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Résumé

Description du sujet : Suite aux probléemes écologiques et de santé suscités par les produits chimiques, la lutte
biologique devient I’'une des méthodes alternatives la plus prometteuse.

Objectifs : Notre travail consiste a montrer les potentialités antagonistes in situ et in vitro de deux souches
rhizobactériennes de Pseudomonas fluorescens dans la bioprotection du pois vis-a-vis de la fusariose vasculaire.

Méthodes : L’effet antagoniste des rhizobactéries vis-a-vis de ’agent pathogéne a été évalué en déterminant
I’inhibition de la croissance mycélienne et de la germination conidienne (in vitro), la sévérité de la maladie et
I’AUDPC (Area Under the Disease Progress Curve) (in situ).

Résultats : Les tests d’antagonisme in vitro ont révélé des activités inhibitrices des deux souches bactériennes
allant de 2% a 57% en croissance mycélienne et de 6% & 97% en germination conidienne. Les essais
d’application in situ, réalisés sous serre, ont mis en évidence des effets de biocontréle importants induisant une
régression de I’expression de la maladie de 19,29% a 86,82%.

Conclusion : L’évaluation de la progression de la maladie durant le temps d’expérimentation calculée (AUDPC)
a été significativement réduite chez les traitements bactérisés, comparés aux témoins.

Mot clés : Fusarium oxysporum f.sp. pisi, Pseudomonas fluorescens, PGPR, Pisum sativum, Biocontrdle.

TRACHEOMYCOSIS BIOCONTROLBY PGPR:
CASE OF PEAFUSARIUMWITHPSEUDOMONAS FLUORESCENS

Abstract

Description of the subject: As a result of ecological and health problems caused by chemicals, biological
control is becoming one of the most promising alternative methods.

Objectives: Our work consists in showing the in situ and in vitro antagonistic potentialities of two rhizobacterial
strains of Pseudomonas fluorescens in the bioprotection of peas against vascular fusariosis.

Methods: The antagonistic effect of the rhizobacteria on the pathogen was evaluated by determining the
inhibition of mycelial growth and conidial germination (in vitro), the severity of the disease and the AUDPC
(Area Under the Disease Progress Curve) (in situ).

Results: The in vitro antagonism tests revealed inhibitory activities of the two bacterial strains ranging from 2%
to 57% in mycelial growth and from 6% to 97% in conidial germination. The in situ trials under greenhouse
demonstrated significant biocontrol effects reducing of the disease’s expression from 19.29% to 86.82%.
Conclusion: The evaluation of the disease’s progression over the calculated experimental time (AUDPC) was
significantly reduced in bacterialized treatments compared to controls.

Key words: Fusarium oxysporum f.sp. pisi, Pseudomonas fluorescens, PGPR, Pisum sativum, Biocontrol.
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INTRODUCTION

Le pois (Pisum sativum L.) est considéré
comme la deuxiéme Ilégumineuse la plus
cultivée dans le monde [1]. C’est une culture a
grains qui a été largement cultivée comme
source de protéines pour la nutrition animale et
humaine depuis plusieurs siécles. Cette culture
revét une importance économique mondiale,
toutefois, les rendements sont généralement
réduits par des contraintes abiotiques et
biotiques [2].

La fusariose vasculaire causée par Fusarium
oxysporum f.sp. pisi (Fop), représente I’un des
principaux facteurs limitant l'augmentation et
la stabilisation des rendements du pois, causant
de graves pertes dans tous les pays ou le pois
est cultivé [3]. Les symptdmes typiques de
cette trachéomycose s’expriment par un
flétrissement, un jaunissement des feuilles
suivis par le desséchement et/ou la mort de la
plante [3, 4 et 5].

Depuis des décennies nous assistons, dans les
pratiques agricoles, 1’association systématique
des intrants chimiques (fertilisants et
pesticides). Il est ainsi admis que la protection
des cultures contre les agents nuisibles et
parasites, souvent a titre préventif, fait appel a
un arsenal de spécialités chimiques qui
demeure tres diversifie. Certainement, les
maladies d’origine fongique, en raison de leurs
caractéristiques étiologique et
épidémiologique, occupe les premiers rangs en
imposant 1’'usage d’une grande variété de
fongicides a tous les stades de culture, de la
semence au stockage des produits récoltables.
Une telle dépendance, méme si c’est
relativement efficace, il en est des
conséquences désastreuses sur les équilibres
écologiques et microbiens, en plus des dangers
sur la santé du consommateur et les
conséquences de la pollution chimique.

Face aux méfaits des pesticides chimiques, tant
reconnus et prouvés, le monde tente de trouver
d’autres alternatives ou la lutte contre les
maladies devrait se réaliser avec moins
d’intrants chimiques, tout en encourageant les
pratiques d’une agriculture durable et
biologique. Dans ce contexte, les techniques de
lutte biologique recoivent de plus en plus
d’intérét et sont plus sollicitées.

Parmi les agents les plus exploités en lutte
biologique vis-a-vis des fusarioses vasculaires,
les rhizobactéries PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria),
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ont été reconnues comme des agents potentiels
de biocontrole [6]. Les effets bénéfiques des
rhizobactéries sont liés a leur position
stratégique a I’interface sol-racine. En effet, le
rhizoplan et la rhizophére sont le siége
d’échanges intenses et réciproques entre la
plante et le milieu environnant [7].

Une grande diversite existe parmi les
rhizobactéries, mais 1’intérét s’est surtout porté
sur les especes ayant la capacité d’assurer une
protection biologiques des plantes vis-a-vis
d’autres microorganismes phytopathogénes
tels que les Pseudomonas fluorescents.
L’objectif du présent travail est de mettre en
évidence les potentialités antagonistes de deux
souches de Pseudomonas fluorescens (F21 et
BB10) vis-a-vis de deux souches de la race 2
de Fop (Fusarium oxysporum f.sp. pisi) (Argl
et Arg3), en interaction avec quatre génotypes
de pois.

MATERIEL ET METHODES
1. Matériel biologique

Les expérimentations ont été réalisées in
vitro par I’utilisation des souches bactériennes
BB10 et F21 face a deux souches de Fop (Argl
et Arg3), et in situ les tests ont été réalisés en
interaction avec les génotypes de pois (G1, G2,
G3 et G4) sous serre en verre dans des
conditions semis-contrdlées (Tableau 1).

2. Antagonisme in vitro
2.1. Inhibition de la croissance mycélienne

Le test de D’activité inhibitrice a été
réalisé sur trois milieux gélosés: (i) Milieu
KB, favorable au développement des bactéries,
(if) Milieu PDA, favorable au développement
du champignon, (iii) Milieu mixte (1/2 KB
+1/2 PDA).

L’évaluation de I’action inhibitrice a été testée
selon la méthode des spots [8], qui consiste a
mettre en périphérie des disques de papier
Wathman stérile (0,5 cm de diamétre),
imprégnés d’une suspension bactérienne de 24
h (10° CFU/mI). Au centre de la boite nous
déposons un disque mycélien de 0,5 cm de
diamétre d’une culture fongique de 7 jours.

Le taux d’inhibition est calculé aprés 7 jours
d’incubation a 25°C, relativement a la
croissance mycélienne maximale enregistrée
chez les témoins représentés uniquement avec
les cultures cryptogamiques pures.
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Tableau 1: Matériel biologique utilisé
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Matériel végétal e  Génotypel (G1) (résistant) IAS-CSIC, Cordoba, Spain
e  Génotype2 (G2) (moyennement résistant)
e  Génotype3 (G3) (sensible)
e Génotype4 (G4) (sensible) ITGC (Algérie)
Souches bactériennes de e BBI10 Laboratoire de Protection et de
Pseudomonas fluorescens e F21 Valorisation des Ressources
Agrobiologiques, Algérie
Souches fongiques e Argl (Race 2) Laboratoire de Protection et de
phytopathogéne de Fop e Arg3 (Race 2) Valorisation des Ressources
Agrobiologiques, Algérie
2.2.  Inhibition de la germination 3.1. Paramétres étudiés
conidienne

Les essais ont été effectué dans les trois
milieux de culture a 1’état liquide (KB, PD et
mixte), avec les deux isolats de Fop (Fop
Argl, FopArg3).

L’évaluation des activités inhibitrices de la
germination conidienne a été menée selon une
méthode qui consiste a mettre 1ml de la
suspension  bactérienne  antagoniste  (10°
CFU/ml), 24 h avant [Dintroduction d’un
volume identique de la suspension conidienne
(5x10°conidies/ml). Les témoins sont préparés
dans les mémes conditions, mais sans les
souches bactériennes [9].

Pour évaluer D’inhibition de la germination
conidienne, nous avons calculé le rapport entre
la germination des conidies de Fop ayant été
confrontées aux souches bactériennes et la
germination moyenne des témoins incubée
sans bactéries.

3. Antagonisme in situ

Au stade végétal de deux a trois nceuds,

la bactérisation des plantes a été pratiquée avec
I’une des deux suspensions bactériennes BB10
ou F21 (10° CFU/mI), suivie 24h aprés par
I’inoculation fongique avec 1’'une des deux
suspensions de Fop (5%10° conidies/ml). Donc
les interactions étudiées sont les suivantes :
(FopArgl-BB10, FopArgl-F21, FopArg3-
BB10 et FopArg3-F21). L’inoculation
fongique s’est effectuée selon la méthode
d’immersion racinaire dite «trimmed root
dipping » [10].
Les témoins sains (T-) sont inoculés
uniquement avec de I’eau distillée stérile. Les
témoins positifs (T+) sont inoculés avec
chacune des suspensions fongiques selon les
interactions. Les plantules sont laissées en
observation sous serre en verre pendant 30
jours, dans des pots de 20g contenant de la
perlite stérile.
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Plusieurs travaux portant sur 1’étude de
la fusariose vasculaire du pois considere la
sévérité de la maladie et I’AUDPC en tant que
parameétres distinctifs [11, 12, 13]. Pour le
suivi de la maladie, nous avons calculé la
sévérit¢ et I’AUDPC selon cing niveaux
symptomatiques typiques de la fusariose (1-
sain; 2- début de jaunissement; 3-
jaunissement total ; 4- début de flétrissement ;
5- flétrissement total) [5] (Fig. 1).

1

Figure 1 : Echelle de suivi du développement
de la maladie [5].

3.1.1. Sévérité de la maladie
Sh=[AXT)+2Xf2)+BXf)+(4X
f4) + (5 X 5)] / f
S (%) : Taux de sévérité de la maladie, f;: Nombre
de feuille de chaque niveau symptomatique.

3.1.2. AUDPC

L’AUDPC permettra d’évaluer la
progression de la maladie durant la période
d’expérimentation, c’est a dire le temps de
suivi et de déroulement de I’expérimentation.

AUDPC = Z [(Xi + Xi+1)/2] * (ti+1 - t)
Avec : x;: Sévérité de la maladie au temps i,
Xi+1: Severité de la maladie au temps i+1, ti. —
t : Nombre de jours entre i et i+1.

4. Analyses statistiques

L’analyse des résultats a été basée sur
I’analyse de la variance (ANOVA) entre les
traitements expérimentés.
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Dans le cas de différences significatives, la
comparaison est établie selon le test de
Newman-Keuls au seuil du risque d’erreur de

5%, pour déterminer leurs amplitudes
significatives [14].
RESULTATS
1. Antagonisme in vitro
La croissance mycélienne et la

germination conidienne, lors de I’interaction
avec les deux bactéries antagonistes sur les
trois milieux étudiés, sont inférieures aux
valeurs enregistrées chez les témoins (Fop
Argl, Fop Arg3) (Fig. 2). Concernant
I’inhibition de la germination conidienne, il
apparait que les deux souches ont montré des
niveaux rapproches,
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néanmoins dans certains cas la souche F21 a

montré plus d’action antagoniste que la souche
BB10 (Fig. 2).

2. Antagonisme in situ

Chez la plupart des génotypes étudiés
I’expression de la protection bactérienne est
tres apparente. D’aprés les résultats, nous
constatons que la bactérisation des génotypes
de pois avec les deux souches bactériennes
(F21 et BB10) en interaction avec Fop (Argl et
Arg3), a permis de réduire 1’évolution de la
maladie en comparaison avec les témoins
(Argl et Arg3). Les valeurs de I’AUDPC les
plus faibles sont enregistrées chez les
génotypes G1 et G2.Les valeurs les plus
élevées sont observées chez G3 G4 (Fig.3).

'\
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Fop l\‘igJ )('gl

Figure 2 : Activités antagonistes des deux souches de Pseudomonas fluorescens BB10 et F21 vis-a-vis
des deux souches de Fusarium oxysporum f.sp. pisi. a) Exemples des activités antagonistes des deux
souches de Pseudomonas fluorescens BB10 et F21 vis-a-vis des deux souches de Fusarium oxysporum
f.sp. pisi (Fop) sur milieu PDA. b) Inhibition de la germination conidienne de Fop Argl par les deux

souches antagonistes (Pf BB10 et Pf F21).
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Figure 3 : AUDPC des quatre génotypes étudiés
a: Fop Argl, Fop Argl - F21, Fop Argl - BB10, b: Fop Arg3, Fop Arg3 - F21, Fop Arg3 - BB10
Les valeurs suivies de la méme lettre appartiennent au méme groupe homogene au risque a < 0,05 ; I’analyse de
variance étant significative, la comparaison des moyennes a révélé I’existence de quatre groupes homogeénes (a, b, c, et d).

DISCUSSION

Les résultats obtenus a partir des tests

d’inhibition de la croissance mycélienne et de
la germination conidienne des deux souches de
Fop (Fop Argl et Fop Arg3), ont montré que
Pseudomonas fluorescens BB10 et F21
inhibent  considérablement  les  agents
fongiques. Nous pouvons attribuer 1’activité
antagoniste exercée par les deux souches
bactériennes, a la synthése des métabolites
secondaires particuliers [15, 16]. Il est a noter
que les souches bactériennes BB10 et F21 sont
connues par la synthése de divers métabolites a
effet antagonistes et méme antibiotiques [17,
18].
Le pouvoir antagoniste observé chez les
Pseudomonas est attribué en partie aux
sidérophores produits par ces bactéries [19].
Toutefois, d’aprés nos résultats sur le milieu
PDA, qui ne favorisent pas la production du
pigment fluorescent, ces souches bactériennes
exhibent des activités antagonistes
importantes.
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Ceci peut s’expliquer par I’implication d’autres
mécanismes d’action, en montrant que la
fluorescence, signe de  synthése de
sidérophores,  n’est pas  subordonnée
obligatoirement a D’activité antagoniste. Des
constatations similaires ont été révélées dans
plusieurs travaux avec des essais en milieux
non carencés en fer [17, 20, 21, 22, 23].

Les résultats obtenus dans le test de
biocontrdle in situ, concordent avec ceux déja
obtenus dans des travaux antérieurs [18, 21,
22]. Ces essais montrent I’effet bénéfique des
Pseudomonas spp. fluorescents en tant
qu’agent de biocontréle contre les pathogenes
telluriques [17, 19, 24]. L’action des bactéries
est plus apparente chez les génotypes sensibles
que chez les génotypes résistants ou
moyennement  résistants, les mécanismes
d’action qui refletent I’activité de bioprotection
s’expriment surtout en conditions défavorables
(chez les génotypes sensibles). Ces mémes
génotypes, en I’absence des bactéries, ont
exprimé des niveaux de résistance naturelle a
cette maladie [25].
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En comparant les résultats de I’AUDPC, nous
constatons que les génotypes ayant les valeurs
les plus élevés sont G3 et G4, considérés
comme les génotypes les plus sensibles. Les
génotypes a valeurs d’AUDPC les plus faibles
sont Glet G2 qui représentent les plus
résistants.

Les Pseudomonas spp. fluorescents ont été
étudies comme agents potentiels de lutte
biologique contre la fusariose du pois. Ces
bactéries doivent avant tout coloniser la
rhizosphére concernée. Cette colonisation
impligue un chimiotactisme envers les
exsudats racinaires, une adsorption des
microorganismes sur les racines, et enfin une
compétition pour les substrats nutritifs
présents. Cette seule colonisation peut
entrainer une occupation de sites suffisante
pour empécher la croissance d’autres micro-
organismes, dont le pathogéne responsable de
la fusariose du pois [26].

CONCLUSION

Le biocontréle a permis de réduire la
séveérité de la maladie, avec une conséquence
positive directe sur la diminution des valeurs
de ’AUDPC enregistrées dans les traitements
bactérisés. En effet, les essais in vitro, ont
montré un effet antagoniste notable sur la
croissance mycélienne et la germination
conidienne du pathogene. L’application in situ
confirme davantage les actions antagonistes
des deux souches de Pseudomonas
fluorescents BB10 et F21 vis-a-vis de 1’agent
fusarien Fop en interaction avec les quatre
génotypes de pois. Par ces résultats, nous
constatons un role protecteur des deux souches
bactériennes antagonistes envers les plantes de
pois vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp.pisi.
Les pressions sociales en vue de diminuer
l'utilisation des pesticides en agriculture
accentuent la demande pour des produits

biologiques aptes a réduire 1’action des
agents phytopathogénes. Il devient donc
important de développer les différentes
méthodes de lutte  biologique  par
I'utilisation d'organismes antagonistes,
afin  de  réduire les effets des
phytopathogenes et de  favoriser la
croissance et la santé des plantes.
L’utilisation des PGPR, permet de réduire
I’effet des agents phytopathogeénes, et

permet ainsi de diminuer [l'utilisation des
pesticides, ce qui devrait encourager les
efforts des recherches dans ce domaine.
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Afin de mieux maitriser la complexité de ces
interactions, il faut développer des études
permettant, d’une part, de mesurer, dans un
méme  systeme  plante/micro-organismes,
I’importance de chacun des mécanismes
d’action des Pseudomonas, d’autres part,
analyser le comportement d’une souche
donnée dans différentes rhizosphéres. Ces
travaux permettront de relier 1’ensemble des
mécanismes (colonisation, antibiose,
meétabolites) dont D’intégration  pourrait
améliorer 1’efficacité des agents de luttes
biologique.
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