trés importantes utilisées comme cultures
vivriéres qui viennent en second aprés les céréales et avec qui elles forment la base du régime
alimentaire en Afrique, en Asie et en Amérique latine (Broughton, 2003). Parmi elles, le pois
chiche, est I’une des premieres plantes domestiquées par 1’homme a travers 1’histoire
(Abdelguerfi-Laouar et al., 2000).

En Algérie, malgré la forte augmentation des emblavures de la culture de pois chiche, les
rendements sont restés faibles. Cette faible production est due notamment aux problémes de
mauvaises herbes, de maladies parasitaires, au mauvais état des semences, en plus des
contraintes abiotiques comme la secheresse et la salinité.

Parmi les maladies les plus importantes de la culture du pois chiche, les champignons
telluriques constituent 1’un des principaux facteurs limitant le développement de cette culture
a travers le monde et en Algérie. Elles provoquent la pourriture des racines et /ou le
flétrissement de la plante. Fusarium oxysporum f.sp.ciceris (Padwick) (FOC), un champignon
parasite qui persiste de longues années dans le sol, constitue une menace permanente pour la
culture de pois chiche car causant un flétrissement vasculaire irréversible (Jiménez-Diazetal.,

2015) ce qui se traduit par des pertes rendement de la culture considérables.

La lutte biologique contre les champignons phytopathogenes telluriques fait appel a
I’antagonisme de plusieurs espéces de champignons et bactéries antagonistes. L’efficacité de
la lutte dépend du choix de souches antagonistes performantes a partir de critéres impliquant
une bonne connaissance de particularités biologiques du matériel bactériologique utilisé. Pour
Pseudomonas, les modes d’action antagoniste peuvent servir a caractériser les souches.

Nous avons défini un programme de sélection des souches de Pseudomonas fluorescens pour
lutter contre la fusariose vasculaire du pois chiche. Afin de réaliser ce travail, nous avons
choisi de confronter in vitro une souche de F. oxysporum f.sp. ciceris avec 5 souches de
Pseudomonas fluorescens pour lesquelles nous avons mesuré individuellement 2 modes
d’action : Antibiose et émission de substances volatiles agissant sur la croissance et la
sporulation.

Le but de ce travail est de savoir, d’une part si la souche FOC a une réaction différente face a
I’antagonisme global de P. fluorescens et d’autre part quelle est 1’incidence des 2 modes

d’action dans le phénomene antagoniste.
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Chapitre | Données sur la culture du pois chiche et Fusarium oxysporum

1.1. Généralités :

Les premiers vestiges de pois chiche (Cicer arietinum) (Figure 1) utilisés comme aliments
datent du 8™ millénaire avant JC a Tellel-Kerkh et Tell Abu Hureyra Syrie et entre 7500-
6800 avant JC au Cayonu et 5450 avant JC a Hacilar en Turquie. En Egypte et au Moyen-
Orient, le pois chiche est susceptible d'avoir été domestiquées dans le sud-est de I'Anatolie. A
la fin du néolithique la culture du pois chiche se propage vers I'ouest de la Gréce moderne. Le
pois chiche a été introduit dans le Nouveau Monde par les Espagnols et les Portugais au 16°™
siecle, et les types Kabuli ont été déplacés vers I'Inde a partir de la Méditerranée via la route
de la soie au 18°™ siécle. Le type Desi a probablement été importé au Kenya par les
immigrants indiens au cours du 19°™ siécle (Van Der Maesen, 1972). Le Pois chiche est trés
apprécié en Algérie par ses qualités culinaires, comme c’est le cas dans tous les pays
méditerranéens (Labdi, 1990).

Figure 01 : Plante de pois chiche (Original, 2022).
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1.2. Classification et caracteres botaniques :

a) classification :
Regne . Plantae
Sous-regne . Tracheobionta

Super division : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe  : Rosidae

Ordre :Fabales

Famille . Fabaceae

Genre :Cicer

Espece : Cicer arietinum L. (USDA, 2008).

b) caracteres botaniques

Sur le plan botanique, le pois chiche cultivé (Cicer arietinum L.) est une plante herbacée
(dressée ou rampante), annuelle, diploide (2n=16) et autogame présentant moins de 1%
d’hybridation naturelle (Singh et Reddy, 1991).

La plante comporte (Figure 02) une tige de 30 cm a 70 cm de hauteur, d’aspect velu et
glanduleux. Elle est constituée de 1 & 8 branches primaires, des branches secondaires et
tertiaires. On se basant sur 1’angle des branches de la verticale, cinq types de port peuvent étre
identifies: érigés, semi-dressés, semi-étalés, étalés et prostrés (Gaur et al., 2010).

Les feuilles sont velues, composées et imparipennées avec 5 a 17 paires de folioles
crénelees-dentées (Gaur et al., 2010). Elles sont hermaphrodites, de couleurs violettes ou
pourpres, blanches et parfois rose (Figure 03). Les fruits sont des gousses ovales a
réniformes, mesurent entre 15 et 30 mm de long sur 8 a 15 mm de large et portent de 1 a 3
graines (Saxena et Singh, 1987). Les graines chez le pois chiche présentent peu d’albumen,

leurs couleurs, leurs tailles ainsi que leurs formes, varient selon le type de pois chiches.
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Le systéeme racinaire du pois chiche est généralement fort et profond (peut atteindre les
1m) qui se développe dans les deux sens, latéral et pivotant. Les racines latérales forment des
nodules avec les bactéries symbiotiques, Rhizobium, capables de fixer I'azote atmosphérique
sous une forme utilisable par les plantes. Les nodules sont visibles environ un mois apreés la

levée des plantes, et généralement confinés aux premiers 15 cm de la surface (Gaur et al.,

2010).

Fleur

Bouton florale

Gousse

Feuille

Figure 02 : Description morphologique du pois chiche
(Kudapa et al., 2018)

Fleur violette

Figure 03 : Les différentes couleurs de fleurs de pois chiche (Bellemou et al., 2016)
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1.3. Exigences agro-écologiques de la plante

o Type du sol : Le pois chiche se cultive dans différents types de sols (Khan et al.,
2009 ; Babar et al.,2009 ; Yusuf et al., 2002). Il est peu exigeant en qualité du sol, mais
préfére les sols lourds, meubles, profonds, de texture limoneuse et argilo siliceuse de couleur
noire rougeétre ou noiratre, bien drainés, avec une bonne capacité de rétention, il redoute les
sols calcaires, les sols secs aussi qui prédisposent la plante a donner des graines de mauvaise
cuisson (Berger et al., 2003).

o Humidité du sol: Les besoins en humidité du sol de la plante sont de 15-40% pendant
la germination et le développement de la graine, mais 1’humidité excessive du sol a la
floraison réduit le rendement en grain (Wery et al., 1994).

o PH du sol: Le pois chiche se cultive dans des sols a pH neutre ou alcalin, variant de
7,3 28,2 (Bergeret al., 2003).

o Nutrition minérale: Le pois chiche exige du potassium qui favorise la formation des
graines et qui existe dans la solution du sol en trés petite quantité (ITGC, 2003). Alors que la
fertilisation azotée n’est nécessaire que pour favoriser le départ de 1’activité des nodosités

puisque le pois chiche fixe I’azote atmosphérique (Allali et al., 2007).

I.4. Les cultivars du pois chiche

Il existe trois types de pois chiche existent, a savoir :

> Type Desi ou ""microsperma' : caractérisé par des petites graines, angulaire avec la
présence éminente d’un bec et une surface rugueuse. Les téguments de la graine sont
colorés et épais ; les couleurs comprennent diverses nuances qui combinent : le
marron, le jaune, le vert et le noir (Figure 04 (a)).

» Type Kabuli ou "macrosperma'" : caractérisé par des grosses graines, de couleur
blanche ou beige avec la forme de « téte de bélier », des téguments minces et lisses
(Figure 04 (b)).

> Un troisieme type intermeédiaire appelé Gulabi a été identifié par certains auteurs,
présente des grains lisses, de couleur claire et d'une taille moyenne (ITGC, 2011)
(Figure 04 (c)).
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=

a) Desi b) Kabuli c) Gulabi d) Black desi e) Green desi

Figure 04 : Les différents types de graine de pois chiche (Sing et al., 2015).

1.5. Intérét du pois chiche

a) Intéréts nutritionnels

Les Iégumineuses alimentaires y compris le pois chiche occupent une place importante
dans l'alimentation humaine pour de nombreux pays en voie de développement. Les
nutritionnistes recommandent vivement 1’introduction des Iégumineuses comme le pois
chiche dans I’alimentation humaine au vu de nombreux avantages nutritionnels de cette
ressource alimentaire (Ravi et Bhattacharya, 2004). Ainsi, I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) recommande une consommation de 80 g/jour de Iégumineuses par personne
(Yadav et al., 2007). Les pois chiches représentent une excellente source de protéine et de

glucides qui, ensemble, représentent environ 80% du poids sec des grains (Singh et al., 1984).

Toutefois, la qualité nutritionnelle des graines peut varier en fonction de la variété, de
I'environnement, du climat, de la biologie du sol, des pratiques culturales et des facteurs de
stress biotiques et abiotiques (Singh et al., 1984).

En effet, le pois chiche est destiné, en sa majeure partie, pour la consommation humaine et les
débris de culture sont utilisés pour le bétail comme fourrage (Upadhyaya et al., 2017). Par
ailleurs, la plante entiére, la graine et la paille, peuvent aussi étre utilisées dans 1’alimentation

des ruminants et des volailles.
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b) Intéréts écologiques et agronomiques

Sur le plan écologique et agronomique les légumineuses permettent la restauration de la

fertilité des sols grace a leur capacité de fixation d’azote atmosphérique et donc la protection
de I’environnement en réduisant les apports d’azote et par conséquent, la réduction des codts
de production.
Selon Gaur et al. (2012), une culture de pois chiche peut fixer, par voie symbiotique, 140kg
d’azote/ha. Grace a ces 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 systéme d’agriculture durable (Gaur et al., 2012).

En Algérie, les agriculteurs cultivent le pois chiche en téte d'assolement, en rotation avec

les céréales.

1.6. Le pois chiche en Algérie

De l'indépendance a 1987, I'évolution des superficies a connu des fluctuations
remarquables. Les augmentations de celles-ci sont devenues plus prononcée en 1983, avec
I'exécution du programme de diminution des superficies consacrées a la jachere et
d’intensification de la production des légumineuses alimentaires (Labdi, 1990). Mais depuis,
on note une régression plus au moins constante des superficies passant de 68 590 ha en 1987 a
19 480 ha en 2000 (FAO, 2019). Ces dernieres années et selon les statistiques de la FAO
(2019), certaines augmentations considérables de superficie ont été enregistrées mais qui
restent de loin inférieures a celles de 1987 (29 320 ha en 2013 ; 32 065 ha en 2018).
Concernant la production nationale moyenne des pois chiches, elles fluctuent d’une décennie
a ’autre. Le plus bas niveau a été enregistré en 2000 avec 66 610 gx. Les productions les plus
importantes ont été observées durant les années 2012-2014, avec une production maximale en
2014 de 351 180 gx. Durant les deux années 2015 et 2016, une nette régression de la
production a été notée qui a été estimée a plus de 15 000 gx (FAO, 2019).

L’analyse de I'évolution des superficies récoltées, des productions et des rendements
montre que I'évolution de la production nationale moyenne ne suit pas celle des superficies
mais plut6t celle des rendements. Au cours de la décennie 2008-2018, le rendement est passé
d’environ 5,5 g/ha a 11,39 g/ha (FAO, 2019).
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Cependant, la production nationale est tres faible, irréguliere et ne peut satisfaire qu'une
petite partie de la consommation locale croissante. En conséquence, afin de combler le déficit
de la production en pois chiche, 1’ Algérie fait recours a des importations massives, de 1’ordre
de 66 000 tonnes, soit plus de 200% de sa production (FAO, 2019).

1.7. Situation de la culture de pois chiche

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est la deuxiéme légumineuse alimentaire la plus cultive
dans le monde en termes de production et de superficie (Gaur et al., 2012). En 2016, la
production mondiale a été estimée a 17 217 705 tonnes pour une superficie totale de 17 849
300 ha (FAO, 2019).

Plus de 80% de la production mondiale annuelle provient de 1I’Asie ; 1’Inde étant le principal
producteur de cette Iégumineuse (Figure 05). L’Afrique, par contre, ne contribue qu’avec
5.9% de la production annuelle mondiale, avec I'Ethiopie comme principal producteur du
continent (FAO, 2019).

Auparavant, 90% des pois chiches se consommaient dans le pays ou ils sont produits ; mais au
cours de ces derniéres années les échanges mondiaux de pois chiches ont fait que des pays
exclusivement exportateurs ont apparus (FAO, 2019). En effet, les cinq plus grands
exportateurs sont : 1’Australie, la Russie, le Canada, I'Argentine et I'inde. Par contre, les cing
plus grands importateurs sont : le Pakistan, I’Inde, le Bengladesh, le Pakistan, les Emirats,

L’ Algérie étant le sixieme plus grand importateur.

7.2 % 5.9 %

Europe Ameriques
3.3 % \ 3.4 %

Océanie / Afrique

Asie

@® Afrique @ Amériques Asiec @ Europe @ Océanie

Figure 05: Pourcentage de production de pois chiche par continent en 2018 (FAO, 2019)
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1.8 Présentation de la fusariose de pois chiche

1.8.1. Historique

Le nom Fusarium est donné a un genre de champignons imparfaits
(Deutéromycetes), qui comprend plus de 100 especes. Les formes parfaites (téléomorphes) de
quelques-unes d“entre elles sont connues, et appartiennent a la classe des Ascomycetes (ordre
des Hypocréales, famille des Nectriacées, genres Gibberella, Albonectria, et Haematonectria).

Pour plusieurs espéces de Fusarium, le stade parfait demeure encore inconnu.

Sur le plan économique, le genre Fusarium est trés important parce qu“il regroupe
de nombreuses espéces phytopathogenes, et de forma spécialis captables d“induire des
maladies (fusarioses) chez de nombreuses plantes. Les especes du genre Fusarium peuvent
ainsi attaquer les céréales (mais, blé, orge, avoine), les légumes, les plantes ornementales et
beaucoup d“arbres fruitiers. La majorité des espéces de Fusarium sont susceptibles de
produire des mycotoxines et sont ainsi impliquées dans des intoxications chez les animaux
d“¢levage (Nelson et al, 1983).

Le genre Fusarium tire son nom du latin fusus car ses spores sont en forme de fuseau. Le
genre Fusarium des représente les espéces présentant des spores cloisonnées, fusiformes,

formées sur des stromas.

1.8.2. Distribution et extension géographique de la maladie dans le monde

Le flétrissement vasculaire du pois chiche a été découvert pour la premiére fois en Inde, il été
ensuite propagé dans 32 pays du monde répartis a travers les quatre continents. En effet, la
maladie a été signalée dans la majorité des pays producteurs de pois chiche : en Argentine,
Chili, Chine, Colombie, Egypte, Hongrai, Irag, Italie, Kenya, Malawi, Mexique, Maroc,
Népal, Myanmar, Tunisie, Uganda, Zambie, Syrie, USA, Soudan, Sri Lanka, Iran, Pakistan,
Australie, Ethiopie, Pérou, Turquie, Bengladesh, USSR (Akhtar, 2001). La maladie ne cesse

de se propager a travers le monde (Figure 6).
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Figure 06: Carte mondiale de la distribution rapportée du Fusarium
oxysporum f.sp .ciceris et de sa distribution potentielle estimée par le model
CLIMEX ™ pour les conditions climatique actuelles. Les cercles indique les zones
ou les conditions climatiques sont propres au développement de F. oxysporum f. sp.
ciceris bien qu’il n’ait pas était décrit (vert) ou le pois chiche n’est pas favorable ou
développement de F. oxysporium. f .sp ciceris, les triangles rouge indiquent les
pays ou F. oxysporum .f.sp. ciceris a été signalé dans la littérature scientifique
(Blanca et al., 2013).

En Algérie le flétrissement fusarien du pois chiche a été rapporté par Bouznad (1989) et
dans d’autres pays méditerranéens (Espagne, Tunisie, Maroc, Turquie) par Haware (1990).En
Algérie la maladie a été observee principalement dans le centre et 1’est du pays (Labdi, 1990)

et Iégérement vers 1’Ouest (Bouznad et al.,1996).

1.8.3. Agents responsables de la fusariose du pois chiche

Le Foc est un champignon du sol qui peut survivre en saprophyte pendant six ans, sous
forme de chlamydospores, dans la semence et dans les débris des plantes mortes. Il survit
également, sur d’autres plantes hotes, telles que la lentille, la féve et le pois, sans montrer de
symptomes extérieurs (Nene, 1979 ; Haware, 1990). L’infection primaire est initiée par les
chlamydospores ou le mycelium. L’optimum de germination des chlamydospores et de

I’infection a lieu a 91% d’humidité relative et une température de 25° C. La transmission se
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fait principalement par la semence et 1’utilisation de matériel agricole contaminé (Nene, 1979;
Haware, 1993).

» Deux especes sont responsables de la fusariose du pois chiche en Algérie:
Fusariumoxysporum f. sp. ciceris (Halila et Strange, 1996) et Fusarium redolens
(Zaim, 2022).

1.8.3.1. Principales caractéristiques des deux especes (Fusariumoxysporum f. sp. ciceris et
Fusariumredolens) responsables de la fusariose du pois chiche

1.8.3.1.1. Fusarium oxysporum f. sp. ciceris

Morphologiquement cette espece est caractérisée par un appareil sporifere du types
porodochial produisant des microconidies, des macroconidies et des chlamydospores ; ces
derniers présentent les formes de résistance de cette espéce en condition défavorables.

La forme parfaite du Fusarium oxysporum f. sp. ciceris a été rattachée au genre Gibberella sp.
(Erwin, 1958 ; Booth, 1971). D’apres Agrios (2005), I’agent causal du flétrissement du pois

chiche Fusarium oxysporum f. sp.ciceris est classé comme suit :

Regne : Eumycota
Embranchemt : Ascomycota

S/ Embranchement  : Deuteromycétes

Classe : Hyphomycetes.

S/Classe : Hyphomycetidae.

Ordre : Moniliales

Famille :Tuberculariaceae

Genre :Fusarium

Espéce . Fusariumoxysporumf. sp. ciceris.
a) Biologie

L’agent du flétrissement est un champignon supérieur a thalle constitué d’un mycélium
hyalin et cloisonné. Sa croissance sur le milieu PDA (Potato-Dextrose-agar) a 25°C donne des
colonies blanches et cotonneuses, qui deviennent feutrées et ridées dans les vieilles cultures

(Haware, 1990). Les hyphes cloisonnés sont abondamment ramifiés.
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Cette espece est caractérisée morphologiquement par un appareil sporifére de types

porodochial produisant micro conidies et macro conidies.

e Les micro-conidies sont unicellulaires ou bicellulaires, portés par un conidiophore
court et simple se présentant sur des hyphes (Figure 07). De forme variable, elles
peuvent étre ovales a réniformes, et droites a courbées mesurant, 2.5 a 3.5 um -5 a
12pm.

e Les macro-conidies sont moins importantes en nombre que les micro-conidies et
sontportees sur un conidiophore court ramifier; se formant latéralement sur un hyphe
de taille variable (3 & 15um x 3pum a Spum). Leur forme peut étre ovale a cylindrique et
droite & courbées. Elles sont trés nombreuses et sont uni ou bicellulaires, ovales ou
cylindriques, mesurent 2.5-3.5 x 5-11 um (Booth, 1975).

Ces deux types de conidies sont généralement rares sur milieu solide et sont abondantes sur
milieu liquide a base de pomme de terre (Haware, 1990).

e Les chlamydospores lisses ou rugueuses (Figure 07) considérées comme des organes
de résistance aux conditions défavorables du milieu, se forment de fagon solitaire ou
en paire, sont formées dans les cultures agées de 23 plus de vingt jours. Elles sont
terminales ou intercalaires, produites sur les filaments mycéliens les plus agés ou sur
les macro-conidies. Elles peuvent étre formées seules, en paires ou en chainettes
(Haware, 1990).

Figure 07 : Variabilité de I“aspect de la colonie et de la morphologie des micro-conidies et
macroconidies et chlamydospores du Fusariumoxysporum f. sp. ciceris (Arvayo-Ortiz et al.,
2011).

[ =]
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b) Cycle de vie du Fusarium oxysporum f.sp. ciceris :

Le cycle biologique du FOC (Figure 08) comprend une phase saprophytique et une phase
parasitaire (Nelson, 1981). Le cycle biologique du champignon débute le plus souvent par une
germination des chlamydospores. La germination de ces formes de conservations endormis et
immobiles dans les tissues des plantes infectées est stimulée par les exsudats racinaires des
plantules du pois chiche, les éléments nutritifs presents dans le sol et les conditions
climatiques favorables (Haware et al., 1986 ; Backman et Turner, 1989). Cette germination

est accomplie entre 6 a 8 heures dans les conditions favorables.

Cependant, celle-ci est effectuée dans 2 a 3 jours si les conditions sont défavorables
(Akhtar,2001).

Le processus de l'infection est tres complexe commence par I'adhésion des hyphes avec un
mécanisme non spécifique sur la surface des racines comme une étape préparatoire de la
pénétration (Jiménez-Fernandez et al., 2013). Le pathogéne traverse les poils, diffuse dans
les régions apicales des racines et colonise les cellules épidermiques hdétes (Jimenez-
Fernandez et al., 2013).

Le champignon envoie son mycélium dans les espaces intercellulaires a travers le cortex
de la racine jusqu'a ce qu'il arrive aux vaisseaux du xyléme (Jimenez-Fernandez et al.,
2013).

La colonisation fongique du systeme vasculaire de I'h6te est souvent rapide et

fréquemment facilité par la formation de macro conidie dans les vaisseaux (Groenewald,
2005).
Il en résulte une obstruction des tissus vasculaires par le mycélium, induisant ainsi
jaunissement et un dessechement des feuilles, un brunissement des vaisseaux, aboutissant au
flétrissement total des plants (Grewal et al., 1974 ; Smithsonet al., 1985 ; Gupta et al.,
1986).

Le pathogene survit dans les débris des plantes infectées sous forme mycélienne et les
autres organes de sporulation, mais le plus communément comme les chlamydospores
(Groenewald, 2005).
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Figure 08 : Cycle biologique du Fusarium oxysporum (adapté d’Agrios, 2005).

Fusarium redolens

Cette espece a été découverte par Wollenweber (1913) et son statut taxonomique a été
corrigé par Snyder et Hansen (1940). Booth (1971) a considéré F. redolens comme étant
F.oxysporum. Nelson et al. (1983) ont adopté la classification de Snyder et Hansen (1940)et
considerent F. redolenscomme F.oxysporum. Gerlach et Nirenberg (1982) a
considéréF.redolensune espéce séparée. Des similitudes entre F. oxysporumet F.redolensont

été décrites par Baayen et Gams (1988).

Les souches confrontées de deux especes sont capables de former des hetérocaryons
(R.ataj-Guranowska., 1991) et les tests sérologiques de protéines par électrophorése de deux
especes montrent I'apparition des bandes similaires (Rataj-Guranowska et Wolko, 1991).
F.redolens est un agent causal de la pourriture racinaire pour un grandnombre d'especes
végétales. F. redolensa un pouvoir de produire de fumonisines et I'acide fusarique (Abbas
etal. 1995).
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D autres noms scientifiques ont été proposés par les chercheurs :

- Fusarium oxysporum var. redolens(wollenw. Gordon).
- Fusarium redolens var. solani SHER.
- Fusarium solani var. redolens(woll. Golden).

a) Taxonomie

Kingdom . Fungi

Division . Ascomycota

Class . Sordariomycetes

Oreder : Hypocreales

Family : Nectriaceae

Genus : Fusaruim

Species :  F.redolens(wollen., 1913)

En Algérie, F. redolens a été trouvée dans la région de Mascara et signée pour la premiére
fois par Zaim (2022).

1.9. La lutte

La plupart des moyens utilisés pour lutter contre les maladies et les ravageurs ne sont
pas durable, les moyens de contrdle de F.oxysporum, hormis la résistance génétique, sont
assez peut efficace du fait que ce champignon peut survivre de nombreuses années dans le sol
en absence de 1“hote (au moins 06 ans sous forme de chlamydospores) sans prendre en compte
les capacités saprophytigue du champignon qui augmentent ces chances de
survis.(Nene,1979), et cela rend son contrdle difficile (Sharma et Muehlbauer, 2007),
différents moyens de lutte ont été préconisés en vue de réduire les pertes dues a la fusariose

du pois chiche.

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 tres colteuses. Ces pratiques
contre le flétrissement vasculaire consistent a éviter les conditions qui favorisent la maladie
soit, un sol léger et acide et un arrosage a l'eau froide soit, un manque d'azote et de calcium
(Barna et al., 1985; Duval, 1991).




Chapitre | Données sur la culture du pois chiche et Fusarium oxysporum

1.9.1. Lutte culturale

L’agent pathogéne est un champignon tellurique, peut survivre dans le sol pour de
longue durée en absence de la plante hote et peut étre hébergé par d’autres plantes (pois,
lentille) sans extérioriser des symptdmes, ce qui rend difficile de contrdler la maladie par les
techniques culturales (Nene et Reddy, 1987).

Cependant, les stratégies de lutte les plus appropriées sont celles basée sur la réduction de la
quantité de I'inoculum initial dans le sol et/ou de réduire son efficacité (Jiménez-Diaz, 2011).
A cet effet, la rotation du pois chiche avec des cultures non- hétes peuvent contribuer a
réduction importante de I'inoculum du Foc dans le sol (Jiménez Diaz, 2011).

Plusieurs méthodes culturales ont été adoptées pour réduire l'incidence de la maladie. Le
labour profond, la rotation agricole, la jachere et la stérilisation du sol tous sont utiles pour
réduire et détruire la population du Foc. Réduire ou détruire les débris par un labour permet

d'affaiblir la quantité d'inoculum, et donc sa dispersion ultérieure (Akhtar, 2001).

1.9.2. La sélection variétale

Cette resistance est dite spécifique soit partielle, selon que 1’0n se trouve en présence
d’un ou plusieurs génes de résistance variétale. Le choix variétal peut étre intégré au
raisonnement de la lutte contre le flétrissement du pois chiche. Certaines variétés sont
tolérants et parfois, dans certains situations (modes de contamination, semences et /ou sol)
témoigner des résistances. Ces derniéres peuvent étre valorisées en agriculteur. L’utilisation
des cultivars résistant est une des stratégies les plus pratiques et la moins couteuse pour le
contrdle de la fusariose du pois chiche, mais le déploiement des variétés résistantes n’a pas été
extensive a cause des caractéres agronomique parfois indésirables (Upadhyaya et al .,2007).

En plus, leur résistance est non durable a cause de la présence des races physiologique de
FOC (Sharma et Muehalbauer, 2007) et certaine cultivars présente une sensibilité a d’autre
maladie (Sharma et al .,2009;Jimenez —Gasco et al ., 2004 ;Navas —Cortes et al .,
2000;Singh et al., 1994; Singh et al 1994;Jalali et Chnd,1992;Nene et Reddy, 1987). Les
variétés du pois chiche cultivées par les agriculteurs ont des niveaux de résistance tres
différents les unes des autres. Cette résistance est fonction des génes présente lors de la
création de la variété. Deux types de résistance sont mis en évidence au niveau du pois chiche,

la résistance spécifique et la résistance partielle.
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La résistance spécifique est determinée par des génes dominants aussi appelés génes R.
Cinq de ces genes ont été découvert a ce jour (R1 a R5) (Sharma et al., 2009),ils déclenchent
chez la plante une d’hypersensibilité en présence du parasite, ce qui limite 1’extension du
parasite aux tissus voisins. Cette vois de résistance permet un retard du début de 1’épidémie
jusqu’a ce que la plante se trouve en présence d’une race de fusariose possédant les génes de
virulence qui correspondent a ses propres génes d’hypersensibilité et peut alors se retrouver

rapidement détruite (Jimenez —Casco et al., 2004;Flor, 1971).

La résistance partielle est déterminée par un grand nombre de géne. Ce type de résistance
va agir sur la pénétration, la dissémination du champignons dans les tissus ou encore
I’intensité de la sporulations .Cette complexité d’intervention rend difficile les études sur ce
type de résistance, mais la faible probabilité de son contournement par le parasite en fait un

support intéressant de recherche génétique (Madrid et al .,2008).
1.9.3. Lutte chimique

L’utilisation des fongicides peut réduire I’importance de la maladie (Gupta et al., 1978 ;
Jimenez-Diaz et al., 1985). En effet, I’inoculum porté par la semence peut étre éradiqué par
I’utilisation de Benlate mélangé de 30% de Benomyl et 30% de Thiram (Haware et al., 1978,
1981). En outre, le traitement de graines du pois chiche par cing types de fongicides peut
réduire I'incidence de la maladie avec un taux de 27.3% (Shukla et al., 1981). Le test de neuf
fongicides a savoir; Antracol, Benlate, Captan, Cobox, Dithane M-45, Benzéne du Nitrate du
Pentachloro (PCNB), Ridomil, Mancozeb et Trimiltox sur le Foc avec des doses de 50, 100 et
150 ppm montre I'efficacité complete de Benlate suivi de Dithane M- 45, Sancozeb, Ridomil.
Cependant, 1" Antracol inhibe la croissance mycélienne (Akram et al., 2004).

L’analyse de I’effet de trois fongicides carbendazim, carboxin+thiramet propineb a
montré 1’efficacité des deux derniers dont la valeur de la gravité de la maladie enregistrée est
tres faible. Par contre, une valeur moyenne d’efficacité a été noté pour le carbendazim
(Chandar et al., 2013).

L'integration de la biotechnologie dans la lutte contre les agents pathogenes est un
élément tres important pour le déclenchement et I'accelération des réactions des défenses des
plantes. Aussi, Saikia et al. (2006) ont examiné ’effet des protéines des parois cellulaire du
FOC dans le déclenchement de la résistance du pois chiche. Les résultats obtenus indiquent
que les deux types de proteines entrainent une activité électrice dans la plante, déclenchant par

la suite les mecanismes de défenses et réduisent I'incidence de flétrissement vasculaire du pois
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chiche. Par ailleurs, le traitement des cultivars du pois chiche avec des composants issus des
variétés résistantes, tel que le cicerfuran et judaicin semble étre une méthode de lutte efficace
contre la fusariose vasculaire du pois chiche (Stevenson et Veitch 1997). Ces composes

inhibent la germination des spores fongiques dans les conditions naturelles.

1.9.4. La lutte biologique :

La lutte biologique se définit comme 1’utilisation de microorganisme (principalement des
bactéries et des mycétes), d’incestes ou de composés dérivés de ceux-ci pour contrer un ou
plusieurs agents pathogenes ou ravageurs des plantes (Xu et al., 2016). Les agents de lutte
biologique affectent 1’organisme nuisible selon différents modes d’action. (Elad et al., 2016).

Cette partie a fait 1’objet de notre étude dans ce mémoire, un chapitre lui est consacré dans la
deuxiéme partie de ce mémoire.
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Chapitre 11 Lutte biologique contre les champignons pathogénes

I1.1. Mécanismes d’antagonisme en lutte biologique

La protection conférée par un microorganisme de lutte biologique S'appuie sur un ou
plusieurs mécanismes d'action tels que la compétition (pour éléments nutritifs, oxygeéne,
espace), l'antibiose, le parasitisme, la diminution de I'agressivité du pathogénes et I'induction
de la résistance chez la plante. L'étude de ces mécanismes d'action est une étape importante

dans le développement de la lutte biologique (Jijkli, 2003).
11.1.1. La compétition

La compétition a été définie par Clark (1968)comme étant “ I’effet nuisible direct d’un
organisme sur une autre ou directement, par la suppression de certaines ressources de

I’environnement*

La compétition pour les éléments nutritifs entre en jeu lorsqu'il y a simultanément
consommation du méme composé par plusieurs microorganismes. Pour étre un compétiteur
efficace, un agent antagoniste doit étre capable d'utiliser rapidement et efficacement les

éléments nutritifs présents en faible concentration sur les organes de la plante (Jijakli, 2003).

Certains organismes, comme la levure Aureobasidium pullulans, agissent contre Botrytis
cinerea par compétition pour 1’espace et les nutriments, empéchant ainsi sa prolifération sur la
plante (Elad et al., 2016).

11.1.2. Le mycoparasitisme

Ce mécanisme de lutte consiste en une interaction directe entre deux microorganismes ou
les tissus vivants de l'un constituent une base nutritive pour l'autre (Helluy et holmes,
2005).0u il parasite 1’agent pathogene et affectent ainsi son développement; ce mécanisme est
connu sous le nom d’hyperparasitisme. Plusieurs champignons des genres Gliocladium et
Trichodermaainsi que plusieurs bactéries du genre Streptomyces sont connus pour produire
des enzymes dénaturant les parois de B. cinerea, qu’ils utilisent pour se nourrir (Elad et al.,
2016). L’agent antagoniste le plus cité pour le mycoparasitisme est sans aucun doute le

champignon du genre Trichoderma (Chet et Inhar, 1994 ; Camporta, 1985).
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11.1.3. L’antibiose

La sécrétion de substances antibiotiques par les microorganismes est un phénomene
fréquent. Certains métabolites vont interférer avec la germination, la croissance mycélienne
et/ou la sporulation des agents phytopathogenes. L’antibiose consiste en la production par

I'agent antagoniste d'antibiotiques efficaces contre 1’agent pathogene (Corbaz, 1990).

L’antibiose est un autre mode d’action par lequel les agents de lutte biologique limitent le
développement des agents pathogenes. Par exemple, plusieurs bactéries du genre
Pseudomonas produiraient la pyrrolnitrine, un composé antifongique qui y préviendrait la

croissance mycélienne du pathogene (Haggag et El Soud, 2012).

L'antibiose est le mode d'action le plus étudié chez les agents de lutte biologique (Jijakli,
2003). Les cas les plus décrits en littérature impliquent une bactérie productrice de
métabolites secondaires antagoniste a une autre bactérie ou champignon phytopathogéne
(Fravel, 1988).

Une multitude de génes codant pour la biosynthese de nombreux métabolites secondaires
antifongiques d’origine bactérienne sont maintenant caractérisés. Chez Pseudomonas
fluorescens on retrouve par exemple le 2,4 diacétylphloroglicinol(Bangera et Thomashow |,
1996).

11.1.4. Emission des Composés organiques volatiles

Les champignons produisent divers mélanges de composés en phase gazeuse, appelés
Composés Organiques Volatils (COVs). lls sont capables de se diffuser dans le sol et dans

1I’atmosphere et d’inhiber les activités des pathogenes fongiques.

La plupart des COVs appartiennent a quatre groupes chimiques : les terpénoides, les
phénylpropanoides et les dérivés d'acides gras et d’acides aminés (Dudareva et al., 2013 ;
Delory et al., 2016).

A ce jour, plus de 500 bactéries et champignons ont été décrits comme producteurs de
COVs et environ 1 000 COVs ont été compilés dans DOVE-MO (base de données des
substances volatiles émises par les microorganismes) (Lemfack et al., 2017). Le sol présente
I“un des principaux habitats des bactéries et des champignons. Ces composés bloquent la
germination et/ou affectent la synthese des proteines des champignons nuisibles (Effmert et
al., 2012 ; Morath et al., 2012).
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11.2. Les Pseudomonas antagonistes de champignons et de bactéries phytopathogenes

Les Pseudomonas spp. Fluorescents forment un groupe appartenant au genre
Pseudomonas sensus tricto (groupe ARN | sensu Palleroni). Les membres de ce groupe se
caractérisent par 1’aptitude a synthétiser en situation de carence en fer des sidérophores
présentant un groupe chromophore jaune-vert fluorescent sous rayonnement ultraviolet
(Palleroni, 1984, 1992). Les premiéres études biochimiques concernant ces bactéries aérobies
ont montré qu’il existe, a I’intérieur de ce groupe, des variations interspécifiques dans la
structure de la chaine respiratoire.

Au sein des Pseudomonas spp.Fluorescents, les espéces saprophytes a cytochrome oxydase
positive P.chlororaphis, P.fluorescens et P.putida sont présentes a une densité élevée dans
des environnements variés (Holloway, 1992 ; Schroth et al, 1992). Ces espéces font 1“objet
de nombreuses études compte tenu de leur intérét potentiel en agriculture et pour
I’environnement. Ainsi, certaines souches ont 1’aptitude de stimuler la croissance et/ou
d’améliorer 1*état sanitaire des plantes (Lemanceau, 1992). De plus, la résistance naturelle de
certains sols a diverses maladies d’originetellurique a été associée a la présence de
populations particulieres de Pseudomonas spp. Fluorescents(Lucas et al, 1989 ; Lemanceau
et Alabouvette, 1993).

Enfin, certaines populations de Pseudomonas spp.Fluorescents ont la possibilité de dissimiler
1“azote (Gamble et al, 1977 ; Clays-Josserand et al, 1995). Cette dissimilation est plus ou
moins compléte selon le groupe taxinomique considéré (Matsubara et Zumft, 1982).

Ces bactéries contribuent donc, de facon significative, a la réduction des nitrates et des nitrites

qui constituent des polluants des nappes phréatiques.

11.3. Biosynthése des métabolites secondaires chez les Pseudomonas

Les Pseudomonas forment un large groupe colonisant le sol, les plantes et 1’eau. Ces
bactéries Gram négatives, non sporulantes, sont aérobies obligatoires, a 1’exception de
certaines pouvant utiliser le NOs comme accepteur d’électrons. Leur mobilité est assurée par
plusieurs flagelles polaires, et elles ont un métabolisme mésophile et chimioorganothorphe, la
plupart étant saprophytes (Bossis et al. 2000). Quelques especes peuvent causer des infections
chez 1“humain. P. aeruginosacause des infections pulmonaires mortelles chez les patients
atteints de fibrose kystique (Mavrodi et al. 2001). Plusieurs études ont souligné le haut degré
de diversité au sein de P. fluorescens, ce qui a mené a la subdivision de cette espéce en

differents biovars (Bossis et al., 2000). Dans le sol, les Pseudomonas représentent une grande
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fraction de la communauté microbienne partageant leur milieu avec des commensaux
représentant principalement les genres Bacillus et Actinomyces. On les retrouve sous tous les
horizons, particulierement sur les systemes racinaires des plantes. Les différentes especes de
Pseudomonas qui colonisent la rhizosphére possédent plusieurs caractéristiques intrinséques
qui les rendent particulierement intéressantes pour une utilisation comme agents de lutte
biologique.

Premierement, leur capacité a coloniser les racines et a y maintenir une forte densité de
population est remarquable (Haas and Keel 2003). Cette grande rhizo-compétition vient sans
doute de leur taux de croissance plus élevé que celui de la plupart des autres rhizobactéries et
de leur capacité a métaboliser efficacement plusieurs composeés des exsudats racinaires (Chin-
A-Woeng et al. 2002). De plus, ces bactéries sont tres faciles a isoler et a cultiver au
laboratoire et se prétent aisément aux manipulations génétiques (Chin-A-Woeng et al.2001,
Fenton et al. 1992).

Les Pseudomonas, principalement 1’espéce P. fluorescens, ont une aptitude a réduire
I’incidence des maladies racinaires dans certains champs, ainsi qu’a inhiber la croissance d’un
grand nombre d’agents phytopathogenes in vitro. Cette capacité d’inhibition peut se faire
selon plusieurs mécanismes incluant la production d’une large gamme de métabolites
antagonistes et de sidérophores. Ces derniers permettent d’entrer en compétition pour
I’acquisition du fer. Dans un milieu comme le sol ou cet élément est présent en trés faible
quantité, cela peut nuire a la croissance saprophyte de plusieurs agents pathogénes et ainsi
réduire la séverité de la maladie. On note aussi chez certaines souches une capacité a induire
les mécanismes de défense chez la plante (Kim et al., 2004). Mais dans la plupart des cas
d’inhibition, le facteur déterminant est la production d’antibiotiques qui agissent directement
sur I’agent pathogeéne.

Le premier rapport sur I’utilisation d’un Pseudomonas produisant un antibiotique pour le
contrdle d““un agent pathogene racinaire, en 1’occurrence Rhizoctonia solani, a été étudié par
Howell et Stipatovic (1979). Ces derniers identifierent la pyrrolnitrine produite par une
souche de Pseudomonas fluorescenscomme facteur permettant d’inhiber le pathogéne. En
revanche, on doit a Thomashow et Weller, neuf ans plus tard, la premiéere démonstration
expérimentale, utilisant une approche génétique pour démontrer 1’implication d’un
antibiotique produit par une souche de Pseudomonas dans la suppression d’un agent
phytopathogene. Ces derniers ont utilisé une souche de P. fluorescens productrice d’acide
phénazine carboxilique, isolée de la rhizosphére du blé, et fortement antagoniste envers
Gaeumannomyces graminis. Des mutants de cette souche, déficients dans leur capacité a
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produire I’antibiotique, ont été comparés a la souche mére dans des tests d’inhibition in vitro
et in situ. Les mutants étaient alors incapables d’inhiber le champignon en boites de pétris et

de prévenir la fonte des semis au champ.
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I11. Matériel et méthodes
I11.1. Matériels
111.1.1. Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC)

Un isolat de FOC est utilisé tout au long de notre expérimentation. Il nous a été
gracieusement offert par monsieur Sekkal Ibrahim,doctorant a [I’université de
Mostaganem.Selon monsieur Sekkal, 1’espéce a été identifiée moléculairement en se basant

sur une PCR reéalisée avec des amorces spécifiques de Fusarium oxysporum f.sp.ciceris.
111.1.2. Pseudomonas fluorescens

Cing souches de Pseudomonas fluorescens nous ont été remises par monsieur Mahiout et
monsieur Sekkal qui ont procédé a leur identification moléculaire grace au séquencage du
gene ARN 168S. Elles proviennent de la rhizosphére des plants de pois chiche cultivés dans 5

zones de la commune de Mesra au niveau de la région de Mostaganem (Tableau 01) :

Tableau 01 : Souches de Pseudomonas fluorscens et codification adoptée.

Codification Région d’origine Année d’isolement
Bl Mostaganem (Mesra) Février 2019
B2 Mostaganem (Mesra) Février 2019
B3 Mostaganem (Mesra) Février 2019
B4 Mostaganem (Mesra) Février 2019
B5 Mostaganem (Mesra) Février 2019

111.1.3. Milieu de culture

Tableau02 : Composition du bouillon nutritif

Composition La dose
Peptone. 10¢g

Extrait de beeuf. 109

Extrait de levure. 209¢
Chlorure de sodium. 50¢9

Eau distillée Qsp 1000 ML

Le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) a été utilisé dans les essais de confrontation du

parasite avec les antagonistes. Sa composition est la suivante (Tableau 03) :
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Tableau03 : Composition du milieu PDA pour 1 L d’eau distillée.

Composition La dose
Pomme de terre. 2009
Glucose. 209
Agar-agar. 189
PH=6,5.

111.2. Méthodes

111.2.1. Préparationdes bactéries antagonistes

Deux raisons ont guideé le choix des 5 souches utilisées dans cette étude :
-Leur origine différente
-L’intensité de la fluorescence sur milieu de culture B de King.
A partir de chaque culture bactérienne conservée dans du glycérol, nous avons d’abord
ensemencé un tube a essai contenant du bouillon nutritif. La culture est maintenue pendant
24h a 26C°. La concentration de la bactérie est ajustée a 102 CFU/ml grace a un
spectrophotometre, valeur correspondant a un intervalle de DO de 0,08 a 0,1, a une
langueur d’onde de 600n.m (Amekraz, 2013)

111.2.2. Test de confrontation

111.2.2.1.Test de confrontation directe

Un disque de papier wattman de 6 mm de diamétre est déposé en boite de pétri, a la
surface d’un milieu PDA, suivant un axe diamétral, a 4 cm d’un explant mycélien de FOC (8
mm de diamétre) (Figure 09). On préléve alors 10 ul d’une suspension de la bactérie (10®
CFU/mI) a tester que I’on dépose sur le papier wattman. Dans le cas du témoin, le disque en
papier wattman est imbibé de 10 pl bouillon nutritif, sans la bactérie. Les boites sont
incubées a 26°C pendant 6 jours.

i = 2

-
Antagoniste
— = Fhne |

I
i )y

Figure 09 : Dispositif utilisé pour le test de confrontation
directe (Mahiout, 2007).

E Pathogene
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111.2.2.1.1. Evaluation de la croissance mycélienne

La mesure de la croissance mycélienne consiste a mesurer tous les 3 jours le rayon de
croissance du champignon en direction de 1’antagoniste (bactérie) (Maslouhy et al., 1989,
Bendahmane et al., 2012) (Figure 09).

111.2.2.1.2. Evaluation de la sporulation

L’évaluation de la sporulation est effectuée selon le principe de la méthode utilisée par

Maslouhy (1989). La sporulation est évaluée au 10°™ jour de confrontation.

A T’aide d’un emporte-piéce stérile, nous avons prélevé 10 explants (6 mm de diametre)
sur la périphérie de la colonie du Foc du c6té de la bactérie. Dans le cas des témoins, les
explants sont prélevés a la périphérie des colonies de FOC ensemencé seul. Les explants
mycéliens sont mis dans un tube a essai contenant 10 ml d’eau distillé stérile, agités pendant 5
minutes a 1’aide d’un vortex pour libérer les conidies. La concentration exprimée en nombre

de conidies par millilitre est estimée a I’aide de la cellule de Malassez.

111.2.2.2. Test de confrontation indirecte

Au centre d’une boite de Pétri contenant 15 ml de milieu PDA, nous avons déposé un
explant de FOC de 8 mm de diamétre provenant d’une culture &gée de 6 jours. Nous avons
déposé au centre d’une autre boite un disque en papier wattman (6 mm de diamétre). A 1’aide
d’une micropipette, nous avons déposé sur le papier une goutte de 10 pl de la suspension de
bactérienne (108 CFU/mI) a tester. Dans le cas du témoin, nous avons déposé sur le disque en
papier 10 pl de bouillon nutritif. Les couvercles des deux boites sont retirés. Nous avons alors
placé en vis-a-vis les 2 fonds de boites de Pétri (diamétre 90 mm). Nous avons ensuite scellé
les boites avec 2couches de para-film afin de limiter les pertes en gaz (Figure 10). On expose
ainsi la souche de FOC a I’influence des substances émises par la bactérie pendant une
période de 6 jours a I’obscurité et a 26°C, 1’explant de FOC se trouvant a environ 20 mm au-

dessus de la culture bactérienne a tester.
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Pathogéne
Parafilm —
l l
Antagoniste

Figure 10 : Dispositif utilisé pour le testde confrontation indirecte(Mahiout, 2007).

111.2.2.2.1. Mesure de la croissance mycélienne du FOC

On mesure alors le diametre des colonies de FOC, la croissance est calculée en mm et, par
rapport a la croissance des témoins, on obtient pour chaque combinaison, un pourcentage
d’inhibition ou de stimulation de la croissance de la souche du pathogéne. Pour chaque souche

bactérienne confrontée au parasite, nous avons réalisé 3 répétitions.

111.2.2.2.2. Evaluation de la sporulation
La sporulation du pathogéne est évaluée aprés 10 jours d'incubation. La technique consiste
a verser sur la colonie 10 ml de I'eau distillée stérile. La colonie est raclée superficiellement
grace a une lame de bistouri. Le contenu de la boite de Pétri est ensuite filtré a travers une
mousseline. On compte sous microscope, a 1’aide de la cellule de Malassez, le nombre de

contenu dans 1 ml d’eau. Pour chaque répétition, le comptage est répété 3 fois.
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1V. Résultats

1V.1. Etude in vitro de activité des Pseudomonas

a) Evaluation de la croissance mycélienne

Figure 11: Effet des souches de P.fluorescens sur la croissance

mycélienne de FOC, aprées 6 jours d’incubation. Du haut, de gauche
a droite (B1, B2, B3, B4, B5, Témoin) (Originale, 2022).

La Figure 12 montre les valeurs du taux d’inhibition de la croissance mycélienne de FOC

obtenu pour chaque bactérie apres 6 jours d’incubation.

La bactérie B1 et B5 présentent des taux d’inhibition de la croissance mycélienne les plus
élevées, avec respectivement des valeurs des moyennes de 82.60% et 81.44%, par ailleurs la
bactérie B2 montre le plus faible taux d’inhibition (37.97%). L’analyse de variance montre

desrésultats hautement significatifs (Annexe 1).
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Figure 12 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de FOC aprés 6
jours de confrontation directe (Originale, 2022).
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b) Evaluation de la sporulation

La figure 13 montre les résultats d’inhibition de la sporulation de F.O.C sur le milieu PDA,

apres 10 jours.
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Figure 13 : Taux d’inhibition de sporulation apres 10 jours de
confrontationdirecte (Originale, 2022).

La bactérie B1 montre un résultat de sporulation le plus élevée, avec une valeur de moyenne
de 1.24x10%spores/ml soit un taux d’inhibition de la sporulation de 63.26%), les bactéries B2,
B4, B5 montrent respectivement des valeurs de 0.7x10%pores/ml, 0.83x108spores/ml
(42.34%), 0.77x10%spores/ml (39.28%).

Par ailleurs, la bactérie B3 révélele plus faible taux d inhibition de la sporulation, soit un taux
de 22.44% avec une sporulation de 0.44x10%pores/ml. L’analyse de variance montre des

résultats hautement significatifs (Annexe 2).

1V.1.1.2. Technique de Confrontation indirecte
a) Evaluation de la croissance mycélienne

La Figure 14 montre I’effet des substances volatiles sur la croissance myceélienne du

pathogéne F.O.C, aprés 6 jours de confrontation.
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Figure 14 : Effet des substances volatiles des souches de P.fluorescens sur la

croissance mycélienne de F.O.C, aprés 6 jours d’incubation. Du haut, de gauche a
droite (B1, B2, B3, B4, B5, Témoin) (Originale, 2022).

Le calcul des taux d’inhibition de la croissance mycélienne (Figure 15) indique que toutes les
bactéries présentent des valeurs supérieures a 80 %. Le classement des bactéries selon
I’importance du taux d’inhibition, par ordre décroissant, est le suivant : B2 (17.86%),
B3(17.21%), B4(15.59%), B1(13.80%), B5(11.86%). L’analyse de variance montre des

résultats non significatifs (Annexe 3).
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Figure 15 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de FOC,aprés
6 jours de la confrontation indirecte (Originale, 2022).
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b) Evaluation de la sporulation

Les mesures effectuées sur la sporulation des colonies du parasite confrontées aux
différentes souches de P. fluorescens indiquent une importante sporulation de celles-ci par

rapport aux colonies non confrontées (témoins).

La bactérie B5 a induit chez le pathogéne la plus forte sporulation, avec une valeur de
moyenne de 23.65x10%spores/ml soit un taux de stimulation de la sporulation de 49.38%, puis
la bactérie B3 avec une valeur de 20.7x10°%pores/ml (42.17%), B2 avec 15.8x10%spores/ml
(24.24%), B4 avec 13.15x10%spores/ml (8.97%) et B1 avec 12.9x10%spores/ml (7.20%)
(Figure 16).

L’analyse statistique Annova montre des résultats hautement significatifs (Annexe 4).
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Figure 16 : Taux de stimulation de la sporulation apres 10 jours de la
confrontation indirecte (Originale, 2022)
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Discussion

Abed. H et al. (2017) en étudiant ’action des rhizobactéries antagonistes (Pseudomonas
et Bacillus) dans la lutte biologique contre la fusariose du pois chiche induite par FOC ont
montré que I’inhibition de la croissance mycélienne de FOC en confrontation directe est le
résultat de I’action combiné des composés volatiles et des produis diffusibles dans le milieu.
En revanche, ’action des substances volatiles produites par les souches Bacillus est plus
prononcée que celle obtenue avec les souches Pseudomonas de maniére générale. La
sensibilité des isolats du FOC aux substances volatiles produites est plus prononcée par

rapport aux produits diffusibles dans le milieu de culture.

Les tests d’antagonismes in vitro révelent qu’il y a une influence sur la croissance mycélienne
et sur la sporulation de FOC Cependant, nos résultats montrent un effet antagoniste
significatif sur la croissance mycélienne en confrontation directe, mais cet effet est non
significatif en confrontation indirecte). En revanche I’inhibition de la sporulation n’a été
possible que dans le cas du test de confrontation directe, dans le test de confrontation indirecte
(substances volatiles) nous avons noté une stimulation de la sporulation du pathogene ; en
effet, dans les boites du témoin non confronté aux bactéries, le nombre de conidies a été plus
élevé par rapport aux boites contenant les explants du parasite confronté aux différentes
souches de Pseudomonas fluorescens. Nous pensons qu’il existerait chez cette espéce des

substances volatiles qui agiraient sur la stimulation de la sporulation du parasite.

Nous pensons aussi les substances volatiles des bactéries testées ont induit un stress qui a
provoqué une stimulation de la sporulation du parasite. Comme pour les plantes ou le
stress abiotiqueou biotique provoque la montaison en graines. Pour s’assurer de véracité de
nos résultats I’expérimentation mériterait d’étre répétée au moins 3 fois. Travail impossible a
réaliser dans le cadre d’un mémoire de master, a cause du manque de temps. Selon Maslouhy
(1989), I’action inhibitrice de la sporulation est due a une lyse du mycélium et des spores des
parasites. Selon lui, il s’agit d’un phénomene d’antibiose lié a la production par les
antagonistes des substances inhibitrices qui agissent sur la croissance, la sporulation et la

germination du parasite.

Pseudomonas fluorescents possedent une multitude de mécanismes d’actions qui peuvent
étre attribués a la syntheése d’antibiotique et d’autres types de métabolites a effet d’antibiose
exerces directement ou indirectement. Misaghi et al. (1982) étudiant 1’action antagoniste de
Pseudomonas fluorescents sur Pythium aphanidermatum ont montré une corrélation entre la

quantité de pigment fluorescents et le pouvoir antagoniste de ce genre de bactérie, plus la
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quantité de ces pigments est importante plus I’antagonisme est accentue.

Zaim (2016) En étudiant I’effet antagoniste des microorganismes de la rhizosphére de la
culture du pois chiche a 1’égard de FOC montre que ’activité inhibitrice de la croissance
myceélienne de deux isolats pathogenes (FOC 1, FOC 2) est de 25,63% a 71,11% par
confrontation directe et de 14,11% a 45,74% a distance. Ces espéces ont significativement
réduit I’incidence du flétrissement vasculaire aprés une bactérisation des semences de cultivar
sensible ILC 482 de 60 a 99% en pots et de 57,2 a 98% en plein champ. Cette étude a permis
de révéler que les espéces rhizosphériques de pois chiche appartenant au genre Bacillus

peuvent étre utilisées comme agents de lutte biologique.

Benaissa(2019)en étudiant la faculté suppressive d’un sol au Fusarium oxysporum
f.sp.lycopersici race 1’agent causal de Fusarium wilt sur tomate a montré que les bactéries
testées par la technique de confrontation directe possédaient une activité antagoniste vis-a-vis
du F.oxysporum f.sp.lycopersici, selon la méthode de confortation directe. Les résultats
obtenus montrent un pourcentage d’inhibition important qui varie de 28.25% a 67.25% selon
I’antagoniste. Ces résultats semblent confirmer ceux que nous avons obtenu par les bactéries

(01, 02, 03, 04, 05) en confrontation directe apres six jours d’incubation.
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Conclusion

Les travaux présentés dans ce mémoire visaient I'élaboration d'une stratégie de lutte
envers Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, par une approche exploitant I'effet bénefique de

rhizobactéries.

L’action antagoniste exercée par les Pseudomonas fluorescens isolés de sols de la région

deMostaganem s’est révélée plus ou moins intéressante.

L’effet sur la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, de nature
antibiotique, a été important chez toutes les bactéries au niveau du test de confrontation
directe. En revanche, cet effet n’était pas significatif dans le cas de la confrontation indirecte.

L’effet sur la sporulation du pathogéne lors de la confrontation indirecte a donné un
résultat contraires a ce qui était attendu puisque au lieu d’inhiber la sporulation de FOC, les

souches de Pseudomonas la stimulaient.

Dans ce contexte, la lutte biologique contre le flétrissement vasculaire du pois chiche a
I’aide de rhizobactéries antagonistes nous semble étre une alternative prometteuse a 1’emploi
de fongicides dont d’ailleurs I’efficacité reste & démontrer. Notre travail apporte des données

encourageantes sur I’emploi des bactéries antagonistes comme bio-fongicides.

Il est intéressant de poursuivre ces recherches pour isoler d’autres antagonistes potentiels a
partir de la rhizosphére au niveau de différentes régions du pays. Les bactéries intéressantes

doivent étre identifiées.

Des essais seront conduits in situ pour confirmer I'effet des bactéries antagonistes afin de

sélectionner les plus performantes.

La lutte biologique ne sera couronnée de succes que si l'utilisation des microorganismes
antagonistes est intégree dans un concept global de production avec une approche englobant
le concept d'agriculture durable. Les travaux présentés dans ce théme visait I'élaboration d'une
stratégie de lutte envers Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, par une approche exploitant I'effet

bénéfique de rhizobactéries.




Annexe

Annexe 1

Tableau d’analyse de variance pour le taux de croissance mycélienne (confrontation
directe).

Facteur 1 : Souches de Pseudomonas fluorescens.

SCE | DDL CM. | TESTF | PROBA | E.T. C.V.
VAR.TOTALE 4015.025 14 286.788
VAR.FACTEUR 1 3907.05 4 976.762 | 90.462 0
VAR RESIDUELLE | 107.975 10 10.798 3.286 || 4.79%
1

Test de comparaison des moyennes (Nemann et Keuls, au seuil 5%0).

— F1L_ | LIBELLES | MOYENNES GROUPES

HOMOGENES

B1 Finl 79.16 A

B5 78.233 A

B3 75.457 A

B4 73.61 A

B2 36.57 B

( 2 )




Annexe 2 :

Tableau d’analyse de variance sporulation du pathogene (confrontation directe).

Facteur 1 : Souches de Pseudomonas fluorescens.

Annexe

S.CE DDL C.M. TESTF | PROBA | ET. | CV. |
VAR.TOTALE 3322.157 14 237.297
VARFACTEUR1 | 2479.43 4 619.858 7.355 0.00521
VAR.RESIDUELLE | 842.727 10 84.273 9.18 | 22.98%
1

Test de comparaison des moyennes (Nemann et Keuls, au seuil 5%0)

F1 | LIBELLES| MOYENNES GROUPES
HOMOGENES

B1 Finl 61.933 A

B4 41.833 B

B5 385 B

B2 35.333 B

B3 22.167 B

[ o)




Annexe

Annexe 3 :

Tableau d’analyse de variance pour le taux de croissance mycélienne (confrontation

indirecte).

Facteur 1 : Souches de Pseudomonas fluorescens.

SCE |DDL |JCM. ]]TESTF |PROBA JET. JCV. |
VAR.TOTALE 128.232 | 14 9.159
VARFACTEUR1 |74522 |4 1863 | |3.469 | 0.05033
VARRESIDUELLE [ 5371 |10 5.371 2318 | 2.75%

1

Test de comparaison des moyennes (Nemann et Keuls, au seuil 5%).

TEST DE NEWMAN KEULS NON SIGNIFICATIF.




Annexe

Annexe 4 :

Tableau d’analyse de variance pour la sporulation du pathogene (confrontation
indirecte).

Facteur 1 : Souches de Pseudomonas fluorescens.

SCE | DDL CM. | TESTF | PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 12625.09 14 901.792
VAR.FACTEUR1 | 10657.25 4 2664.313 | 13539 | 0.00058
VAR.RESIDUELLE | 1967.832 10 196.783 14.028 || 38.19%
1

Test de comparaison des moyennes (Nemann et Keuls, au seuil 5%).

F1 LIBELLES | MOYENNES GROUPES
HOMOGENES

B3 72.553 A

B5 62.277 A

B2 31.773 B

B4 9.58 B

B1 Finl 7.493 B

[ =)
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