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RESUME

Résumé

La verticilliose, causée par Verticillium dahliae Kleb., est ’'une des maladies vasculaires qui

occasionne le plus de dégats sur I’oléiculture mondiale.

L’inefficacité de la lutte chimique contre le champignon responsable de la maladie a suscité

I’intérét pour d’autres méthodes alternatives de lutte (Blok et al., 2000).

Parmi celles-ci, les bactéries dites (PGPR) représentent une voie tres prometteuse, plus
particulierement les bactéries du genre Pseudomonas, capables de stimuler la croissance des

plantes et de s’opposer a I’activité d’agents pathogenes.

Nous avons isolé 18 souches de Pseudomonas fluorescentes de différents sols rhizosphériques
a partir de trois régions du nord algérien : M’chedallah (W.Bouira), Tazmalet (W. Bejaia) et
Oued rhiou (W. Relizane).

Une étude in vitro est réalisée, en vue d’évaluer le pouvoir antagoniste des souches

bactériennes sélectionnées sur Verticillium dahliae.

Les souches de Pseudomonas spp. sélectionnées, plus particulierement les souches H1, H4,
M1, M5 ont montré un effet antagoniste considérable sur la croissance myceélienne des

colonies de trois isolats du pathogéne.

L’une des bactéries, en 1’occurrence (H1), est de nouveau sélectionnée en vue de vérifier ses
performances antagonistes a empécher I’installation de la maladie via un test in vivo sur des

plants de tomate.

Les plantes de tomate bactérisées puis inoculées avec 1’un ou I’autre des isolats de V. dahliae
se sont montré plus résistantes a la maladie ; un retard a été constaté dans 1’apparition des
symptdmes. La progression de ces derniers a été plus lente, et moins intense chez les plantes

bactérisées avec H1 par rapport aux plantes inoculées seulement avec le pathogene.

Mots clés: Oliver, Verticillium dahliae, Pseudomonas fluorescents, antagonisme, Lutte

biologique.
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Introduction générale

Le sol n’est pas simplement le support dans lequel les plantes s’enracinent et puisent les
éléments nutritifs indispensables a leur développement. C’est aussi un fantastique réservoir de
microorganismes. Il a été estimé qu’un gramme de sol contenait de 10'° a 10! bactéries
(Horner-Devine et al., 2003), de 6000 a 50000 especes bactériennes (Curtis et al., 2002) et
jusqu’a 200 metres d’hyphes fongiques (Leake et al., 2004). De plus, les microorganismes
jouent un role clé et influencent un grand nombre des processus des différents écosystémes
incluant ’acquisition des ¢éléments nutritifs pour les plantes (Smith et Read, 2008 ; Sprent,
2001), les cycles géochimiques comme celui de I’azote (Kowalchuk et Stephen, 2001) ou du
carbone (Hogberget al., 2001) et la structure du sol (Rillig et Mummey, 2006). Cependant,
alors qu’il est largement reconnu que les microorganismes jouent un role indispensable dans
les cycles géochimiques, leur impact sur la croissance et la santé des plantes est encore mal

compris.

Depuis plus d’un siécle, la compréhension des interactions plantes-microorganismes dans la

rhizosphére a suscité 1’intérét de nombreux chercheurs.

La rhizosphere est le siége de nombreuses interactions entre les plantes et les divers
microorganismes associés. En effet, la plante, via les exsudats racinaires, met a disposition de
la microflore des substrats, sucres et acides aminés, qui favorisent le développement des
microorganismes, qu’ils soient pathogenes ou bénéfiques. Les interactions complexes entre

ces populations microbiennes et le sol déterminent la santé de ce dernier.

La densité des populations de la microflore associée aux racines est significativement plus
élevée dans la rhizosphere que dans le sol nu (Curl et Truelove, 1986 ; Lemanceau et Heulin,
1998 ; Morgan et al., 2005 ; van Loon, 2007). Ces modifications quantitatives de la
microflore, ou ‘effet rhizosphére’, s’accompagnent également de modifications qualitatives.
En effet, la diversité et la structure des communautés microbiennes dans la rhizosphére
(Cardon et Gage, 2006 ; Garbevaet al., 2008 ; Kowalchuket al., 2010 ; Latouret al., 2009 ;
Lemanceauet al., 1995) et leur activité métabolique (Bending, 2003 ; Nannipieriet al., 2008 ;
Pintonet al., 2001) difféerent de celles du sol nu. Les populations aptes a percevoir les
variations de 1’environnement rhizosphérique et a adapter leur physiologie, tirent profit de la

perturbation et sont favorisées. Les composes organiques exsudés par les plantes dans la

p. 1
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rhizosphere activent différents groupes de microorganismes et augmentent leur prolifération
(Bais et al., 2006).

La microflore rhizosphérique est naturellement constituée d’un assemblage complexe de
microorganismes procaryotes et eucaryotes (Cardon et Gage, 2006 ;Kent et Triplett, 2002).
Parmi ces microorganismes, certains sont présents dans la rhizosphéresans que leur influence
sur le développement des végétaux ne soit connue (microorganismes commensaux), certains
sont favorables aux plantes (mutualistes) alors que d’autres ont des effets déléteres sur les
plantes (parasites et phytopathogénes). La croissance, la santé des plantes et leur diversité sont
donc influencées par la diversité des populations microbiennes presentes dans la rhizosphére
(Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; Lemanceau, 1992 ; van der Heijden et al., 2008 ; Weller et
al., 2002 ; Whipps, 2001). Les

Parmi les microorganismes bénéfiques, on trouve les champignons mycorhiziens, qui
entretiennent des relations trés intimes avec la plante. Ils apportent a la plante des €léments
nutritifs, essentiellement le phosphore, utiles a sa croissance, et d’autre part ils renforcent ses
défenses naturelles vis-a-vis de stress d’origine biotique ou abiotique. D’autres
microorganismes, en particulier les bactéries du genre Bacillus ou Pseudomonas qualifiées de
PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et schroth, 1978), sont également
capables de stimuler la croissance des plantes et de s’opposer a 1’activité d’agents pathogénes.
De nombreuses bactéries sont capables d’améliorer la santé des plantes en limitant la
croissance saprophyte des microorganismes phytopathogeénes. Certaines sont utilisées en
agriculture comme agents de lutte biologique (Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; Whipps,
2001).

Les microorganismes pathogénes sont connus pour pouvoir induire chez les plantes des
mécanismes de défense, par I'intermédiaire de la résistance systémique acquise (SAR pour
systemic acquired resistance) qui protége les plantes contre les attaques ultérieures d’autres
pathogeénes. Certaines bactéries sont capables d’avoir un effet protecteur en induisant elles
aussi, des mecanismes de défense des plantes via la résistance systémique induite (ISR pour
induced systemic résistance ; van Loon, 2007) permettant aux plantes de mieux se protéger
contre 1’attaque éventuelle de pathogenes. D’autres bactéries peuvent contrdler la croissance
des pathogénes par la compétition pour les éléments nutritifs, comme par exemple, la

compétition pour le carbone (Lemanceau et al., 1988) et la compétition pour le fer dont la

p.2
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biodisponibilité dans le sol est tres faible (Lemanceau et al., 2009). L’antagonisme microbien,
lié a la production de métabolites ayant des propriétés antibiotiques, est également un
mécanisme par lequel les bactéries rhizosphériques protegent les plantes contre les

microorganismes phytopathogénes (Mazurieret al., 2009 ; van Loon, 2007)

La lutte contre les agents pathogénes d’origine tellurique a toujours été difficile, elle a
pendant longtemps fait appel a des produits biocides de désinfection des sols tels que la
chloropicrine et le bromure de méthyle qui étaient extrémement dangereux pour I’homme et
qui détruisaient indistinctement tous les organismes qu’ils soient nuisibles ou utiles aux
cultures. Fort heureusement ces produits ont été interdits, mais cela ne régle pas le probléme

de la lutte contre les maladies d’origine tellurique.

Aujourd’hui, de nouvelles perspectives s’ouvrent en phytopathologie dans le domaine de la
lutte microbiologique contre les maladies vasculaires, une lutte qui représente une alternative

tres prometteuse pour assurer une protection phytosanitaire performante et durable.

Notre travail consiste a rechercher des bactéries Pseudomonas spp. au niveau de la

rhizosphére de ’olivier et a tester leur action antagoniste sur Verticillium dahliae.

p.3
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I. L°olivier
L’olivier (Olea europaea L.) appartient a la famille des oléacées. 1l en existe deux sous especes :

O.europaea var. europaea (olivier commun),

O.subsp. europaea var. sylvestris (Mill.) Lehr (oléastre, ou olivier sauvage).

I.1. Classification et caractéres botaniques

L’olivier est classé par (Maillard, 1975) comme suit :

- Embranchement : Phanérogames

- Sous Embranchement : Angiospermes
-Classe : Dicotylédones

- Famille : Oléacées

- Genre : Olea

- Espece : Olea europea L.

Il s’agit d’une espece pérenne, a feuilles persistantes, caractérisée par une longue longévité
(jusqu’a 2000 ans ; Lewington et Parker, 1999) et a pollinisation anémophile. La forme des
feuilles est souvent elliptique. Les fleurs sont petites, regroupées en inflorescences et sont
hermaphrodites. Comme c’est le cas de nombreux arbres forestiers, 1’olivier est une espece

allogame.

L’olivier méditerranéen est diploide (2n=2x=46 ; Falistocco et Tosti, 1996;Minelli et al. 2000;
Besnard et al., 2003), mais des mutants triploides et tétraploides ont été observés chez deux
variétés (Rugini et al., 1996). La taille du génome est estimée a 1,8 Gpb/1C (Loureiro et al.
2007) correspondant a une quantit¢ d’ADN nucléaire entre 1,5 et 2,3 pg/1C noyau selon les

variétés (Rugini et al. 1996;Bitonti et al., 1999; Loureiro et al.,2007).

1.2. Origine et historique de la culture

De tout temps, l’olivier et 1’oléastre ont coexisté et c’est encore vrai aujourd’hui.
L’observation des marqueurs génétiques nous ont appris beaucoup de choses : 1’olivier est
issu de la domestication de 1’oléastre. Selon Shall (2012), I’expansion de I’aire de culture de
I’olivier s’est faite d’une part a I’est du Bassin méditerranéen, dans une vaste région qui

englobe les pays actuels que sont le Liban, la Syrie et Israél, et d’autre part a 1’ouest, en

p.3
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Espagne. On peut envisager une domestication secondaire dans toute 1’Afrique du Nord, en
Espagne et en corse.

L’oléastre, serait originaire d’ Asie mineure. Il semble avoir transité de la Syrie vers I’ Anatolie
pour s’implanter en Gréce. Mais on le trouve aussi en abondance en Basse Egypte, en Nubie,
en Ethiopie et dans les monts de 1’ Atlas.

L’olivier fut apporté par les Phéniciens en Espagne du temps de leur domination maritime sur
la Mediterranée, vers 1050 av. J.C.

Aprés de nombreuses migrations, 1’olivier est présent aujourd’hui en Australie, en Afrique du

Sud, en Chine et au Japon.

1.3. Ecologie et répartition géographique
L’olivier est une espéce thermophile trés adaptée au climat méditerranéen. Olea aurait persisté
dans des zones refuges thermophiles situées dans les régions sud du nord du bassin

méditerranéen, au sud du Levant et le nord de I’ Afrique (Carrion et al.,2010).

Olea europaea L. var. sylvestris (I’oléastre, 1’olivier sauvage) est une caractéristique
importante de l'actuelle végétation mediterranéenne. L'espece est considérée comme un
bioindicateur thermosensible pour la définition du niveau de thermo-méditerranéen
bioclimatique et sa répartition naturelle a été confiné aux zones cotieres du bassin
méditerranéen. Au nord, il est limité par le froid et le gel alors qu’au sud, la culture est limitée
par les conditions arides et sahariennes (Amouretti et Comet, 1998). Malgré cela, sa culture a
dépassé le bassin méditerranéen et a été exportée dans plusieurs pays du monde tels I’ Afrique
du Sud et I’Argentine, 1’ Australie, les Etats unis, (Rugini et Fedeli, 1990). L’émergence de
I’olivier est due principalement a sa plasticité écologique et la valeur nutritionnelle de son
fruit dont on obtient principalement de I’huile aprés extraction dans des moulins ou des olives

de tables qui nécessitent des procédés complexes de désamérisation.

1.4. Exigences agro-écologiques

Compte tenu des conditions définies sur la base d’une trame agronomique, l'olivier résiste
jusqu'a -8 a -10°C, mais les dégats peuvent étre trés importants pour des basses températures
(0 a -1°C) pendant la floraison. A des temperatures elevées (35-38°C), la croissance
végétative s'arréte et a 40°C et plus, I'appareil foliacé peut étre brdlé et les fruits peuvent
chuter, surtout si I'irrigation est insuffisante (Walid et al.,2003). La production de I’olivier est

normale avec 600 mm de pluie bien répartis dans I’année. Entre 450 et 600 mm, la production

p.4




Chapitre | PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

est possible pour un sol profond et argilo-limoneux (les capacités de rétention en eau du sol
sont suffisantes). Avec une pluviométrie inférieure & 200 mm, [l'oléiculture est
économiquement non rentable. Les facteurs défavorables de la production des oliviers sont :

les vents chauds au cours de la floraison, et les gelées au printemps (Walid et al.,2003).

1.5. Importance socio-économique

Durant les 30 derniéres années, la culture de 1’olivier dans le monde est passée de 5,2 & 9,5
millions d'hectares (FAO Stat, 2011). Cette émergence est due principalement a la valeur
nutritionnelle reconnue de son huile et a sa plasticité écologique. Avec une superficie actuelle
d’environ 9.5 millions d’hectares, soit 865 millions d’arbres, 1’olivier occupe le 24¢me rang
des 35 especes les plus cultivées (Ellstrand, 2003). Entre 1990/91 et 2010/11, la production en
olives de table est passée de 0.95 a 2.56 millions de tonnes, et pour I’huile d’olive, elle est
passée de 1,5 a plus 3 millions de tonnes dont 90% de la production est localisée au niveau
méditerranéen assurant, par conséquent, 3 % de la production totale d’huile végétale
comestible. Selon le Conseil Oléicole International (COIl), les principaux pays producteurs
sont : I’Espagne, I'ltalie, la Gréce et la Turquie avec plus de 80% de la production moyenne,
80% de la production en huile est consommeée dans le bassin méditerranéen, soit 2,4 millions
tonnes en 2010/11 (COI, 2011).

Cependant, la demande ne cesse d’augmenter et de se diffuser au-dela de 1’aire d’origine de
I’olivier. A titre d’exemple, la consommation de 1’huile d’olive au Etats-Unis est passée de
88,000 en 1990 a 277,000 tonnes en 2011, au Japon de 4000 a 35,000 tonnes et en Australie
de 13,500 & 44,000 tonnes (COI, 2011).

1.6. L’oléiculture algérienne

La filiere oléicole algérienne est I’une des moins compétitives en Méditerranée, méme si le
pays est classé 7°™ producteur mondial par le Conseil Oléicole international(10C),
I’oléiculture reste encore rudimentaire, bénéficiant de peu d’initiatives de modernisation.
L’irrigation, la mécanisation et la fertilisation y sont faiblement répandues.

L’oléiculture couvre 12,61% de la superficie arboricole nationale (1,74 % du SAU), on
dénombre 129 089 exploitations (Recensement général de I’agriculture, ministére de

I'agriculture et du développement rural- juin 2003)
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Le nombre des exploitations oléicoles Irrigué a éte estimé en 2003 a 13256 exploitation,

couvrant 3,2% la de surface oléicole globale.

On peut distinguer 2 types de systeme de production : moderne et traditionnel, avec une forte
préedominance de ce dernier (Hadjou et al., 2013).

a- Oleéiculture moderne : elle englobe 10% du verger Algérien, s’étend principalement le
long des anciens domaines coloniaux (38% des olivettes de M’chedallah, Mitidja, et
Chélif, 60 a 70% des olivettes de constantinois, Guelma, et Annaba, 90% a Mostaganem,
80% a (Mascara-Sig-Relizane) et 98% a Sidi Bel-Abbeés.

Cette oléiculture s’est surtout spécialisée dans la production et le conditionnement de 1’olive

de table, elle est implantée essentiellement a 1’ouest. Les variétés dominantes dans ce type

d’exploitations sont la Sigoise et la Gordal.

b- Oleéiculture traditionnelle : elle constitue environ 80% du verger national, s’étend
principalement sur les régions montagneuses du centre et I’est de 1’ Algérie.

La majeure partie des exploitations (70%) du secteur traditionnel sont petites (inférieur a 5
hectares) et de type familial. L’irrigation et la fertilisation (chimique) sont quasi absentes. La
structure variétale montre la prédominance des trois variétés suivantes Achemlal, Azaradj et

Avarkane.
1.7. Variéteés cultivés en Algérie

La description des variétés d’olives cultivés en Algérie ayant déja fait I’objet de nombreuses
études durant la période coloniale (Larsen, 1949), nous ne ferons que rappeler les noms de
variétés de base des principales régions oléicoles.

a- Variétés de Kabylie

Chemlal de Kabylie : c’est I’une des plus estimées pour la fabrication de 1’huile. Le fruit est

moyen (2,5 grammes).

Azarad] : olive a deux fins, pése environ 5 g. Elle est tres estimée pour la conserve en vert,

mais moins recommandable pour I’huilerie.

Avarkane : olive de conserve qui s’emploie a pleine maturité dans la région de Seddouk

(Bejaia), mais peut procurer des résultats satisfaisants en huilerie.

p. 6
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Limli : donne un fruit de 2 gramme, pour la fabrication de I’huile.

Ces diverses variétés ont une répartition géographique assez tranchée. Il a été constaté que
chacune de ces variétés citées a sa propre zone de prédilection ou elle donne un rendement
optimal (Larsen, 1949).

b- Variétés du constantinois

Rougette : variété a I’huile répandue et appréciée pour sa rusticité et sa précocité, déborde

jusqu’a la Mitidja, ou elle est la plus estimée.

Blanquette Tardive : moins attaquée que les autres par les oiseaux. Elle est destinée a la

production de I’huile.
c- Variétés d’Oranie

Sigoise : utilisée principalement pour la production d’olives de table en vert ou en noir et

¢galement appréciée pour la production d’huile.

Variété Sévillane ou Gordal : cette variété présente de trés gros fruits. Elle est utilisée

uniquement pour la production d’olives de table en vert.

1.8. Les principales Maladies de ’olivier

Malgré sa rusticité, et sa grande adaptation, 1’olivier est confronté a plusieurs contraintes
phytosanitaires. Les tableaux (1, 2, 3) rassemblent la liste les principales maladies affectant

I’olivier :

Tableau 1 : Maladies bactériennes de I’olivier

Maladie Agent pathogéne

Le complexe du desséchement rapide de | xylella fastidiosa (Wells et al., 1987)

I'olivier

la tuberculose de l'olivier Pseudomonas syringae ssp. Savastanoi
pv. oleae (Janse 1981)

Chancre bactérien Pseudomonas syringae (Van Hall, 1904)
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Xanthomonas campestris (Pammel, 1895)
Ralstoniasolana cearum (Yabuuchi et
al., 1996)

Tableau 2 : Maladies fongiques de 1’olivier (Symptoms and management of Olive

diseases and disorders, 2014)

Maladie Agent pathogene
(Eil de paon Spilocaea oleaginea (Hughes, 1953)
Verticilliose Verticillium dahliae (Kleb, 1973)
Pourridié Phytophtora spp. (Bary, 1876)
Anthracnose Colletotrichum acutatum
(Simmonds, 1968)
Rhizoctone Rhizoctonia spp.
Chancre de la tige Botryosphaeria sp.
Pourriture du fruit Botrysphaeria spp.
Coleophoma oleae

Tableau 3 : Maladies d’origine virale de I’olivier (Palestine Technical University

Research Journal, 2013)

Maladie

Agent pathogéne

Mosaique de I’arabis

ArMV, Arabis Mosaic Virus

Enroulement foliaire du cerisier

CLRV, cherry leaf roll virus

Jaunissement foliaire de 1’olivier

OLYaV, Olive Leaf Yellowing

associated Virus

Taches annulaires de 1’olivier

OLRSV, Olive Latent Ring Spot Virus
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1.9. Les maladies vasculaires de nature fongique

Les champignons pathogénes vasculaires sont répartis dans les quatre genres Verticillium,

Fusarium, Ceratocystis et Ophiostoma (Yadeta and Thomma, 2013)

Les genres Fusarium et Verticillium ont de tres larges spectres d'hotes et infectent des plantes
herbacées et ligneuses. La majorité des Fusarium responsables de flétrissements vasculaires
appartient a une seule espece, Fusarium oxysporum, qui provoque le flétrissement vasculaire
ou la pourriture racinaire chez plus de 100 hotes différents (Lievens et al., 2008). 1l est a noter
que tres souvent, une souche n'est capable d'infecter qu'un seul ou quelques hotes. Ainsi, sur
la base de la spécificité d'hote, elles sont classifiées en forma specialis (Armstrong et al.,
1975). A ce jour, plus de 120 formae speciales sont décrites (Michielse, 2009). Cette

spécialisation n'est pas observée chez les especes du genre Verticillium.
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I1. La verticilliose de ’olivier

La verticilliose est causée Verticillium dahliae Kleb, un champignon vasculaire d’origine
tellurique, capable d’infecter plus de 160 espéces de plantes (Schnathorst, 1981). Cette
maladie a été décrite pour la premiére fois en Italie (Ruggieri, 1946). Elle s’est ensuite

répandue dans tous les pays oléicoles du bassin méditerranéen (Montes et al., 1997).

L’agent pathogéne : Verticillium dahliae Kleb.

11.1. Classification

La classification établie par Agrios (1988) puis (Botton et al., 1990).
Division : Amastigomycota,

Groupe : Deutéromycetes,

Classe : Hyphomycetes,

Ordre : Hyphales ou Moniliales

Famille : Hypocreomycetidae,

Genre : Verticilum,

Espéce : dahliae.

11.2. Morphologie et caracteristiques

Il existe deux phénotypes connus de V. dahliae sur milieu de culture PDA : la forme noire et
la forme blanche. La forme noire est constituée de jeune mycélium blanc se transformant avec
le temps en mycélium compact et trées mélanisé composé de cellules gonflées aux parois
épaisses. Le mycélium a un aspect rugueux et vallonné et possede une certaine résistance au
froid hivernal. La forme blanche se présente comme un fin mycélium aérien, d’aspect

mousseux et complétement blanc.

La forme blanche présente une pathogénicité attéenuée par rapport a la forme noire (Pegg et
Brady, 2000).

Du point de vue morphologique, le champignon porte des conidiospores disposés en

verticilles autour de I’axe principal de I’hyphe. Une phialide se trouve a I’extrémité de
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chacune de ces branches et les conidies sont formées une par une a ’extrémité des phialides.
Par ailleurs V. dahliae produit sous certaines conditions des microsclérotes. Cette particularité
permet de le distinguer de V. albaltrum, un autre pathogene causant des symptémes similaires

sur les plantes (Pegg et Brady, 2002).

Les microsclérotes sont des structures de survie formées par 1’agglomération d’hyphes
contigus dont les parois sont €paisses et mélanisées, les agglomérats formés ont 1’aspect de
petites boules noires (entre 20 et 200 um de diametre) pouvant étre séparées des hyphes. Leur
germination peut étre induite artificiellement sur certains milieux sélectifs. Leur persistance

dans le sol varie de 4 a 15 ans (Hawke et Lazarovits, 1994 ; Pegg et Brady, 2002).
11.3. Hotes et cycle épidémique de la verticilliose

La verticilliose est une trachéomycose provoquée par les espéces du genre Verticillium

dont Verticillium dahliae et Verticilliumalbo-atrum affectant des plantes annuelles et vivaces,

des arbres fruitiers et ornementaux ainsi que des arbustes dans les régions tempérees,
subtropicales voire tropicales (Pegg and Brady, 2002 ; Fradin and Thomma, 2006 ;
Klosterman et al., 2009).

Parmi les plantes a intérét agronomique les plus touchées, on compte le coton (Gossypium
spp.), la tomate (Lycopersicone sculentum Mill.), la pomme de terre (Solanum tuberosum L.),
la luzerne (Medicago sativa L.), les Cucurbitaceae, le fraisier (Fragariagrandiflora Ehrh.), la
menthe (Mentha piperita L.), le tournesol (Helianthus annuus L.), l'aubergine (Solanum
melongena L.), le colza (Brassicanapus) et l'olivier (Olea europaea L.). Son large spectre
d'hoétes et la difficulté de contrbler la maladie par une lutte chimique ou des pratiques
culturales font de Verticillium 1’un des pathogeénes les plus dévastateurs dans le monde,
provoquant plusieurs milliards de pertes annuelles. De ce fait, la sélection de variétés
résistantes est le seul moyen efficace pour le contréle de la maladie (Fradin and Thomma,
2006).

Les différentes souches de V. dahliae ne sont pas toutes spécifiques a leurs hotes et la
susceptibilité des plantes aux différentes souches est variable (Mol et van Riessen, 1995). Par
exemple, certaines souches pathogenes qui attaquent la pomme de terre et la tomate ne sont
pas pathogenes pour la laitue mais peuvent I'étre pour la fraise (Maas, 1998). L'agressivité des
différentes souches pour un méme hote est variable (EI-Bebany et al., 2010).
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L'infection par V. dahliae peut avoir lieu méme lorsque le pathogéne est présent en tres faibles
quantités dans le sol. Des niveaux aussi bas qu’un microsclérote par gramme de sol suffit pour
causer des symptémes d'infection chez une plante (Pegg et Brady, 2002). Les microsclérotes
germent dans la rhizosphére en réponse a la présence d'exsudats racinaires de la plante héte
(Mol, 1995). Le tube germinatif peut alors s'infiltrer par une blessure mécanique ou causée
par un autre organisme (comme certains nématodes) ou encore profiter de I'élongation
cellulaire lors de la rhizogénése pour s'infiltrer dans la plante. En reéaction a la formation de
conidies et a leur transport dans le systeme vasculaire, la plante produit certains composés de
défense (ex. : callose), bloquant le transport de I'eau dans le xyléme. Ce blocage des vaisseaux
du xyléme par les composeés de défense de la plante et le matériel fongique est responsable du
flétrissement du plant (Hiemstra et Hariss, 1998). Le cycle épidémique généralisé de la

maladie est présenté a la figure 1.

La séveérité et la progression de I'infection sont dépendantes de plusieurs conditions. La
température, le type de sol, les taux d'irrigation, I'espéce et la densité des plants sont autant de
facteurs pouvant influencer la croissance et le développement du pathogéne (Berg et coll.,
2005; Pegg et Brady, 2002).

Les symptdmes se développent de facon acropéte (du bas vers le haut). En regle générale, le
premier symptdme observé est [I'épinastie, suivie d'une flaccidité, de chloroses, de
brunissements vasculaires et de nécroses a I'extrémité des folioles (Agrios, 2004). La mort de
la plante peut se produire en quelques jours voire en quelques semaines ou, dans le cas des
plantes vivaces, en quelques mois voire en plusieurs années (Fradin and Thomma, 2006 ;
Nifo-Liu et al., 2006 ; Juzwik et al., 2008).

Deux types de symptomatologie majeurs sont observés : le flétrissement partiel ou complet
des parties aériennes, ou un rabougrissement de la plante. Il est naturel de faire un lien direct
entre la colonisation du xyleme et les symptomes de flétrissement. En effet, la colonisation
des vaisseaux entraine une perturbation de la circulation d'eau a cause de la biomasse du
pathogene et des polysaccharides qu'il peut secréter. Mais les mécanismes de défenses de la
plante peuvent aussi contribuer a diminuer la circulation au niveau du xyléeme. En effet, pour
se défendre, I'h6te va induire la production de tyloses et la sécrétion de gomme et de gel qui
favorisent la formation d'embolies (Fradin and Thomma, 2006).

Le deuxiéme type de symptdmes, le rabougrissement de la plante, est observé notamment

chez les plantes de la famille des Brassicaceae suite a lI'infection par Verticillium longisporum
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(Kamble et al.,, 2013). En effet, il a été montré que le colza (Brassicanapus) et
Arabidopsisthaliana arrivent a maintenir leurs statuts hydriques en développant de nouveaux
vaisseaux du xyleme, au niveau racinaire et foliaire ainsi qu'au niveau de I'hypocotyle. Ce
phénomene appelé la transdifférenciation (Reusche et al., 2012 ; Reusche et al., 2013)
permettrait de compenser la perte fonctionnelle des vaisseaux colonisés. Il est intéressant de
noter qu'une plante infectée par V. longisporum résiste mieux au stress hydrique qu’une plante

non infectée (Reusche et al., 2012).
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Figure 1 : Cycle infectieux de Verticillium dahliae sur olivier (originale, 2016).

11.4. Mécanismes de transmission et dispersion

Les pathogenes du sol ne se disséminent pas facilement sur de longues distances.
L'introduction dans un champ dépend donc beaucoup des pratiques culturales. En effet, le
transport de terre, de plantes avec un sol d'accompagnement (bulbes et tubercules), de graines,
de débris végétaux, de greffons, de plantes de pépiniéres ou de toute autre matériel végétal
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contaminé est le mode de dissémination le plus courant vers de nouvelles zones de cultures.

La dissémination peut aussi se faire par le vent et I'eau d'irrigation (Pegg and Brady, 2002).

Les outils contaminés jouent aussi un réle important dans la contamination de plantes saines
comme dans le cas de la luzerne qui est fauchée plusieurs fois lors d'un cycle de culture
(Acharya et Huang, 2003).

11.5. Importance économique et écologique

De toutes les espéces du genre Verticillium, V. dahliae est la plus néfaste a cause de son large
spectre d'hotes et de la persistance de ces microsclerotia, la verticilliose compte parmi les
maladies les plus destructrices en ce qui concerne les cultures de tomate et la deuxieme en ce
qui concerne la pomme de terre. Les cultures les plus touchées en termes de pertes annuelles
sont de loin la tomate et la pomme de terre avec une perte annuelle mondiale estimée a plus
de 700 millions d’euros, ’oléiculture se situe en 6°™ position en termes de pertes annuelles

avec une perte économique estimée a 210 ,46 millions de dollars. (FAO ,2013)

11.6. Types de symptomes sur I’olivier

La maladie produit deux types de symptdémes : un dépérissement lent et un dépérissement
aigu ou apoplexie (Jiménez-Diaz et al. 1998), ou encre des cas asymptomatiques (Zachos,
1963 ; Blanco-Lopez et al.,1984).

Dépérissement aigu : Ce type de dépérissement se caractérise par le flétrissement des
charpentieres et des branches secondaires, suivi par un jaunissement des feuilles. Ces
derniéres deviennent chlorotiques, prennent progressivement une couleur brune-claire
(desséchement) pour subir ensuite un enroulement progressif vers ’intérieur. Les feuilles
restent cependant attachées aux branches, Enfin un dépérissement rapide des branches et des
rameaux est constaté sur les arbres infectés.

Ce type de symptémes survient principalement & la fin de I’hiver au début de printemps sous

climat méditerranéen typique.

Dépérissement lent : la couleur des feuilles se ternit et les bourgeons terminaux se nécrosent,
mais les branches ne dessechent pas completement. Seules les grappes florales sont affectées

et se dessechent.
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Ces symptdmes apparaissent habituellement du début de printemps a la fin de 1’été. La
défoliation affecte quelque pousses, des feuilles encore vertes dans ce cas peuvent couronner
les extrémités des pousses tandis que le reste de la branche est dénude.

De méme, les branches et méme le tronc de I’arbre peuvent montrer un teint violacé, ou des
Iésions longues un peu enfoncées correspondant a la distribution longitudinale des vaisseaux
de xyléme infectés. Il faut noter qu’un nombre de symptémes appartenant aux 2 formes
peuvent se monter d’une fagon simultanée sur le méme arbre. Cela dépend des conditions

favorables a la croissance de champignon.

Cas asymptomatiques : certains arbres peuvent étre contaminés sans exprimer les
symptdmes habituels. Ils manquent de vigueur et ne fleurissent pas sans pour autant montrer

les dépérissements classiques.

11.7. Moyens de lutte contre la veticilliose

La verticilliose est une maladie trés difficile a controler ; plusieurs facteurs contribuent a ce
fait, sa capacité a produire et disséminer les mircosclérotes dont la longévité est extrémement
longue (plus de 10ans), une grande gamme de plantes hétes qui peuvent étre colonisées par ce
champignon sans montrer aucun symptoéme (cas asymptomatique), ainsi, augmentant la
capacité de survie de pathogene dans le sol. L’inefficacité des fongicides vis-a-vis le
pathogene, vu la localisation de ce dernier a I’intérieur des vaisseaux de xyléme durant la
phase parasite. La variabilité génétique existant parmi les populations de V. dahliae dans le

sol, ce qui explique I’existence de 2 pathotypes le D et le ND (L6pez et Blanco, 2010).

Pour la lutte contre ce champignon, une stratégie combinant plusieurs modes de contrdle doit
étre établie, elle doit étre basée sur le développement et 1’application des deux mesures :

préventives et palliatives (Blanco-Lépezet Jiménez-Diaz1995).

11.7.1 Choix des sols sains

L'utilisation des sols infestés de propagules V. dahliae doit évidemment étre évitée, surtout si
le pathotype D est présent. Il convient de souligner que la santé des sols est la premiére

condition pour parvenir a une culture saine (Cook, 1993).Par conséquent, la décision de
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plantation doit étre fondée sur une bonne connaissance de I'état phytosanitaire du sol
(évaluation de la présence de I'agent pathogéne, histoire de problemes phytosanitaires) en plus
de sa fertilité et ces caractéristiques agronomiques (Jiménez-Diaz, 1998).

Il est fortement recommandé pour évaluer la présence des propagules de I'agents pathogene

dans les le sol, que ce soit par l'isolement microbiologique traditionnel (Harris et al.,
1993;L06pez-Escudero etBlanco Lopez, 2001), ou par des tests de détection moléculaire
(Pérez-Artés et al., 2005)

11.7.2 Désinfection des sols et autres interventions pour réduire I'inoculum fongique

Outre les procédures d'isolement et de quantification des propagules de V.dahliae dans le sol,
qui fournissent des informations utiles pour I'évaluation des risques de la maladie, les sols
choisis pour établir de nouvelles oliveries pourraient étre préalablement désinfectés par des
approches différentes. Avant la plantation, les stratégies pour la désinfection des sols sont
basées sur I’application des pratiques physique, culturale, biologique ou chimique pour
réduire l'inoculum dans le sol. Il est important de remarquer que I'éradication compléte de
I’agent pathogene est tres difficile, la ré-infestation peut survenir du sol par des propagules

préexistantes non éliminées apres traitement de désinfection.

Le codt élevé de certains ces mesures de contréle qui les rend souhaitable uniqguement a faible
échelle (par exemple pour une zone bien défini ou l'agent pathogéne a été détecté en

particulier)

La désinfestation du sol avant I’implantation du verger peut étre accompagnée de pratiques
biologiques et des interventions culturales telles que les semailles et I'enfouissement ultérieur
des engrais verts tels que I'nerbe du Soudan (Sorgho halepense var. sudanense) (Devay et
Pullman, 1984), la rotation des cultures non/peu sensibles a la verticilliose est également

encouragée afin de réduire le potentiel fongique dans le sol.

La solarisation du sol est I'une des méthodes physiques les plus efficaces pour réduire la
densité de l'inoculum tellurique des agents pathogénes tels que V. dahliae (Katan 1987;
Katan2000a; Goicoechea 2009). La couverture de sol avec des films de polyéthylene
transparent, combinés avec un arrosage abondant permettra de chauffer le sol par irradiation
au soleil, a des températures létales pour de nombreux agents pathogenes transmis par le sol et

de méme pour les graines de mauvaises herbes. Les températures atteintes par la solarisation

p. 16




Chapitre | PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

du sol peuvent varier de 35 a 60 ° C (en fonction du type de sol et sa profondeur) et celles-ci
sont assez élevées pour tuer les microsclérotes de V. dahliae (Katan, 1987).

La technique de la solarisation du sol est effectivement mise en ceuvre pour contrdler la
Verticilliose des plantes hotes (herbacées et ligneuses) avant le semis ou la plantation (Pegg et
Brady, 2002). Cependant, il est intéressant de souligner que des températures supérieures a
70C° peuvent produire des effets néfastes sur la flore microbienne du sol et peuvent entrainer
I'éradication des micro-organismes benéfiques (par exemple rhizobiums, champignons
mycorhiziens, et les antagonistes (Katan 2000 a ; Goicoechea 2009). Un autre obstacle qui
peut poser un probléme est le fait que I’efficacité de cette méthode dépend des conditions
environnementales et édaphiques tels que les caractéristiques physiques du sol et de
I'irrigation. En outre, la survie des microsclérotes de V. dahliae dans les couches profondes du
sol peut constituer une source de propagules infectieux pour plusieurs années apres le
traitement du sol par solarisation (Katan 1981; Tjamos et al. 1991; Lépez-Escudero et Blanco
Lopez-2001).

La solarisation du sol est souvent combiné avec ’application des doses réduites de certains
biocides chimiques, les plus couramment utilisés dans cultures intensives (bromure de

méthyle, la chloropicrine,...etc) (Tjamos et Paplomatas, 1988).

Les niveaux élevés du rayonnement solaire dans la plupart des régions productrices d'olive
rendent la solarisation du sol une action de contrble adéquate pour réduire la viabilité des

microsclérotes, et diminuer les symptémes V. dahliae dans les oliveries.

L’irrigation peut jouer un role trés important dans le développement et la propagation de la
virticilliose surtout ans les oliveries intensives (densité de plantation elevée) (Ruggieri 1948;
Cirulli 1981; Schnathorst 1981). En effet I’incidence de la maladie a été évaluée dans les
oliveries non —irriguées a 9% et 21% respectivement au Maroc (Al-Ahmad et Mosli 1993), a
4 et 13% en Syrie (Serrhini et Zeroual 1995), et a 17 et 40% en Espagne (Blanco-Lopez et al.,
1984), ces données ont montré qu’une irrigation raisonnée et bien maitrisée est indispensable
dans la lutte contre le champignon. De méme, une fertilisation azotée adaptée aux besoins de

I’olivier s’est révélée capable de réduire ’incidence de la maladie (Pegg and Brady 2002),

11.7.3 Lutte variétale et génétique

Le développement des programmes d’hybridation visant & produire des cultivars résistants est

probablement la mesure de contréle la plus efficace économiquement et la plus respectueuse
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de I’environnement qu’il faut impliquer dans la stratégie de lutte contre la verticilliose. Par
conséquent, des efforts sont munis visant a trouver des sources efficaces de résistance contre

le V. dahliae dans les différents pays ou 1’oléiculture est pratiquée (Rallo et al., 2005).

De toute évidence, les nouveaux génotypes résistants a la maladie, doivent également afficher
des caractéres agronomiques attrayant du point de vue commercial. Une fois un génotype
résistant vis-a-vis le champignon est identifié, il peut étre directement utilisé soit pour
remplacer les arbres morts dans les oliveries touchées, ou rhizomes pour greffer des scions de
cultivars existants, ou étre incorporé comme géniteur dans les programmes de selection
génetiques. Un avantage important dans I'amélioration de la résistance de 1’olivier contre V.
dahliae est I'ample source de variabilité génétique disponible (Angiolillo et al., 1999;Rallo et
al., 2005).

11.7.4 Sols suppressifs et lutte microbiologique

L’idée que des rhizobactéries peuvent étre utilisées pour lutter contre les agents pathogenes
telluriques découle en partie de certaines études faites sur les sols suppressifs (Keel et al.,
1996 ; Mazzola et al., 2002 ;Raaijmakers et al., 1997, 1998). Un sol suppressif se caractérise
par une trés faible incidence d’infection, ou 1’absence totale de maladie, malgré la présence
d’un organisme capable d’infecter la plante et d’un hote susceptible (Weller et al., 2002). Bien
que certains facteurs physiques comme le pH, la proportion de matiére organique et d’argile
puissent influencer la capacité de suppression, cette derniere est généralement directement
liée a la communauté microbienne. Certains auteurs ont également postulé que plusieurs
especes de plantes ont développé une stratégie de défense contre les pathogenes telluriques
qui implique la stimulation sélective et le support de populations de microorganismes
antagonistes (Cook et al., 1995).

Parmi les rhizobactéries non symbiotiques, les Pseudomonas spp. fluorescents font 1’objet
d’une attention particuliére. 1l n’a été attesté que 1’inoculation des plantes a 1’aide de certaines
souches de Pseudomonas spp. s’accompagne en effet d’une augmentation significative du
rendement de la culture.

Celle-ci résulte de la stimulation de la croissance des plantes et de leur protection contre des
microrganismes pathogenes (Lemanceau, 1992)

p. 18




Chapitre | PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

I11. Les bactéries Pseudomonas

I11.1. Caractéres descriptifs

Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles a coloration Gram négative (Gram-),
non sporulés, tres généralement mobiles grace a une ou plusieurs flagelles polaires, aérobies a
métabolisme strictement respiratoire et chimioorganotrophes (Palleroni, 2009). Le genre
Pseudomonas est un grand groupe bactérien particuliérement important qui appartient a la
sous-classe y des protéobactéries et comprend plus d'une centaine d'espéces ubiquitaires
(Bossiset al., 2000 ; Palleroni et Moore, 2004). Cependant, depuis la découverte du genre
Pseudomonas par Migula en 1894, beaucoup de noms d’espéces lui ont été assignés. Le
nombre d’espéces a subi de nombreuses variations principalement dues a la description de
nouvelles especes et a divers changements de la définition du genre. La réorganisation a
débuté en 1968 et, actuellement, 1’édition de 2005 du Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology rapporte une soixantaine d’espéces au genre Pseudomonas (Palleroni, 2005).
Néanmoins, 188 especes sont actuellement répertoriées sur le site internet

http://wwwhbacterio.cict.fr/p/pseudomonas.html.

111.2. Classification

Régne Bacteria
Embranchement Bacteria

Classe Schizomycetes
Ordre Pseudomonadales
Sous-ordre Pseudomonadineae
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Le genre Pseudomonas est I'un des genres bactériens les plus diversifiés, et sa taxonomie a
subi de nombreux changements. Des études antérieures ont donné lieu a la division du groupe
Pseudomonas spp. fluorescents en cing biovars (de I a V, synonymes des biotypes A, B, C, F
et G), en fonction de caractéristiques phénotypiques tels que les essais métaboliques, la
composition de l'acide gras et les profils des protéines (Palleroni, 2005). Pseudomonas spp.
fluorescents ATCC 13525 est le type de souche biovar I (Palleroni, 2005).
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La taxonomie du groupe de P. fluorescents est continuellement a I'étude. Méme si les
caractéristiques phénotypiques et les biovars de | a V sont toujours valides pour identifier les
souches de P. fluorescens, la caractérisation moléculaire est plus fiable pour démontrer les
relations phylogénétiques et les variations entre les souches de P. fluorescens et les espéces de

Pseudomonas étroitement apparentées.

La taille du génome du groupe P. fluorescens varie d'environ 6,4 Mb a 7,07 Mb (Paulsen et
al., 2005; Silby et al., 2009). Des études comparatives sur trois bactéries saprophytes de P.
fluorescens (Pf-5, SBW25 and Pf0-1) entierement séquencées ont révélé un degré de diversité
incroyablement élevé (Silby et al.,, 2009) chez d'autres espéces de Pseudomonas mieux
conservées. Ces trois souches de P. fluorescent ne partagent que 61,4 % de leur contenu

génétique ce pourcentage refléte la grande diversité génétique au sien de ce groupe de bactérie

Les Pseudomonas appartiennent au groupe de bactéries appelées PGRP (Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et schroth, 1978) : ce sont des bactéries capables de
coloniser efficacement les systémes racinaires et influencent de maniere bénéfique la plante
en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des infections par des agents

phytopathogenes (weller, 1988).

La plupart des souches bactériennes PGPR, exploitées comme biopesticides, appartiennent
aux genres Agrobacterium, Bacillus et Pseudomonas (Haas et Defago, 2005). Beaucoup de
recherches se sont concentrées sur ces deux derniers types de bactéries parce qu’ils sont des
habitants communs de la rhizosphere et possedent une grande activité dans le contrble
biologique de maladies liées au sol. Ils ont la capacité de produire de nombreux antibiotiques,
et ils sont faciles a cultiver in vitro ou & manipuler en laboratoire. De plus, les bacilles offrent
un avantage par rapport aux autres bactéries en raison de leur capacité a former des
endospores résistantes au changement des conditions du milieu avantage aussi pour la

formulation du produit (Raaijmakers et al.,2002; Cavaglieri et al., 2005).
111.3. Effets bénéfiques de Pseudomonas

Les principaux effets bénéfiques sont la stimulation de croissance des plantes et la protection
des plantes contre les maladies d’origine tellurique. D’autres effets bénéfiques ont également
été décrits. Ainsi certaines souches de Pseudomonas stimulent la germination des graines.
D’autres influencent positivement les interactions entre les microorganismes symbiotiques

(Rhizobium, Bradyrhizobium, champignons mycorhiziens) et la plante hote.
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111.3.1 Stimulation de croissance des plantes

La majorité des Pseudomonas fluorescentes produisent des sidérophores peptidiques
complexes appelés pyoverdines ou pseudobactines, qui sont des capteurs de fer tres efficaces.
La bactérie P. fluorescens peut améliorer la croissance des plantes grace a la production de
sidérophores qui fixent efficacement le fer de I'environnement et le rendent indisponible pour
d'autres composantes de la microflore du sol.

De nombreux travaux font état d’une stimulation de la croissance des plantes et du rendement
des cultures apres bactérisation. Comme en atteste le tableau I, ces études ont été réalisées
avec des plantes hotes et des conditions expérimentales variées. 1l apparait clairement que
I’augmentation de rendement, observée en conditions normales de production, est toujours
inférieure a 1’augmentation de croissance des plantes cultivées en conditions controlées

(culture en pots et en serre ou en chambre climatisée).

111.3.2 Contre les maladies d’origine tellurique

L’utilisation de bactéries pour lutter contre les maladies d’origine tellurique a fait 1’objet de
nombreuses syntheses bibliographiques (Schroth et Hancock, 1982; Leong, 1986; Neilands et

Leong, 1986; Fravel, 1988) auxquelles le lecteur pourra se reporter pour plus de détails.

Les modeles biologiques utilisés mettent en jeu différentes souches de Pseudomonas et
différentes maladies (Tableau 4). Les problémes pathologiques les plus étudiés sont : les

fontes de semis, les fusarioses, le piétin échaudage et les pourritures racinaires.

Tableau 4 : Protection des plantes contre les différentes maladies telluriques, assurée par des souches

de Pseudomonas spp. fluorescentes (Lemanceau, 1992)

Maladies Microorganismes Références
pathogénes
Chancre bactérien Xantomonas citri Unnamalai et Gnanamanickam
(1984)
Fonte de semis Pythium spp. Elad et Chet (1987)
Howell et Stipanovic (1980)
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Weller et cook (1986)

Rhizoctonia solani Howell et stipanovic (1979)

Fusarioses

*de pourriture F. oxysporum f. sp. radicis | Lemanceau et  Alabouvette
lycopersici (1991)
F. solani Anderson et Geura (1985)
F. oxysporum Kloepper et al. (1980Db)

*vasculaires
Leeman et al. (1991)

Van peer et al. (1990b)

Jambe noire de la pomme de | Erwinia carotovora Rhodes et Logan (1986)
terre

Pertes et pourritures | Pythium spp. Becker et cook (1988)
racinaires

Stuz et al. (1980)

Piétin échaudage du blé Gaeumannomyces graminis | Keel et al. (1989)

Var. tritici Kloepper et al. (1980Db)
Tache bactérienne du | Pseudomonas tolaasi Olivier et Guillaumes (1981)
champignon
Verticilliose Verticillium dahliae Leben et al. (1987)

111.3.3 Autres effets bénéfiques
a- Stimulation de la germination des semences

Hofte et al (1991) ont enregistré une augmentation significative du taux de germination de
semences de mais soumises au froid aprés inoculation de 2 souches de Pseudomonas

fluorescents. L’une d’entre elles a, de plus, permis de maintenir le pourcentage de
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germination d’un lot de semences 4gé de 2 ans au méme niveau que celui uniquement agé de
1 an. Ces souches sont appelées
«Emergence Promoting Rhizobacteria»(EPR) (Kloepper et al., 1986).

Digat et al (1990) ont montré que certaines souches de Pseudomonas peuvent stimuler
significativement la germination de graines de tomate méme lorsque les conditions

d’environnement ne semblent pas défavorables.

b- Stimulation de la nodulation chez les léegumineuses
Certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescents stimulent la nodulation des
légumineuses. Ainsi, Grimes et Mount (1987) ont montré qu’une souche de P.putida

augmente de facon significative la nodulation du haricot.

Ces souches sont appelées «Nodulating Promoting Rhizobacteria» (NPR).Toutes ces souches
stimulent la croissance racinaires, produisent de [I’acide indole acétique et sont
pectinolytiques. Elles provoquent une augmentation de la masse de nodosités plutét que de
leur nombre (Zablotowicz, in Howell et Okon, 1987).

De méme, certaines souches de bactéries influencent positivement la colonisation racinaire de
la plante hote par des endomycorhizes (vonAlten et al., 1991) ou par des ectomycorhizes
(Garbaye et Bowen, 1987). Mamoun et Olivier (1992) ont montré que certaines souches de
Pseudomonas spp. fluorescents améliorent la pérennité de 1’association symbiotique entre
I’ectomycorhize Tuber melanosporum et le noisetier. Par ailleurs, 1’effet bénéfique, de
I’inoculation mycorhizienne sur la plante, pourrait étre stimulé par certaines rhizobactéries
productrices de substances de croissance (Linderman et Paulitz, 1990) et par les rhizobactéries

qui augmentent la solubilité des phosphates dans le sol (Raj et al, 1981).

111.4. Mécanismes responsables des effets bénéfiques

111.4.1 L’antagonisme par antibiose

L’antibiose exercée par certains Pseudomonas spp. fluorescents a d’abord été mise en
évidence in vitro. Ainsi Lindberg (1981) a établi le spectre d’activité d’un antibiotique, la
tropolone, synthétisé par une souche de Pseudomonas. Cet antibiotiqgue manifeste des

propriétés antagonistes a I’encontre de différents champignons : Alternaria, Cladosporium,
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Diplodia, Fusarium, Helminthosporium, Pyricularia, Pythium, Rhizoctonia (Howell et
Stipanovic, 1979, 1980).

Ces auteurs ont ensuite montré que la souche bactérienne protege les plantes de coton contre
ces pathogenes de maniere analogue a celle des antibiotiques purifiés. 1ls en conclurent que la
protection des plantes assurée par cette souche de Pseudomonas est liée a la synthese de ces

antibiotiques.

111.4.2 La compéetition

Le dernier mode d’action direct est la compétition qui s’exprime pour les ¢léments nutritifs
mais aussi pour la colonisation de la surface racinaire Suslow (1982).

Méme si le role de la compétition pour 1’espace ne peut étre complétement exclu, I’essentiel
des travaux relatifs a la compétition, instaurée par les Pseudomonas fluorescents, porte sur la
compétition trophique et, en particulier, sur la compétition pour le fer, comme en attestent les
différentes synthéses bibliographiques relatives a ce sujet (Heming, 1986; Leong, 1986;
Neilands et Leong, 1986; Loper et Buyer, 1991).

111.4.3 Amélioration de I’alimentation minérale de la plante

L’amélioration de 1’alimentation minérale de la plante en phosphore a été la premiére
hypothese proposée pour expliquer I’effet bénéfique enregistré a la suite de la bactérisation de
plantes (Gerretsen, 1948). Les especes, Bacillus megaterium var phosphaticum et
Pseudomonas spp. fluorescents, augmenteraient la concentration en phosphore soluble soit
par minéralisation des phosphates organiques, grace a des phosphatases, soit par solubilisation

des phosphates inorganiques, sous 1’effet d’acides (Krasilnikov, 1961).

111.4.4 Production microbienne de substances de croissance

La production de substances de croissance par les Pseudomonas fluorescents a été
fréguemment mise en évidence in vitro (Brown, 1974; Lynch, 1976). Ces substances peuvent
étre absorbées par les racines. Ainsi Libbert et al (1969) ont montré que des auxines produites
par des microrganismes telluriques pouvaient étre assimilées par différentes plantes (mais,
pois, concombre).

Différents auteurs ont mis en relation I’aptitude de souches microbiennes a produire des
substances de croissance in vitro et leur aptitude a modifier, in vivo, la morphologie des

plantes de maniére analogue aux substances de croissance concernees. lls en concluent que la

p. 24




Chapitre | PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

stimulation de croissance des plantes bactérisées est due a la synthese microbienne de

substances de croissance.

111.4.5 Induction de résistance de la plante

Des travaux récents portant sur des modeles d’étude différents ont mis en évidence la plus
grande résistance naturelle des plantes bactérisées par certaines souches de Pseudomonas.
(Brown, 1974). Defago et al. (1990) suggerent donc que la production de HCN par la souche
CHAO provoquerait sur la plante un stress auquel elle réagiraitpar une augmentation de son
systtme racinaire et de sa résistance naturelle. Pour Anderson et Guerra (1985),
I’augmentation de la résistance des plantes de haricot au Fusariumsolani, grace a I’inoculation

d’une souche de Pseudomonas putida serait liée a leur plus grande teneur en lignine.

p. 25




Chapitre Il

Etude in vitro de I’action antagoniste des Pseudomonas spp. fluorecents sur Verticillium dahliae

Introduction

Dans les travaux consacrés a I’é¢tude de microorganismes antagonistes aux agents
phytopathogenes d’origine tellurique, les auteurs passent d’abord par une étape préliminaire qui
est une étude in vitro des potentialités antagonistes de ces microorganismes. Au cours de cette
étape ces derniers sont testés pour leur pouvoir antibiotique, parasitaire ou compétitif vis-a-vis
de I’agent pathogene.

Nous avons donc essayé de suivre la méme voie ; ainsi dans une premiére étape, nous avons
tenté de sélectionné parmi les populations de Pseudomonas spp. isolés du sol, ceux ayant un
pouvoir antagoniste vis-a-vis de Verticillium dahliae. La sélection de ces bactéries est basée sur
leur capacité a inhiber le développement du parasite.

I. Matériel et méthodes
1.1 Materiel fongique

Trois isolats de V. dahliae utilisées dans notre étude. Ils sont isolés a partir de rameaux d’oliviers
montrant des symptomes typiques de la verticilliose (tableaul).

Tableau 1 : Origine des isolats de Verticillium dahliae et codification adoptée.

Codification des isolats

Région d’origine

Année d’isolement

S1 Sidi Belabes 2015
S2 Sidi Belabes 2015
S3 Mostaganem 2015

1.2 Matériel bactérien
1.2.1 échantillonnage des Pseudomonas spp. fluorescents

Des échantillons de sol sont prélevés au niveau de la
rhizosphere d’oliviers indemnes de la maladie, a une
profondeur de 10 -15 cm, dans les régions suivantes:
M’chedallah (wilaya de Bouira), Tazmelt (wilaya de Bejaia),
Oued rhiou (Wilaya de Relizane). Cing arbres sont
échantillonnés au hasard, selon deux diagonales, de facon a
représenter I’ensemble de la parcelle.

Chaque échantillon est constitué de 100g de sol. L’ensemble
des échantillons sont homogénéisés dans des sacs en papier et
acheminés en laboratoire. Le sol est disposé en fine couche (2
cm) sur du papier journal et séché dans une étuve reglée a 28°C.

1 M/ « -5

Figure 1 : Séchage des échantillons
de sol
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1.2.2 Isolement des Pseudomonas spp.

Aprés broyage et tamisage du sol a I’aide d’un tamis a maille de 2
mm, 0,5 g du sol sont placés dans un tube a essai contenant 4,5 ml
d’eau physiologique stérile (NaCl 0,85 %o). La solution est agitée
pendant 2 mn a 120 rpm, Apres 5 mn de temps de décantation, on
a réalisé une série de dilutions décimales allant de 10-! a 10-3.

L’isolement des bactéries est réalis¢ comme suit: 100 pl
représentant une dilution (10,102 ou 10°®) sont versés dans une

Figure 2 : Dilutions Pseudomonas
spp

boite de pétri avant d’y rajouter 20 ml milieu en surfusion. Les boites de pétri sont incubées a
28°C.

Un dénombrement des colonies est réalisé apres 48 heures. La dilution ayant permis 1’ obtention
d’un nombre 30 a 300 colonies par boite est retenue pour I’isolement des Pseudomonas
(Amkraz, 2013) (figure 2).

Les colonies de Pseudomonas spp. exposees a une lampe
UV, a 365 nm, apparaissent fluorescentes sur milieu KB.
Elles montrent une couleur qui varie du bleu vers le jaune
verdatre.

1.2.3 Purification des Pseudomonas spp. fluorescents

Les colonies développées sur milieu KB montrant des
caractéristiques macroscopiques correspondant au genre
Pseudomonas (fluorescence jaune verdatre, colonies
assez grandes avec des contours dentelés) sont purifiées
par des ensemencements successifs jusqu'a 1’obtention de

Figure 3 : Une colonie de
Pseudomonas apres purification

cultures pures (figure 3).
1.2.4- Identification biochimique des Pseudomonas
A- Coloration de Gram

Le colorant utilisé est le violet de gentiane qui colore l'intérieur des bactéries. Celles-ci sont
ensuite décolorées a 1’alcool. En raison de leur paroi, de structure plus épaisse et de composition
chimique particuliere, les bactéries Gram+ gardent la coloration violette. Les bactéries Gram-,
avec une paroi plus fine et plus perméable a la décoloration, perdent la couleur violette. Apres
recoloration a la Fuschine (rose). Les bactéries Gram+ resteront violettes alors que les Gram-
seront teintées en rose. Bien que le résultat de la coloration de Gram puisse dépendre de 1’état
physiologique des bactéries (age de la colonie, conditions de croissances...) elle reste cependant
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la technique de coloration de base en bactériologie. Elle permet également d’apprécier la forme
des cellules bactériennes.

B- Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme de haut poids moléculaire existante chez toutes les bactéries
aérobies, elle leur permet de vivre en présence de 1’oxygene. En plus de la chaine respiratoire
des cytochromes, il existe en effet chez les aérobies une chaine accessoire courte, fixant
I’hydrogéne sur 1’oxygéne aboutissant a la formation de I’eau oxygénée (peroxyde
d’hydrogéne) selon la réaction suivante :

2H202 ===> 2H,0 + O,

La recherche de cette enzyme est réalisée par la mise en contact d’une colonie avec quelques
gouttes de 2H20,. L’apparition de bulles gazeuses traduit la présence de catalase.

C- Recherche de ’oxydase

Ce test est a la base de ’identification des bactéries negatives. 1l permet de mettre en évidence
une enzyme : la phynélene diamine oxydase des bactéries a partir de leur culture en milieu
gélosé. Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N- diméthyl parphényléne diamine.

De la créme bactérienne est mise en contact avec du papier filtre imbibé du réactif a I’aide d’une
pipette pasteur.

Une coloration violette traduit un résultat positif (oxydase positive).

D- Test de mobilité bactérienne

Le mannitol est un polyalcool issu de la réduction du D-fructose. Sa dégradation conduit a la
formation de fructose qui est attaqué en donnant des acides a chaines courtes (acide
méthanoique, acide éthanoique...).

Il permet de lire :

o La fermentation du mannitol : les bactéries mannitol + acidifient le milieu qui vire au
jaune (teinte acide du rouge de phénol). L'acidification produite par les bactéries
aérobies strictes est en genéral insuffisante pour permettre le virage du rouge de phénol
du fait de I'importance du pouvoir tampon du milieu. Ce milieu convient donc mieux a
I'étude des bacilles a Gram négatif fermentatifs.

o Lamobilité : du fait de la faible teneur en agar du milieu, les bactéries mobiles peuvent
s'y déplacer (les bactéries aérobies strictes ne cultivant pas dans la profondeur, leur
mobilité ne pourra pas étre lue).
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E- Test Hugh Leifson

Il s’agit de I'¢tude du métabolisme énergétique il découle que un glucide peut étre catabolisé
par voie respiratoire ou par voie fermentative. Le milieu de Hugh et Leifson permet de
distinguer entre les deux processus.

Ce test permet de distinguer trois catégories de bactéries :
- les bactéries fermentatives
- les bactéries oxydatives (qui oxydent le glucide par respiration aérobie)

- les bactéries inactives ou inertes

Apres la realisation de ces tests chaque
souche est affectée d’un code de référence
puis conservé a 4°C sur milieu KB dans des
tubes a essai inclinés (Figure 4).

Figure 4 : Conservation des
Pseudomonas sur milieu incliné

5- Préparation des cultures des PF

Pour le rajeunissement des cultures
bactériennes de Pseudomonas fluorescents,
les suspensions sont préparées dans du
bouillon nutritif e tubes & essai. Ces
derniers sont maintenus pendant 24h a
26C°. La concentration de chaque souche
est ajustée a 108 CFU.ml-1 correspondants
a un intervalle de DO de 0,08 a 0,1
(Amekraz, 2013).

Figure 5 : Rajeunissements d'une série de souches de
Pseudomonas spp. fluorescents (a gauche, témoin
contenant le bouillon nutritif sans la bactérie).
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I1. Tests de confrontation directe

Les confrontations des souches bactériennes de PF avec le pathogéne sont réalisées sur milieu
PDA, selon la technique de Patel et Brown (1969). Un explant mycélien de 4 mm de diamétre,
provenant de I’isolat de Verticillium a tester, est prélevé en périphérie du thalle en croissance
active. Il est déposé au centre d’une boite de pétri contenant du PDA.

A partir d’une suspension de la bactérie
a tester, 3 gouttes de 5 pl, de
concentration 108UFC/mll, sont
prélevées et disposees de facon
triangulaire  autour de  D’explant
mycélien, & une distance de 3 cm de ce
dernier.

Les boites sont incubées a I’obscurité, a
25°C, durant 6 jours avant le début des
observations.

Figure 4 : dispositif du test de confrontation

La croissance diamétrale de chaque fragment fongique été notée au cours du temps, a 7, 10, et
15 jours.

Dans le témoin les gouttes sont remplacées par 3 gouttes de bouillon nutritif stérile.

Chaque traitement est répéte 3 fois.

1. Résultats
111.1. Etude macroscopique et microscopique de Verticilium dahliae

Les colonies de V. dahliae, en culture sur milieu
PDA, ont un aspect cotonneux d’une couleur
blanchatre. Des zones noiratres, correspondant a la
mélanisation du myceélium, se forment aprées 4-5
jours de repiquage, il se forme alors des structures

appelées micro-sclérotes.

Il été noté que la production de ces derniers était

plus abondante chez la souche S2, moyenne chez

la S1, et faible chez la S3. Figure 7 : Observation microscopique de V.

dahliae (originale, 2016).
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L’observation microscopique nous a permis de distinguer des phialides disposées groupes de
verticilles sur un conidiophore long. Les conidies se forment sur le bout des phialides. La
figure 1 montre un groupe de 3 phialides disposées en verticille (Figure 1)

111.1.1. Purification des isolats de Verticillium par culture monospore

La technique utilisée est inspirée de celle de Bouznad (1989). Elle consiste a préparer deux
suspensions de spores de 10 et 100 spores par millilitre & partir d’anciennes cultures. 0,5 ml de
chaque suspension est étalée sur des boites de pétri contenant de I’eau gélosée a 2%. Des boites
sont incubées a I’étuve réglée a 20°C pendant deux jours. Des petites colonies de 1 mm de
diamétre issues chacune d’une spore sont alors prélevées a 1’aide d’une aiguille lancéolée et
repiquée sur milieu PDA. Les boites sont mises a incuber pendant 7 jours a température

ambiante, 18-25°C, de laboratoire.
111.2. Identification et purification des souches bactériennes de P.F

Les observations macroscopiques des colonies bactériennes B 3
apparues sur milieu King B nous ont permis de noter des oy
colonies de 1a 2 mm de diametre, de forme plus ou moins
réguliére. La fluorescence des colonies a été notée sous lumiere
Ultra-Violet, & 365 n.m.

’ L >
Les observations microscopiques réalisées ont montré des A 28 L ! wd ™
Figure 8 : Test de Gram

bactéries en forme batonnet allongées. Le test de Gram indique

des bactéries gram négatives (figure 2).

Les figures 3; 4 ; 5 ; 6 montrent
les résultats des tests biochimiques

effectués sur les P.F

Figure 10 : Test catalase Figure 9 : Test oxydase
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Figure 11 : Test Hugh Leifson Figure 12 : test de mobilité

En tout, 18 souches de Pseudomonas sont retenues dans la suite de notre étude. Le tableau 1

montre I’origine de chacune ainsi que la codification adoptée.

Tableau 2 : Origine des souches de Pseudomonas fluorescents et codification adoptée.

Codification de la bactérie Région d’isolement Date d’isolement
M1, M2, M3, M4, M5, M6 M’chedallah (Bouira) Janvier 2016
H1, H2, H3, H4, H5, H6 Tazmalet (Bejaia) Janvier 2016
R1, R2, R3, R4, R5, R6 Oued Rhiou (Relizane) | 53nvier 2016

111.3. Résultats de ’antagonisme in vitro

Pour les colonies fongiques témoins des 3 souches fongiques S1, S2, S3. Une croissance
rapide a été noté chez les deux souches S1, et S3 tandis qu’une croissance moins intense et

relativement lente a été constaté chez la souche S2 (figure 7, 8, 9).
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Figure 14 : Colonies de V. dahliae témoins (S1, S2 et S3) aprés 10 jours d’incubation

Figure 15 : Colonies de V. dahliae témoins (S1, S2 et S3) aprés 15 jours d’incubation

S1: Parmi les 18 souches PF utilisées dans notre étude, 3 ont exercé un fort antagonisme vis-
a-vis de I’isolat S1, et cela dés le 7°™ jour (figure 10), il” agit des souches H4, M1, M5 pour
lesquelles le diamétre de la colonie du pathogéne n’excéde pas les 2.5 cm au terme du 15°™

jour de confrontation comparativement au témoin chez lequel nous avons noté un diametre
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moyen de 5,6 cm (figure 12). Un effet antagoniste faible a été noté pour les souches H6, R1,
R3, R6 et M2 puisque le diameétre de la colonie du pathogéne (S1) dépasse les 4cm. En
revanche, un effet antagoniste modéré est exprimé chez les souches restantes de PF, induisant
une réduction moyenne du diameétre de la colonie chez le parasite (2,5 a 4 cm) comparativement

au témoin (5,6 cm) (Figure 13).

Figure 16 : Colonies de V. dahliae (S1) confrontées avec la bactérie R1, R2 et R3, aprées une semaine

d’incubation

Figure 18 : Colonies de V. dahliae (S1) confrontées avec la bactérie R1, R2 et R3, aprés 15 jours d’incubation
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Figure 19 : Effet antagoniste des Pseudomonas spp. fluorescents sur la croissance mycélienne du Verticillium
dahliae (S1)

S2 : La souche fongique S2 a été remarquablement moins sensible a I’effet antagoniste exercée
par les bactéries PF. Le diamétre des colonies de I’isolat S2 varie entre 2,5 et 4,8 cm au bout de
15°™ jour de confrontation avec les souches H1, H4, H5, H6 H7, H8 R6, M4, M5 et M6. Alors

que le diametre du témoin non confronte est de 4,8 cm (figure 16).

La croissance des colonies de I’isolat S2 au bout de 15 jours de confrontation sont fortement
inhibées en présence des bactéries H3, R4, M1, M3 puisqu’un diamétre variant entre 2 et 3 cm

seulement est noté comparativement au témoin non confronte (4,8 cm) (figure 17).
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Figure 20 : Colonies de V. dahliae (S2) confrontées avec la bactérie R1, R2 et R3, aprés une semaine

d’incubation

Figure 22 : Colonies de V. dahliae (S2) confrontées avec la bactérie R1, R2 et R3, aprés 15 jours d’incubation
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Figure 23 : Effet antagoniste des Pseudomonas spp. fluorescents sur la croissance mycélienne du Verticillium
dahliae (S2)

S3: la souche S3 a été la souche la plus sensible a ’antagonisme bactérien. La croissance de
I’isolat S3 confronté est plus lente relativement au témoin non confronté et cela apparait déja
au 7°™ et 10°™ jour de confrontation (figure 18 et 19). Au bout du 15°™ jour de confrontation,
seul 6 souches de PF ont permis de noter une inhibition importante de la croissance du

pathogéne, le diamétre des colonies de ce dernier est égal ou inférieur a 2.5 cm (figure 20).

Trois souches (H6 M1 R6) de PF ont un effet antagoniste quasi nul (diamétre de la colonie
fongique excédant les 4 cm), comparativement au témoin S3 ou nous avons noté un diamétre
égal 4 5,5 au bout du 15°™ jour. Le reste des souches de PF ont montré un effet antagoniste

modéreé sur I’isolat S3 pour laquelle un diamétre variant entre 2,5 et 4 cm est noté (figure 21).
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Figure 24 : Colonies de V. dahliae (S3) confrontées avec la bactérie R1, R2 et R3, aprés une semaine

d’incubation

Figure 26 : Colonies de V. dahliae (S3) confrontées avec la bactérie R1, R2 et R3, aprés 15 jours d’incubation
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Figure 27 : Effet antagoniste des Pseudomonas spp. fluorescents sur la croissance mycélienne du Verticillium
dahliae (S3)

Les résultats de 1’analyse de variance montrent un effet significatif (Annexel). Le test de
Newman-keuls au seuil de 5% montre que les isolats de Verticillium dahliae sont répartis dans
2 groupes homogénes (Annexe2). En revanche les le méme test montre que les bactéries se

répartissent dans 11 groupes homogénes indiquant ainsi des différences subtiles au sein des
souches étudiées (Annexe3).

1. Discussion et conclusion

Il a été constaté en analysant les résultats obtenus in vitro que certaines souches bactériennes
de Pseudomonas spp. présentent un effet inhibiteur extrémement marqué sur la croissance et le
développement des colonies du parasite. Plusieurs modes d’action peuvent avoir lieu
simultanément ou séparément. Nous pouvons supposer que la bactérie a diffusé des
antibiotiques dans le milieu qui ont inhibé la croissance du pathogene. Nous supposons aussi
une possible émission, par la bactérie, de substances volatiles. Mais les mécanismes
d’antagonisme chez le groupe des PF sont trés nombreux. De ce fait, seule une étude plus

poussée en vue de connaitre les métabolites mis e jeu peut établir avec exactitude la nature de
ces COmMpOSES.
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La compétition trophique peut aussi étre impliquée dans 1’antagonisme bactérien, en particulier,
sur la compétition pour le fer, comme en attestent les différentes syntheses bibliographiques
relatives a ce sujet (Heming, 1986; Leong, 1986; Neilands et Leong, 1986; Loper et Buyer,
1991).

En effet , les Pseudomonas fluorescents produisent des sidérophores appelés pyoverdine
(Meyer et Abdallah, 1978) ou pseudobactine (Teintze et al.,1981) qui forment avec le fer
(Fe+++) un complexe (ferripyoverdine ou ferripseudobactine) dont la constante de stabilité est
beaucoup plus supérieure a celle des champignons phytopatogeénes , de ce fait, les Pseudomonas

fluorescents sont plus aptes a mobiliser le fer que les champignons (Lemanceau, 1988),

La variabilité dans le niveau de performance des différentes souches bactériennes testées (degré
de I’antagonisme exercé) a 1’encontre des colonies fongiques de V. dahliae in vitro peut se
justifié par la diversité qui existe au sien des populations de P.F et la multitude de leurs
mécanismes d’antagonisme, en effet certaines souches bactériennes présentent une aptitude
compétitrice supérieure a d’autres. Les caractéristiques microbiennes responsables de cet
avantage sont relativement méconnues (Baker et al., 1986a;1987; Keel et al., 1989; Thomashow
et Weller, 1988).

Kraus et Loper (1990) en montré en utilisant des mutants de P.F dont les génes responsables de
la syntheése d’antibiotique ont subi une délétion permet d’associer de fagcon plus directe la

protection biologique a ’aptitude a produire 1’antibiotique.

De méme Howie et Suslow (1986) ont montré qu’un mutant ne produisant pas des antibiotiques
s’est révélé significativement moins apte a protéger le coton contre Pythium ultimum que la
souche sauvage. Le méme type de démonstration a été établi par Colyer et Mount (1984) pour
expliquer la protection assurée par une souche de Pseudomonas putida contre Erwinia

carotovora.

Cependant, d’autres métabolites secondaires peuvent étre impliqués dans le déroulement de ce
phénomene tel que (I’acide phénazine-1-carboxylique, acide cyanhydrique), cela a été suggéré
par Thomashow et Weller (1988) en démontrant que I’acide phénazine-1-carboxylique,
synthétisé par la souche de Pseudomonas fluorescent 2-79, est en partie responsable de son

activité antagoniste et que la protection contre les maladie assurée par le mutant (non producteur
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du composé) est beaucoup moins efficace que celle assurée par la souche sauvage capable de
le produire.

Des résultats encourageants sont obtenus lors du test d’antagonisme in vitro. En effet 18
souches de Pseudomonas se sont avérées antagonistes de Verticillium dahliae. Les interactions
microbiennes au niveau du sol étant complexes, par conséquent ces résultats ont besoin d’étre

confirmés par un test des tests in situ.
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Etude in situ de I’action antagoniste d’une bactérie Pseudomonas sur Verticillium dahliae
Introduction

L’étude précédente nous a permis de montrer les capacités antagonistes in vitro les bactéries

Pseudomonas sélectionnées vis-a-vis le Verticillium dahliae.

Cependant, les résultats des expériences realisees in vitro sur milieu gélosé ne représentent pas
toujours les réalités naturelles. En effet, plusieurs auteurs ont montré que des microorganismes
ayant montré un fort pouvoir antagoniste in vitro, ne présentent plus d’intérét une fois retournés
dans le sol. Ce fait, peut s’expliquer par plusieurs raisons dont le manque d’adaptation au milieu
dans lequel ils sont introduits, I’inefficacité des antibiotiques secrétés; ces derniers sont

adsorbés par le sol ou métabolisés et par conséquent n’atteignant pas leurs cibles.

11 apparait donc nécessaire de vérifier I’action antagoniste des microorganismes que nous avons

sélectionnés sur le Verticillium dahliae au niveau du sol.

Comme il nous est impossible de vérifier ’action de I’ensemble des bactéries antagonistes, au
total 18, nous nous sommes attelés a vérifier I’action de la bactérie la plus performante in vitro,
a savoir la bactérie H1.

I. Matériel et méthodes

1.1 Matériel

1.1.1- Matériel fongique

Le matériel fongique est constitué des 3 isolats de Verticillium dahliae (S1, S2 e S3) décrits
dans le chapitre II.

1.1.2- Matériel bactérien

La bactérie Pseudomonas H1 ayant montré une importante zone d’inhibition lors du test in
Vitro, a éte selectionnée en vue d’un test in situ.

1.1.3- Matériel végétal

On a utilisé la variété de tomate déterminée « Ouezna ».
C’est un hybride F1 appartenant a la firme Petoseeds,

o 3 ¥ £ 8%

Figure 1 : Tomate au stade 5 feuilles
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1.2 Méthodes

1.2.1 Evaluation de I’indice de la maladie des plantules de tomate cultivées en présence de
la bactérie antagoniste H1

1.2.1.1 Bactérisation du sol et semis des graines

Les graines sont semées en tourbe, dans des plateaux alvéolés préalablement lavées et
désinfectées a I’cau de Javel 2%. Les plantes sont élevées sous serre vitree.

Au stade 5 feuilles, les plantules sont retirées délicatement des alvéoles et transplantées dans
des pots en plastique de 6 cm de diameétre et de 7 cm de hauteur. Chaque plante est arrosée avec
20 ml de la suspension fraichement préparée de la bactérie antagoniste a tester (108 CFU.ml-1).
Un volume équivalent de I’isolat de Verticillium dahliae & 10° spores/ml est rajouté
immédiatement a chaque plante. Aprés une semaine, un second apport est réalisé, de la méme
maniere que le premier, avec la bactérie antagoniste. Chaque traitement est répété 3 fois. Deux
sortes de témoins sont constitués ; le premier bactérisé avec 1’antagoniste (H1) sans apport du
pathogene, I’autre a re¢u uniquement de I’eau distillée stérile.

1.2.1.2 Protocole expérimental

Les plantes sont disposées selon un dispositif en blocs a trois répétitions (Figure 8)
24 plants de tomate sont utilisés dans cet essai, réparti comme suit :

Teémoin 1 : constitué de 3 plantes saines (sans 1’isolat de Verticillium, ni PF).

Témoin 2 : constitué de 3 plantes bactérisées avec la souche de PF.

Témoin 3 : 03 plantes inoculées avec 1’un des isolats de Verticillium dahliae, soit 3 isolats x 3
répétitions, donc 9 plantes.

Traitement 1 : 03 plantes bactérisé avec Pseudomonas et inoculées avec 1’un des isolats de
Verticillium dahliae, soit 3 isolats x 3 répétitions, donc 9 plantes.

Figure 2 : Dispositif expérimental
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1.2.1.3 Notation de la maladie

La maladie est notée selon 1’échelle de Beye et Lafaye (1985) utilisant un indice d’altération
foliaire (I.A.F.) qui exprime I’intensité des altérations foliaires.

Nous avons réalisé 3 notations (a 7 dpi, 14 dpi et 21 dpi). Durant chaque notation, une note est
attribuée a chaque feuille :

0 : Feuille d’aspect sain,

1 : Epinastie ou feuille flétrie sans chlorose,
2 : une ou plusieurs plages Iégérement chlorotiques sur 1 ou plusieurs folioles,

3 : plages chlorotiques sur toute la surface ou plusieurs folioles ou plage chlorotique a centre
nécrose sur 1 ou plusieurs folioles,
4 : nécrose complete de plusieurs folioles ou feuille morte.

Un indice d’altération foliaire est ensuite établi pour chaque plante.
I.LA.F. = (somme des notes /maximum possible*) x 100.

*Le maximum possible est égal a 4 fois le nombre de feuilles bien développées portées par la
plante.

1. Résultats

Les premiers symptdmes de la maladie sont apparus a partir de la premiere semaine sur les
plantes témoins inoculées avec V. dahliae. Les folioles situées sur le méme c6té d’une feuille
montrent un symptome d’épinastie (figure 25). Les flétrissements semblent plus marqués au
moment le plus chaud de la journée. Il s’ensuit, aprés 15 jours d’inoculation, un jaunissement
progressif des folioles (figure 23). Au bout de 21°™ jours, des nécroses apparaissent au niveau
des folioles, une nécrose compléte de quelques feuilles a été également notée (figure 33). La
progression des symptomes (flétrissement, chlorose et nécrose) se poursuit tout au long de

I’essai, dans 1’ordre déja mentionné.

Les plantes bactérisées puis inoculées avec les 1’un ou 1’autre des isolats de V. dahliae se sont
montré plus résistantes a la maladie ; un retard a été constaté dans 1’apparition des symptomes.
La progression de ces derniers a été plus lente, et moins intense, les feuilles non touchées par

la maladie étaient plus nombreuses avec une croissance quasi normale (figure 24, 28 et 32).
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Figure 3 : Plantes de tomate aprés une semaine d’inoculation (T, témoin ; P, Pseudomonas seul ; P
(S1, S2, S3), plantes bactérisées et inoculées avec 1’un des isolats de V. dahliae ; V (S1, S2, S3), plante

inoculé seulement avec 1’un des isolats de V. dahliae).

Figure 4 : T : Plante témoin ; P : Plante bactérisée avec Pseudomonas (une semaine apres le test)

Figure 5 : Plantes bactérisées et inoculée avec Figure 6 : Plantes inoculées avec 1’un des isolats
I’un des isolats de V. dahliae (S1, S2 ou S3), aprés ~ de V. dahliae (S1, S2 ou S3), aprés une semaine
une semaine d’inoculation. d’inoculation.
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Figure 7 : Plantes de tomate aprés 15 jours d’inoculation (T, témoin ; P, Pseudomonas seul ; P (S1,
S2, S3), plantes bactérisée et inoculée avec 1’un des isolats de V. dahliae ; V (S1, S2, S3), plante

inoculé seulement avec 1’un des isolats de V. dahliae).

Figure 8 : T : Plante témoin ; P : Plante bactérisée avec Pseudomonas (15 jours apreés le test)

Figure 9 : Plantes bactérisées et inoculée avec Figure 10 : Plantes inoculées avec I’un des isolats
I’un des isolats de V. dahliae (S1, S2 ou S3), aprés de V. dahliae (S1, S2 ou S3), apreés 15 jours
15 jours d’inoculation. d’inoculation.
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Figure 11 : Plantes de tomate aprés 21 jours d’inoculation (T, témoin ; P, Pseudomonas seul ; P (S1,
S2, S3), plantes bactérisée et inoculée avec 1’un des isolats de V. dahliae ; V (S1, S2, S3), plante

inoculé seulement avec 1’un des isolats de V. dahliae).

Figure 13 : Plantes bactérisées et inoculée avec ~ Figure 14 : Plantes inoculées avec 1’un des
I’un des isolats de V. dahliae (S1, S2 ou S3) aprés isolats de V. dahliae (S1, S2 ou S3), aprés 21
21 jours d’inoculation. jours d’inoculation.
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L’intensité des altérations foliaires notée sur I’échelle de Beye et Lafaye (1985) a permis de
noter des différences nettes dans les symptomes, entre les plantes témoins inoculées avec 1’'un
des isolats de V. dahliae et les plantes traitées avec la bactérie H1 (figure 34). Aprés 21 jours
d’inoculation, les plantes témoins inoculées avec V1, V2 ou V3 expriment des indices
d’altération de 22, 34 et 22 % respectivement, alors que les plantes inoculées et bactérisées

expriment des indices d’altération plus faibles allant de 7, 20 et 17 %.

35
30
25
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indice d’altération foliaire (%)
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—\]  —\) v3 pvl —pvz —pv3

Figure 15: Sévérité de la maladie des plantes de tomate due a Verticillium dahliae, exprimée en

pourcentage d’altération foliaire, en présence de Pseudomonas sp. (H1).

v1, Plantes témoins inoculées avec 1’isolat S1; v2, Plantes témoins inoculées avec 1’isolat S2 ; v3,
Plantes témoins inoculées avec 1’isolat S3 ; pv1 : Plantes bactérisées et inoculées avec I’isolat S1 ; pv2 :

Plantes bactérisées et inoculées avec I’isolat S2 ; pv3 : Plantes bactérisées et inoculées avec 1’isolat S3.

I11. Discussion et conclusion

Comme dans plusieurs travaux précédents traitant 1’effet antagoniste des P.F sur les
champignons phytopathogénes, la souche bactérienne utilisée dans notre essai in vivo est

présélectionné in vitro (via la technique de la confrontation directe).
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Dans le test in vivo la souche bactérienne H1 a été confrontée avec le pathogéne au niveau d’un
substrat a base de terreau. Cette bactérie s’est montrée apte a limiter la sévérité de la maladie.
En effet, la souche bactérienne s’est montrée capable de retarder 1’apparition des symptomes
chez les plantes de tomate bactérisées. A ce propos, Vandenbergh et al. (1983) et Rmmoorthy
et al. (2002) ont établi que P.F stimulait les mécanismes de défense des plantes en améliorant
leur résistance aux différents phytopathogénes. Uppal et al. (2008) ont noté une réduction
significative de I’incidence de la vertiticilliose sur la culture de la pomme de terre par des

souches de Pseudomonas spp.

Lindberg (1981), Howell et Stipanovic (1979, 1980) concluent que la protection des plantes

assurée par les souches de Pseudomonas est liée a la synthese des antibiotiques.

Il faut noter que la corrélation entre le pouvoir antagoniste d’une souche bactérienne in vitro et
son effet antagoniste in vivo vis-a-vis un champignon phytopathogéne, n’est pas toujours
évidente, les résultats que nous avons obtenus avec la souche H1 sont prometteurs. Defago et
Haas (1990) ont étudié de facon approfondie les mécanismes responsables des effets bénéfiques
enregistrés. Ainsi, des progrés ont été accomplis dans la compréhension de ces mécanismes
grace a l’utilisation de techniques de biologie moléculaire, reposant en particulier sur

I’utilisation de mutants.

Les caractéristiques biologiques du sol sont également déterminantes. En effet, et en absence
du pathogene, une souche de Pseudomonas dont le mode d’action est 1’antagonisme microbien
ne modifiera pas la croissance de la plante bactérisée (Bakker et al., 1986a). Cela a été constaté
dans notre étude, ou la croissance des plants de tomate bactérisées et non inoculées n’était point

améliorée en comparaison avec les plants témoins (ni bactérisées, ni inoculées)

D’autres facteurs tel que 1’état biologique et physico-chimique du sol, Rosenweig et Stotzky
(1979 et 1980), I’¢état physiologique la plante hote, et ’aptitude de la souche a coloniser les
racines ainsi que sa densité dans la rhizosphére (Howie et al., 1987) peuvent conditionner

I’expression antagoniste des souches de P.F et doivent étre pris en considération.

Dans cette partie nous avons testé une seule souche de Pseudomonas, les résultats ont été
encourageants. Les autres souches sélectionnées comme antagonistes in vitro doivent

également étre testé in situ. Pour celles qui s’avéreraient performantes, 1’identification de
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Chapitre Il

I’espéce est nécessaire. Des études ultérieures sur la nature des métabolites impliqués doivent

étre réalisées.
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Conclusion générale

Conclusion générale

Le développement des connaissances en écologie microbienne, en particulier sur les relations
antagonistes entre les microorganismes du sol, a fait naitre I’idée d’utiliser ces

microorganismes pour lutter contre les maladies vasculaires d’origine tellurique.

Jusqu’a présent, malgré de nombreux travaux de recherche dans la lutte contre les maladies
telluriques, les résultats sont loin d’étre satisfaisants car souvent les antagonistes sont

incapables de protéger la plante totalement de la pénétration de ces parasites.

Des connaissances recentes sur les bactéries PGPR ont montré que certaines de ces bactéries
ne se comportent pas seulement en tant qu’antagonistes des pathogénes mais sont capables
d’induire des mécanismes de défense chez les plantes mises en contact avec ces bactéries.

Dans cette optique nous avons d’abord procédé a I’isolement des Pseudomonas fluorescents, a
partir de sols d’oliveraies indemnes de la verticilliose en vue de lutter contre 1’agent

pathogene de cette maladie.

En tout, 18 souches de P.F ont été testées in vitro par la méthode de la confrontation directe,
afin d’évaluer leur pouvoir inhibiteur vis-a-vis V. dahliae. Une variabilité dans le niveau de
I’antagonisme exercé par les souches bactériennes de P.F sur les colonies fongiques a été
notée, tandis que certaines souches ont montré un effet antagoniste extrémement marquée,

d’autres n’avaient montré aucun effet.

En raison de la nature lente des symptdmes sur des plants d’oliviers et du temps limité dont
nous disposions dans le cadre de la préparation du master, le test in vivo est réalisé sur une
autre plante hote du champignon, a savoir la tomate. Le pathogéne est connu pour étre

polyphage et s’attaquant a plusieurs especes de plantes.

La souche de Pseudomonas H1 a été sélectionnée pour le test in vivo. Des racines de plants de
tomate sont inoculées avec le pathogene et bactérises au P.F. Les résultats obtenus montrent
une certaine résistance a la maladie chez les plantes bactérisées. En effet, des symptdmes

moins graves sont observés chez ces derniéres. Leur apparition est retardée.
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Conclusion générale

L’étude que nous avons réalisée ne constitue qu’une premiere étape dans la recherche et
I’étude des PF antagonistes a V. dahliae. Ces travaux doivent se poursuivre en vue de tester in
Vvivo, sur des plants d’oliviers et de tomate, I’ensemble des bactéries sélectionnées in vitro. On

pourrait tester aussi I’effet combiné de plusieurs souches.

D’autres sols restent également a prospecter, a fin peut étre de trouver d’autres souches plus

performantes.

L’étude des effets bénéfiques des Pseudomonas spp. fait appel a des domaines de compétence
tres divers (pédologie, génétique physiologie, biochimie...etc) qui, associés, vont permettre
de réaliser des progres substantiels dans la connaissance des mécanismes et des conditions
d’expression des effets bénéfiques et ouvrir des nouvelles perspectives dans le domaine de la
lutte biologique contre les maladies vasculaires en général et contre la verticilliose de 1’olivier

en particulier.
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Tableau 1 : Analyse de variance pour la croissance mycélienne des isolats de Verticillim dahliae confrontés aux Pseudomonas spp. fluorescents

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.

VAR.TOTALE 111,194 143 0,778
VAR.FACTEUR 1 0,572 2 0,286 8,929 0,00034
VAR.FACTEUR 2 62,968 15 4,198 131,126 0
VAR.INTER F1*2 44,582 30 1,486 46,419 0
VAR.RESIDUELLE 1 3,073 96 0,032 0,179 4,96%
Test de Newman — Keuls (5%)
Tableau 2 : Facteur 1 — Isolats de Verticillium dahliae

F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES

2.0 Isolat2 3,669 A

1.0 Isolatl 3,64 A

3.0 Isolat3 3,523 B
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Tableau 3 : Facteur 2 — Souches de Pseudomonas spp. fluorescents

MOYENN

F2 LIBELLES ES GROUPES HOMOGENES

1.0 témoin 5,3 A

5.0 H6 4,6 B

6.0 R1 4,356 C

14.0 M4 3,933

7.0 R2 3,667 E

16.0 M6 3,644 E F

4.0 H5 3,633 E F

11.0 R6 3,589 E F

8.0 R3 3,478 E F G

2.0 H1 3,411 F G H
10.0 R5 3,367 G H
13.0 M2 3,222 H
3.0 H4 3,122

15.0 M5 2,956

9.0 R4 2,922

12.0 M1 2,567 K
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