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Résumé

Etude de la faculté suppressive d’un sol au
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici race 1, agent causal de
la flétrissure fusarienne de la tomate

Résumé

Cette étude vise a évaluer le pouvoir antagoniste des microorganismes d’un sol, vis-a-vis au Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici, agent responsable de la flétrissure fusarienne de la tomate. Une soixantaine
de microorganismes ont été isolés a partir de la rhizosphére d’un sol ol la maladie ne s’est pas exprimée
au niveau d’une serre cultivée de tomate. Différentes techniques d’isolement ainsi que quatre milieux
de culture spécifiques et de routine ont été employés pour cette fin. Le résultat des isolements nous a
permis d’obtenir 11 actinomycetes, 14 bactéries et 5 isolats de champignons. Par la suite, des tests de
confrontation directe entre les différents types de microorganismes sélectionnés et I’'agent causal ont
été effectués. L’estimation du pouvoir répressif de chaque isolat a été évaluée par la mesure du
diametre de chaque colonie en confrontation. L’'analyse statistique des résultats des différentes
mesures révele que l'actinomycete Adg, repiqué sur le milieu gélose nutritif a un effet antagoniste
important et montre un pouvoir inhibiteur significatif vis-a-vis du champignon pathogene et qui est
estimé a 79,28%. Notre sol peut étre considéré comme assez suppressif a I'égard de la maladie du
Fusarium wilt.

Mots clés : Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, microorganismes antagonistes, rhizosphere, lutte

biologique, sols suppressifs, tomate.



Résumé

Study of the suppressive ability of a soil to
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici race 1, causative agent of
Fusarium wilt of tomato

Abstract

This study aims to evaluate the antagonistic power of soil microorganisms against Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici, causative agent of Fusarium wilt of tomato. About sixty microorganisms were isolated
from the rhizosphere of a soil where the disease was not expressed in a tomato greenhouse. Different
isolation techniques as well as four specific and routine culture media were used for this purpose. The
result of the isolations allowed us to obtain 11 actinomycetes, 14 bacteria and 5 fungal isolates.
Subsequently, direct confrontation tests between the different types of microorganisms selected and
the causal agent were carried out. The estimate of the repressive power of each isolate was evaluated
by measuring the diameter of each colony in confrontation. Statistical analysis of the results of the
various measurements reveals that the actinomycete Adg, subcultured on the nutrient agar medium has
a significant antagonistic effect and shows a significant inhibitory power against the pathogenic fungus,
which is estimated at 79.28%. The soil studied can be considered quite suppressive to Fusarium wilt
disease.

Keywords: Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, antagonistic microorganisms, rhizosphere, biological
control, suppressive soils, tomato.
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Introduction

La tomate (Solanum lycopersicum L.) occupe une place importante dans la production
agricole algérienne. Les surfaces cultivées sont actuellement autour de 39 400 hectares avec 22
500 ha en tomate fraiche et 16 900 ha en tomate industrielle. La production nationale est estimée

a environ 19 millions de tonnes. (Bayer: https://www.cropscience.bayer.dz/fr-

dz/cultures/tomate.html)

Malgré son importance nutritive et économique, il y’a un manque accru dans la
production de la tomate. Ceci est dd, essentiellement, aux agents phytopathogenes qui causent
des maladies plus ou moins graves sur cette plante (Balanchard, 1992). Les fusarioses figurent
parmi les maladies fongiques les plus importantes de la tomate en provoquant des pertes

économiques considérables du point de vue rendement (Khiat et Guerfi, 2018)

La fusariose est une maladie causant le flétrissement ou la pourriture des racines et des
collets des plantes. Parmi les fusarioses, la flétrissure fusarienne (Fusarium wilt), causée par
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, est I'une des maladies les plus dévastatrices de la culture

de la tomate a travers le monde.

Les microorganismes pathogénes et surtout les champignons telluriques, sont difficiles a
contréler, parce qu’ils peuvent survivre dans le sol pour de longues périodes (Tschen, 1985).
Pour lutter contre ces maladies cryptogamiques et surtout le genre Fusarium qui attaque la
tomate ; la lutte biologique est I’une des méthodes prometteuses, qui est moins dépendante des
produits chimiques et plus respectueuse a I’environnement. Elle consiste en 1’utilisation des

microorganismes antagonistes contre les maladies cryptogamiques.

La recherche de nouvelles méthodes de lutte contre les maladies telluriques a de ce fait
pris beaucoup d’importance de nos jours. Différentes methodes ont été utilisées pour lutter contre
la fusariose de la tomate. La lutte chimique, par la désinfection du sol a 1’aide de fongicides,
marque beaucoup d’inconvénients suite a Ses effets néfastes sur ’environnement et la santé
humaine. De ce fait, le recours a des méthodes propres est d’une importance capitale. Dans ce
contexte, la lutte biologique par I’utilisation de microorganismes antagonistes, (Trichoderma
harzianum, Pseudomonas spp., Fusarium oxysporum non pathogéne et les extraits de compost)

représente une solution intéressante.

Notre travail s’inscrit dans un cadre de lutte biologique suite a I’essai de la sélection de
certains microorganismes du sol, comme agents antagonistes au Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici.
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Introduction

A cet effet, notre document sera structuré en quatre parties :

- Une partie bibliographique qui comprend trois chapitres présentant des
informations compilées sur la maladie ; son agent causal et certains concepts sur le biocontrole et
les sols suppressifs.

- Une deuxieme partie qui porte sur I’expérimentation et la méthodologie appliquée
pour I’atteinte de nos objectifs.

- La troisieme partie expose les résultats obtenus et leur interprétation.

- Enfin une conclusion et des perspectives.
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Etude bibliographique le biocontréle et sols résistants

La culture de la tomate (Solanum lycopersicum L.) est sujette a divers probléemes
phytosanitaires qui entravent son développement et son extension. Elle peut étre victime de
plusieurs pathologies fusariennes au nombre desquelles figure la fusariose vasculaire. Cette
pathologie a souche fongique et particulierement dommageable affecte la croissance végétative
de la tomate. Egalement appelée la flétrissure fusarienne, elle est généralement observée sous les

climats tropicaux ou subtropicaux (Laurent, 2012).

I. Laflétrissure fusarienne (Fusarium wilt)

L’agent causal de la fusariose vasculaire de la tomate est un champignon du genre
Fusarium dénommé Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, en abrégé Fol (Laurent. 2012). Ce
champignon a été décrit pour la premiere fois en Angleterre en 1895 et a depuis été trouvé dans
plus de 40 pays (Correll et al. 2014). Il provoque des lésions graves a toutes les phases de la
croissance de la tomate (Faheed et al., 2005). L’agent pathogéne responsable se conserve et

persiste dans le sol a grande profondeur (80 cm) (Duval, 1991).

I.1. Les symptdmes externes de la maladie

L'espece fongique indigene s'infiltre dans la plante par ses racines, infectant rapidement
les tissus ligneux et entrainant la mort de la plante (Blancard, 1997). La maladie progresse
rapidement, les membres atteints se flétrissant brusquement comme s'ils étaient dus a la
déshydratation, également connue sous le nom de flétrissement rapide. Bien qu'elles conservent
la chlorophylle, les feuilles séchées prennent une teinte gris verdatre (Laterrot et al., 1978).
Ensuite, les feuilles jaunissent de la base vers le haut, avec une nécrose partielle ou totale du
limbe et un éclaircissement visible le long des nervures (Messiaen, 1981). La tige de la plante
atteinte développe une dépression longitudinale de couleur brune partant du collet et se déplacant

unilatéralement vers le haut (Bouhot, 1972)

I.2. Les symptémes internes de la maladie

Lorsqu'une plante est malade, les tissus des vaisseaux conducteurs pres du cortex vert et
de la partie ligneuse prennent une teinte brune lorsqu'ils sont coupés longitudinalement. De plus,
lorsque le tissu est sectionné, des fragments brun foncé contenant des mycéliums peuvent

également étre présents.

)



Etude bibliographique le biocontrdle et sols résistants

Figure 1 : ( A) Symptomes de la maladie du Fusarium wilt chez un plant de tomate ( Solanum
lycopersicum L.) cultivé presque a maturité dans des conditions de terrain. ( B) Brunissement

vasculaire dans la tige d'un plant de tomate (Karthika et al. 2020).
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I1. Les moyens de lutte

Une fois installé dans le sol, ce champignon tellurique ne peut étre éradiqué avec 1I’emploi
simple des fongicides de synthése. Ainsi, la lutte curative n’a pas une efficacité si la maladie a déja
hébergée les tissus de la plante (semences ou tissus vasculaires). En réalité, I'utilisation des variétés
assez résistantes et 1’amélioration génétique des organismes semblent étre les moyens les plus
efficaces pour éviter le développement de 1’agent phytopathogénes (McGovern, 2015). En Algérie, il
existe peu de variétés fixes de tomate a I’image de Rio grande, Elgon, Castlong, Heintz 1350, Pico
De Aneto, Sabra et Giaron (ITCMI, 2018). D’une part, le profil génétique réel de ces variétés
demeure méconnu pour caractériser celles qui sont résistantes a la fusariose ou encore améliorer et
créer des génotypes recherchés. D’autre part, 1’indisponibilité de ces variétés aux agriculteurs locaux
incite le recours continuel a plusieurs hybrides non résistants de caractere phénotypique récessif et

instable sur les générations consécutives.

D’autres approches de lutte s’avérent prometteuses. Les sols dits suppressifs sont consideres
comme des moyens de lutte préventive trés efficace contre la fusariose car ils hébergent parfois des
souches saprophytes fongiques ou bactériennes qualifiées (De Corato, 2020). Néanmoins, cette
méthode nécessite une verification méta-génomique sériecuse du sol afin d’éviter I’existence d’autres

organismes indésirables.
II.1. La lutte biologique :

Il s’agit d’un ensemble de procédés exploitant la relation de concurrence ou d’antagonisme
existant entre le parasite et leurs ennemies naturels ou leurs produits de sécrétion, en vue d’empécher
ou de minimiser les dommages ainsi que |’abondance des agents phytopathogénes sans
nécessairement les détruire par la suite, en s’appuyant sur une stratégie de défense écologique et
durable. Parmi les microorganismes expérimentés avec succes, a 1’égard des maladies d’origine
tellurique, les Pseudomonas spp. fluorescents et les Fusarium non pathogénes qui occupent une place
de choix (Benchabane, 2005), d’ou ils entrent en en compétition pour les nutriments et la
colonisation racinaire avec des souches de F. oxysporum pathogénes (Alabouvette et al., 2006). Les
microorganismes peuvent exercer une activité antagoniste selon différents mécanismes incluant la
compétition, les interactions directes cellule a cellule, I'antibiose, la dégradation des signaux de
quorum sensing (QS), et les actions sur la résistance de I'hote. La lutte biologique contre les maladies
fongiques par des agents microbiens semble étre une excellente option, car les effets néfastes
secondaires sur I'environnement peuvent étre nulle ou minime, en plus de I'avantage d'étre en mesure
d'exporter des produits a I'étranger sans restriction par rapport a l'utilisation de produits chimiques.
L'inhibition des pathogénes par des souches bactériennes rhizosphériques est considérée comme un

mécanisme indirect de favoriser de la croissance des plantes.
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I. Généralités sur le genre Fusarium

Link a été le premier a décrire avec précision le genre Fusarium en 1809. Le nom de ce
genre est dérivé du mot latin "fusus”, qui signifie fuseau, en raison de la forme de ses
macroconidies en forme de fuseau et cloisonnées. Fusarium est classé dans la division des

ascomycetes et la famille des Nectriaceae.

Le genre Fusarium regroupe des champignons anamorphiques qui se reproduisent de
maniére asexuée via des conidies, présentant des formes et une organisation variables (Jeunot,
2005). D'autres especes du genre sont des téléeomorphes, se reproduisant sexuellement (Nelson et
al, 1983). Ces champignons sont connus pour leur capacité a produire des mycotoxines, des
métabolites secondaires toxiques qui augmentent l'incidence des maladies dans la production
agricole (Siou, 2013). Les mycotoxines peuvent étre nocives pour I'homme et I'animal, voire

cancérigenes ou neurotoxiques (SRAL Auvergne, 2010).

Fusarium, un genre de micro-organismes, sont principalement des agents pathogenes des
plantes. 1ls sont connus pour causer la fusariose chez de nombreuses plantes. Les Fusarium sont
connus pour causer la pourriture des racines, des tiges et des fruits et pour décomposer les

systémes vasculaires, (Trenholm et al. en 1988).

D’autres espéces (F. solani, F. moniliforme) sont impliquées dans des infections

systémiques (Guarro et Gene, 1992).

Les espéces de Fusarium oxysporum se caractérisent par une large gamme de plantes
hotes et la plupart des souches pathogenes de F. oxysporum envahissent le systeme vasculaire de
ces plantes et présentent une spécificité parasitaire, c'est -a-dire que 1’espéce ne peut attaquer

qu’un hote déterminé (Ozenda, 1990).

I.1. La taxonomie

Wollenweber et Rincking (1935) ont placé ’espéce oxysporum dans la section "Elegans”
qu’ils ont subdivisé en 03 sous-Sections, en se basant sur la forme et la taille des spores et sur les

caracteres culturaux (Ghomari, 2009).

Dés 1940, toutes les especes de la section « Elegans » sont rassemblées dans une seule
espéce Fusarium oxysporum, par Synder et Hansen, a laquelle, Synder et al., adjoignent le
cultivar "redolens" en 1957 (Ghomari, 2009).

)
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Parmi les champignons, agents de maladies vasculaires, ceux appartenant au genre
Fusarium sont les plus fréquents et les plus dommageables pour les cultures (Nelson et al., 1981
; Messiaen et al., 1991 ; Bounaga, 1985).

Aprés sa premiére description par Link en 1809, le genre Fusarium a fait I'objet de
nombreuses investigations taxonomiques (Booth, 1984). Le genre Fusarium, qui appartient au
groupe des Tuberculariaceae, a été découvert et défini par Appel et Wollenweber en 1910. Des
macroconidies, en forme de croissant caractéristique, sont produites par ce groupe (Messiaen et
Cassini, 1968).

Wollenweber a passé 25 ans a élucider la systématique de Fusarium, a la fois de maniére
indépendante et en collaboration avec Appel et Reinking. La conférence internationale tenue a
Madison en 1924 a approuvé cette systématique, et elle a été encore renforcée par la publication
du premier manuel clé d'identification des especes de Fusarium. Ce manuel a permis d'identifier

143 espéces de Fusarium, qui ont été classées en 16 sections. (Messiaen et Cassini, 1968).

Dés 1935, la systématique de Railo remettait en question la systématique de Wollenweber

en ce qui concerne les distinctions spécifiques, mais en reconnaissant la valeur des sections.

En 1940, Snyder et Hansen formulérent les mémes objections, et en 1945, le genre
Fusarium se trouve réduit a 9 espéces (Messiaen et Cassini, 1968 ; Booth, 1975). De toutes les
especes du genre Fusarium que 1’on rencontre dans le sol, c’est ’espéce F. oxysporum qui est la

plus répandu (Mayer, 1967).
La classification du genre fut basée essentiellement sur :
-Les caracteres culturaux (aspect du mycélium aérien, pigmentation des thalles);
-Les caractéristiques des spores (forme, taille, septations,.....) et des organes sur lesquels

elles sont formées (Bouhot, 1981);

-Les caractéristiques des organes fructiféeres qui donnent éventuellement naissance aux

spores (sporodochies et pionnotes) ;
-La présence ou I’absence de sclérotes

L’espece se distingue par la production de microconidies rassemblées en fausse téte a
partir de monophialides courts (Burgess et Liddell, 1983). Seule la reproduction asexuée est
connue chez cette espéce, ce qui la place dans le groupe des deutéromycetes (champignons

imparfaits).

)
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En fait, Fusarium oxysporum est un des deutéromycetes telluriques appartenant a la

classe des hyphomycétes et a la famille des tuberculariacées.

Par ailleurs, certaines espéces de Fusarium possedent une forme parfaite (Hyphomyces,

Gibberalla, Nectaria, Calonectaria).

Aujourd’hui et grace a [l’utilisation des techniques de la biologie moléculaire, la
systématique des Fusarium a considérablement évolué et ces derniers sont considérés comme les

formes asexuées de plusieurs especes d'Ascomycetes.

I1. L’espéce Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum est considéré comme Ascomycete proche du groupe
téléomorphiquen Gibberella que Nectria (D1 Pietro et al., 2003, Michielse et Rep, 2009) et ayant

plus de 120 formae speciales

IL.1. Position systématique

e Reégne: Fungi

e Division : Ascomycota

e Classe : Hymenoascomycétes

e Sous-classe : Pyrenomycetideae
e Ordre : Hypocreales

e Famille: Nectriaceae

e Genre: Fusarium

e Espéce: F. oxysporum

e Téléomorphe : Gibberella

I11.2. Fusarium oxysporum phytopathogénes

Les champignons Fusarium, en particulier les especes oxysporum, sont connus pour étre
les champignons les plus nocifs pour les cultures économiquement importantes. Les recherches
scientifiques d'Armstrong et d'Armstrong révelent qu'ils sont hautement phytopathogenes. En
conséquence, ils provoquent de nombreuses maladies, telles que la fusariose, la trachéomycose,

la nécrose et la fonte des semis, ( Fravel et al. en 2003).

Fusarium oxysporum est caractérisé par un degré élevé de spécificite d'hote, appelé
«forma specialis» (Dommergues et Mangenot, 1970). Ce champignon a la capacité de survivre
en tant que saprophyte dans des conditions difficiles (comme [I'hiver) en produisant des

chlamydospores ou en développant des hyphes sur des résidus organiques, tels que des débris
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végétaux (Burgess et al., 1994). Cette caractéristique en fait une source importante de

contamination dans les champs agricoles, (Schaafsma et al. 2001).

La propagation des spores par le vent ou les insectes sert de moyen supplémentaire de
contamination, (Sutton, 1982). Différentes races sont identifiées en fonction de leur puissance
sur différents cultivars d'un hdte donné. Par exemple, trois races de Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici ont été identifiés dans des plants de tomates, (McGrath et al., 1987 ; Stall, 1962) :
- La race 1, la plus cosmopolite, initialement décrite en 1886 (Booth, 1971)

- La race 2, découverte en 1945 a Ohio (Alexander et Tucker, 1945).

- La race 3, observée en Australie en 1978 (Gratttidge et O’Brien, 1982) et
successivement rapportee aux Etats unis: Californie (Davis et al, 1988), Floride (\olin et Jones,
1982), Georgie (Chellemi, 1992), Arkansas et Nord Carolina (Marlatt et al, 1996), Tennessee
(Bost, 2001) et Mexique (\VValenzuela-Ureta et al., 1996).

I1.3.1dentification de Fusarium oxysporum lycopersici fol :

Le mycélium (A) de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Snyder et Hans (2003) sont
délicatement blancs a roses, souvent avec une teinte pourpre, et sont clairsemés a abondants. Le

champignon produit trois types de spores : les microconidies (B), les macroconidies (C) et les

chlamydospores.

Figure 02 : Morphologie de conidies de Fusarium spp (Leslie et al. 2006).

Au niveau macroscopique, 1’aspect cultural de F. oxysporum f.sp. lycopersici sur milieu
Potato Dextrose Agar (PDA) correspond a un mycélium aérien de croissance rapide, et de
couleur variable allant du blanc au rose ou violet (figure 03). Cependant, 1’aspect des souches de

F. oxysporum peut fréquemment varier d’une culture a I’autre apreés des repiquages successifs,
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voire dans une méme culture ou des sections de couleurs ou d’aspects différents peuvent

apparaitre (cotonneux, duveteux, ras muqueux) (Burnett, 1984 ; Windels, 1992)

shutterst.ck

Figure 03 : Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici sur milieu PDA (Sumerell et al. 2003).

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici se caractérise par trois types de structures

biologiques, les macroconidies, les microconidies et les chlamydospores.

- Les microconidies sont abondantes et généralement monocellulaires, ovales ou

réniformes, produites en fausses tétes sur des conidiophores monophialides courts.

- Les macroconidies fusiformes, sont également abondantes, comportent quatre a six

cellules dont une cellule apicale plus mince que les autres et une cellule basale en forme pied.

- Les chlamydospores sont présentes, solitaires ou en paires, lisses ou rugueuses,
globuleuses terminales ou intercalaire de 5 a 15 um de diamétre (Komi, 1993), ce sont des
organes de conservation, résultant de I’accumulation de réserves dans une région conidie qui se
dilate quelque peu et s’entoure finalement d’une membrane épaisse de teinte généralement

foncée.

I1.4. Cycle de vie

Les F. oxysporum ont une origine tellurique, ce qui explique leur forte présence au niveau
du sol, d’ou pres de 40-70% de la population fusarienne tellurique totale sont des F. oxysporum

(Smith, 1965). Ces derniers, menent une vie en saprophyte en absence de la plante héte
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(Blancard, 1997). 11 s’agit en effet de parasites des climats tempérés, présentant une croissance
optimale a des températures comprises entre 25°C et 30°C (Blancard, 1997). Ces champignons
se trouvent le plus souvent dans le sol, sous forme de spores résistantes (Chlamydospores)
(Alabouvette et al., 1993) qui en contacte de 1’hdte, s’adhérent au niveau des racines de la plante
et germent a I’extérieur, une partie du mycélium pénétre a I’intérieur des racines et se ramifie au

niveau des cellules épidermiques.

Ce pathogene a la capacité de franchir les barrieres rigides de la plante héte, représentées
par les parois formées essentielles de pectines et de celluloses grace aux enzymes hydrolytiques
qu’il posseéde (Horsfall et Dimond, 1960). Arrivé au niveau du cylindre central, le parasite
s’installe dans les vaisseaux du xyléne (tissu conducteur) entrainant une coloration brune de la
plante, d’ou il se propagera dans la tige par I’intermédiaire des microconidies qui sont véhiculées
par la séve montante (Gaumann, 1957). A D’extérieur. Ils se forment des organes fructiféres
(sporodochies) a la surface des feuilles donnant naissance a des macroconidies qui a leur tour

contaminent d’autres plantes, transportées par le vent, 1’érosion ou bien par les insectes .
Figure 4 : Cycle général de la maladie de flétrissement vasculaire causee par
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F.oxysporum f.sp. lycopersici chez la tomate (Agrios, 2005).

1- Conidies, chlamydospores ou mycélium vivant dans le sol.
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2- Germination des spores.

3- Pénétration du tube germinatif a I’intérieur des racines.
4- Invasion des vaisseaux par les conidies et/ou mycélium.
5- Production de gomme a I’intérieur des vaisseaux.

6- Flétrissement et mort de la plante.

7- Sporodochies ou mycélium produisant des conidies.

I. Le biocontroles des maladies phytopathogénes :

le biocontrole est ’ensemble des méthodes de protection des végétaux s’appuyant sur
I'utilisation de mécanismes naturels (INRAE). Ces méthodes ont en commun de résulter de la
connaissance des interactions entres les plantes, les bio agresseurs et tous les autres organismes
vivants du milieu, d’utiliser la régulation naturelle entre tous ces étres vivants et de faire appel a
des agents vivants ou issus du vivant pour la protection des cultures par la mise en place de
mesures directes ou indirectes (Groupe de Travail Biocontrole, Académie d’Agriculture de
France, 2016).

Le contr6le biologique offre une stratégie alternative et respectueuse de lI'environnement
pour le contrdle d'agents phytopathogénes. La lutte biologique fait partie des méthodes de
biocontrdle et se base sur ’utilisation d’autres organismes vivants, les auxiliaires. Elle se
distingue de l’agriculture biologique, qui englobe, elle, le mode de production global d’un

agriculteur, et qui est liée a un cahier des charges et donc a une certification.

La lutte biologique présente un réle important dans le contréle des maladies
phytopathogénes en utilisant les micro-organismes comme moyens pour diminuer la pollution
(Lehlali et al., 2022), cela contribue a réduire 1’utilisation des pesticides chimiques au strict
minimum pour minimiser les conséquences néfastes sur la santé humaine et sur 1’environnement
(Emmert, 1999 ; Singh, 2002).

Le secret de la lutte biologique est de connaitre les interactions écologiques qui se
déroulent dans 1’environnement du sol et les racines pour prédire les conditions nécessaires pour
que cette lutte soit réalisée, sachant qu’il Ya une certaine spécificité entre ces interactions plante-
sol-microbe pour la suppression de la maladie (\Whipps, 2001).

Le développement des connaissances en écologie microbienne, en particulier sur les
relations antagonistes entre les micro-organismes du sol, a fait naitre 1’idée d’utiliser ces
antagonistes pour lutter contre les maladies des plantes d’origine tellurique (TIMS, 1932 ;

Waksman, 1948 ; Clark, 1969).
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Un certain nombre de travaux (Nabti et al., 2014 ; Bensidhoum et al., 2015 ; Bensidhoum
et al., 2016 ; Tabli et al., 2018) ont démontré I’impact de certains microorganismes bénéfiques
tels que les bactéries/rhizobactéries dites promotrices de la croissance des plantes (PGPB/R)
pouvant constituer une solution alternative prometteuse afin de réduire 1"application des produits

chimiques et d’améliorer la santé des plantes

L’organisme ayant le pouvoir antagoniste vis-a-vis d’un pathogéne donné est appelé

I'agent de lutte biologique (BCA) (Pal et McSpadden Gardener, 2006)

I1. Généralité sur les microorganismes antagonistes :

Les microorganismes représentent une biomasse de 1%a 4% de la masse du carbone
organique du sol et de 75% a 90% de la biomasse vivante, cette proportion étant souvent plus

grande pour les sols prairie que pour les sols cultivés.

L’abondance des microorganismes diminue avec la profondeur, surtout pour les bactéries,
et se different selon leur localisation. Dans le sol, une grande partie des microorganismes se
trouve au voisinage des racines, dans la rhizospheére, ou les substances nutritives sont abondantes
(Benhacene et al., 2016)

La rhizosphere est la région du sol situee sous les racines des plantes. De nombreuses
interactions sont observées entre la plante, le sol et les microorganismes au Introduction 2 niveau

des racines.

il existe de nombreuse plantes qui sont capables de mettre en ceuvre des stratégies de
défense contre les agents pathogenes du sol (\Weller et al., 2002). Ces mécanismes de défense
impliquent la stimulation sélective et le soutien des microorganismes antagonistes de la
rhizosphére. Ces agents antagonistes sont capables de compétition avec les agents pathogenes
du sol (Wisniewski et Wilson, 1992 cites dans Gravel, 2007), ou d’inhiber leur fonctionnement
(Campbell, 1989) sans toutefois porter préjudice aux organismes non pathogénes. La découverte
de tels agents de lutte biologique et la mise en évidence de leur capacité a réduire l'incidence et
la gravit¢ des maladies ont frayé la voie a d’autres recherches encore plus prometteuses

(Alabouvette et al., 1993).

Lee et al. (2013) ont fait remarquer, a juste titre, que toute augmentation de la population
des micro-organismes antagonistes de la rhizosphére contribuera considérablement a la réduction

des maladies sans toutefois porter atteinte aux autres micro-organismes de 1’écosystéme. Xu et

E
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al. (2011), pour leur part, affirment que I’utilisation efficace de ces agents antagonistes est une

composante déterminante de I’agriculture durable ( Roudy. 2015)

Beaucoup de micro-organismes sont reconnus pour leur capacité a reduire le
développement d’une maladie. Parmi ces agents antagonistes qui ont démontré un bon potentiel
de lutte, on trouve des bactéries et des champignons. Ce sont essentiellement les espéces de
Pseudomonas, Streptomyces, et Bacillus, les champignons et saprophytes tels Trichoderma spp,
et les souches non pathogenes de Fusarium spp (Chandel et al., 2010). Ces agents de lutte
biologique expriment leur antagonisme contre les agents pathogénes des plantes par les
mécanismes suivants : ’antibiose, la compétition, et le parasitisme (Gerbore et al., 2014 ;

Benhamou et al., 2012 ; Whipps, 2001).

Outre les mécanismes mentionnés plus haut, il y a I’induction des mécanismes de défense
de la plante et la stimulation des mécanismes de croissance des plantes, (Benhamou et al., 2012 ;
Beneduzi et al., 2012 ; Compant et al., 2005). Et les champignons et les bactéries sont capables
de stimuler la croissance des plantes. Les champignons ayant cette propriété sont appelés Plant
growth-promoting fungi (PGPF) (Vos et al., 2014), et les bactéries, Plant growth-promoting
rhizobacteria (RGPR) (Almaghrabi et al., 2013 ; Beneduzi et al., 2012).

II.1. Les microorganismes antagonistes impliqués dans la lutte biologique :

11.1.1. Utilisation des bactéries contre des champignons

L’utilisation des bactéries autant qu’agent de lutte pour contrdler 1’agent pathogene
Fusarium oxyspurum f.sp. radicis-lycopersici, fait appel aux PGPR (Plant-Growth-Promotion
Rhizobacteria) ou les PGPB (Plant Growth Promotion Bactéria) (Lugtenberg et Kamilova, 2009 ;
Orozco-Mosqueda et al., 2020). Parmi ces derniers, de nombreux genres sont recenses tels
Achromobacter, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,
Pseudomonas, Rhizobium, Serratia et Thiobacillus (Bashan, 2013). Les Pseudomonas
fluorescents et les Bacillus sont les principaux groupes de bactérie antagonistes du genre

Fusarium par leur différent mécanisme de défense.

IL.1.1.1. Biocontrole par Pseudomonas :

Durant les trois derniéres décennies, les bactéries appartenant au genre Pseudomonas ont
¢été identifiés comme agents potentiels de biocontrdle, a I’encontre des phytopathogénes. Les
Pseudomonas spp. fluorescents saprophytes sont impliqués dans de nombreuses interactions avec

les plantes (Schroth et al., 1992). Ces bactéries sont responsables de la suppression des maladies

j
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fongiques dans les cultures. Ces Pseudomonas diminuent la sévérité de la maladie et stimulent la
croissance des plantes comme le riz (Sakthivel et Gnanamanickam, 1987), le blé (Weller et Cook
1983), la pomme de terre (Kloepper et al., 1980). Différentes especes de Pseudomonas spp.
fluorescents ont été rapportés a la fois comme PGPR (plant growth promoting rhizobactéria), et
comme souches de biocontr6le des champignons phytopathogénes (de Salmone et al., 2001)

comme : P. aeruginosa (Bano et Musarrat, 2003).

Toutefois, les Pseudomonas spp. Fluorescents ne sont pas tous des antagonistes.

11.1.1.2. Par Bacillus

De nombreuses recherches ont concernée Bacillus qui sont des habitants communs de la
rhizosphere et possédent une grande activité dans le contréle biologique des maladies liées au
sol. Ces rhizobactéries ont la capacité de produire de nombreux antibiotiques inhibant divers
phytopathogénes (Raaijmakers et al., 2002) ; produire des sidérophores ; sécréter des enzymes
hydrolytiques telles que les chitinases, glucanase, protéase et lipases qui peuvent lyser les
cellules fongiques ; stimuler le systeme de la défense systémique (ISR) chez I’héte et de produire
des substances volatiles. Plusieurs souches du genre Bacillus : B. amyloliquefaciens, B. subtilis,
B. pasteurii, B. cereus, B. pumilus, B. mycoides et B. sphaericus provoquent des réductions
significatives de l’intensité¢ et la gravit¢é de diverses maladies sur une diversit¢ d’hotes

(Choudhary et Johri, 2008)

11.1.2. Utilisation des champignons contre des champignons :

Les PGPF (Plant Growth-Promoting Fungi) Certains champignons stimulent la croissance
et la défense de la plante, accompagnée avec une activité antagoniste envers différents
phytopathogenes appelés récemment PGPF “ Plant Growth-Promoting Fungi”. Les PGPF,
peuvent étre des champignons filamenteux voire méme des levures également appelées PGPY
pour “Plant Growth-Promoting Yeasts”, présents naturellement chez des plantes herbacées que
chez les plantes ligneuses et sont a I’origine de symbioses remarquables telles que les
mycorhizes (Harman et al., 2004). Parmi lesquelles on cite les TR (Trichoderma spp.) qui

constituent les PGPF les plus performantes.

I1.1.2.1. Biocontrdéle par Trichoderma :

Généralement, Trichoderma inhibe ou dégrade la pectinase et d'autres enzymes qui sont
essentiels pour les phytopathogenes et en plus de son effet inhibiteur des phytopathogenes,

Trichoderma est aussi capable d'induire une résistance localisée et systématique. L'amélioration

3
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de la croissance des plantes par Trichoderma peut prendre lieu soit au niveau de la plante
(Lindsey et al., 1967; Yedida et al., 2001), soit au niveau du sol (Chang et al., 1986; Harman,
2000). L'induction de la résistance chez les plantes par Trichoderma comparée avec les réponses
induites par les rhizobactéries. Trichoderma est résistante aux cyanures et produit deux
différentes enzymes qui sont capables de dégrader les cyanures dans la zone racinaire (Ezzi et
Lynch, 2002). Par la suite, ce champignon peut augmenter la croissance racinaire, détruit les
métabolites toxiques produits par la microflore et contrdle directement les pathogenes des
racines. Des observations microscopiques sur des cultures de différents champignons ont montré
que Trichoderma croit parallelement avec Rizoctonia Solani. Toutefois, Trichoderma s'enroule
autour du Rizoctonia solani et forme des crochets empéchant ainsi le développement de celle-ci
(Shalini et al., 2007 ; Aymen et abidat, 2018).

11.1.3. Actinomycetes : Agents de lutte biologique

Les actinomycetes présentent un important potentiel d’agents contre des maladies
phytopathogénes. En effet, ces derniéres décennies, plusieurs études se sont intéressées aux roles
que pourrait jouer les actinomycetes dans la suppression des phytopathogénes. Le premier
produit de lutte biologique commercialisé a base d’actinomycétes a été¢ fabriqué a partir de
Streptomyces griseoviridis pour contréler les agents phytopathogénes comme le Botrytis et le
Fusarium (Copping et Mens, 2000; Errakhi, 2008). Les actinomycetes sont des bactéries
saprophytes capables de dégrader la matiere organique dans le sol et d’utiliser des molécules
plus complexes pour leur croissance (Lechevalier et Lechavalier, 1970). Ceci leur permet de
s’adapter et de coloniser différents milieux rhizosphériques. Cette caractéristique est essentielle
dans la lutte biologique. Ainsi, les actinomycéetes peuvent agir par différents mécanismes
d’action comme D’antibiose, la compétition nutritionnelle ou spatiale ou encore le parasitisme
(Errakhi, 2008). La plupart des études ont utilisé des streptomyceétes comme agents potentiels de
lutte biologique contre les champignons pathogenes (Tahvonen et Avikainen, 1987; Xiao et al.,
2002).

I11. Sols résistants

Les sols résistants ont été décrits par Barker et Cook 1974 comme des sols dans lesquels
la sévérité ou lincidence d’'une maladie restent limitées, malgré la présence de I'agent
pathogene d’une plante hoéte sensible, et de condition climatiques favorables au
développement de la maladie. Le pouvoir suppressif naturel des sols face au flétrissement

fusarienne a été reconnu pour la premiere fois au XlIXe siecle par Atkinson et al., 1975 et a
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ensuite été décrit pour d’autre sols dans le monde entier (Dominguez et al., 2001) le pouvoir
suppressif est spécifique aux fusarioses vasculaires et n’est pas efficace contre les maladies
causées par les especes de Fusarium non vasculaire notamment F. roseumet F. solani, F.

subglutinans, ou d’autre pathogénes du sol (Deacon et Berry, 1993 ; Fravel et al. 2003).

La capacité de suppression du sol a été attribuée a des facteurs biotiques et abiotiques,
ou a une combinaison de ceux-ci, et elle differe d’'un pathogéne a I'autre (Waller et al.,2002).
Les études sur la suppression des maladies ont montré qu’elle résulte des interactions
microbiennes plus ou moins complexes entre I'agent pathogéne et une partie de la microflore
saprophyte. En effet, I'effet suppressif disparait lors de la destruction des microorganismes par
les traitements biocides et peut restaurer en mélangeant une petite quantité de sol suppressif a
un sol préalablement traité thermiquement (Shipton et al., 1973 ; Louvetetal, 1976 ; Scherand
Baker, 1980). D’autre études ont établi une corrélation entre le type de sol, la présence
d’argiles et la suppression des flétrissures dues au Fusarium (Stoker, 1962). De nombreux
autres facteurs abiotiques tels que la texture de sol, le potentiel hydrique, I'aération, le PH, la
teneur en matieére organique, la disponibilité en cations (Al, Fe, Mn) sont indirectement
impliqués dans les mécanismes de suppression de la maladie, mais il est difficile de généraliser
d’un sol a l'autre (Hoeper et Alabouvette, 1996). Les pratiques culturales telles que les
monocultures peuvent également jouer un role important dans la capacité de suppression du

sol (Barker et Chet, 1982).

Les sols suppressifs sont classés en deux types: sois a répression générale ou
antagonisme non spécifique associée a la biomasse microbienne totale du sol qui entre en
compétition avec I'agent pathogéne pour les ressources ou qui entraine la suppression par des
types d’antagonisme plus directs. (Rovira et Wildermuth, 1981 ; Rani et Sudini, 2013) et les sols
a répression spécifique, qui résulte de l'inhibition directe d’un pathogénes connu par un
microorganisme. Dans certains cas, un agent de lutte biologique est introduit dans le sol pour
réduire spécifiguement I'apparition de la maladie (Shipton et al., 1973 ; Kariuki et Dickson.

2007).

La capacité de suppression naturelle du sol peut étre augmentée par un compost de
gualité qui résulte de la transformation des déchets agricoles ce qui constitue un changement
de perspective intéressant (Bosco et al, 2017); Nguyen et al. 2019 ; Ram et al. 2019). La

production de compost supprimant les maladies représente une possibilité concrete et
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commercialisable d’exploiter une source riche et précieuse de microbiote pour renforcer les
propriétés suppressives des sols favorables ou faiblement suppressifs, elle constitue donc une

alternative prometteuse aux produits chimiques de synthése (De Corato, 2020 ; Mehta et al.,
2014).
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Etude expérimentale Materiels et méthodes

I. Matériel :
I.1. Appareillage :
e Autoclave
e FEtuve
e Balance de précision
e Agitateur magnétique
I.2.Verrerie :
e Béchers
e Eprouvette graduées a pied ( 10-100 ml)
e Erlenmeyer
e Fiole jaugée (250 ml)
e Tubes a essais
I.3. Autres matériels
e Boite de Petri
o Eau distillée stérile
e Papier aluminium
e Bec bunsen
e Anse de platine
e Emporte piéce
e Produit désinfectant
I1. Milieu de culture

Afin d’isoler un maximum de microorganismes contenu dans notre échantillon du sol,
plusieurs milieux de culture, variés par leur nature et leur composition, ont été utilisés.
Cette variation permettrait aux microorganismes du sol d’avoir plus de chance d’avoir les

conditions adéquates pour s’exprimer. Quatre milieux de culture ont été utilisés ( Annexe 1).
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I1.1. Milieux d’isolement de routine

Le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) et la gélose nutritive ont été utilisé pour

I’isolement et la purification des isolats fongiques

I1.2. Milieux spécifiques d’isolement, de purification et de conservation des

rhizobactéries

Les deux milieux de culture spécifiques (Gélose Hectoen et Baird Parker) ont été utilisés

pour I’isolement des rhizobactéries.
I1. Méthodes

I1L.1. Isolement de I’agent pathogéne
I11.1.1.Prélevement et préparation des échantillons des sols rhizosphériques

Les prélevements des échantillons de sols ont eté effectués dans la wilaya d’Adrar, au
niveau d’une serre cultivée de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.). Six échantillons ont été
prélevés a trois niveaux différents (0-20 cm, 20-30 cm et 30-40 cm), a I’aide d’une tariere

manuelle. Seuls les échantillons de 1’horizon (20-30) ont été 1I’objet de notre travail.

Le sol a subi un séchage a I’air libre et tamisage a 2 mm afin d’éliminer les éléments
grossiers et d’assurer d’une granulométrie homogene. Les échantillons des sols rhizosphériques
préléves ont été placés dans des sacs en papier kraft, bien fermés et conservés au réfrigérateur a
4°C.

111.1.2. Isolement des souches a tester pour leur pouvoir antagoniste

L’isolement des souches a tester pour leur pouvoir antagoniste est performant en utilisant

la technique de I’incorporation directe du sol (soil plates) et la technique de suspension-dilution.
. Technique de I’incorporation directe su sol

Une faible quantité de terre (6 mg) a été saupoudrée et immédiatement et dispersée dans
des boites Petri contenant le milieu PDA. Les cultures ont été ensuite mises en incubation a 28
C° et (Davet et Rouxel, 1997).

o Technique de suspension-dilution

Les différentes étapes de cette technique sont schématisées par la figure 05.
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Figure 05 : Technique de suspension-dilution

111.1.3.Purification et conservation des isolats

Les microorganismes isolés sont d’abord purifiés par deux ou trois repiquage successifs
mono-colonie sur des milieux de cultures PDA, Gélose nutritive, Gélose Hectoen et Baird Parker
pour les champignons, les actinomycetes et les bactéries. Une fois purifié, chaque isolat est
désigné par une lettre alphabétique suivi d’un numéro. Pour les souches bactériennes, le numéro
de code est précédé par la lettre B, suivi d’un numéro d’ordre. La désignation des isolats des
champignons commence par la lettre C, suivi d’un numéro d’ordre. Les isolats des actinomycétes
sont indiqués par la lettre A, suivi d’un numéro d’ordre. Des disques de gélose prélevés sur le
pourtour de chaque boite de Petri ensemencée, ont été transférés dans des tubes a essai contenant

les milieux de cultures correspondant, ensuite ils ont été conservés pendant 7 a 9 jours.
IV.  Test de I’activité antagoniste in vitro

Ce test consiste en la veérification des activités antagonistes in vitro des microorganismes
antagonistes selectionnés vis-a-vis 1’agent phytopathogéne étudié. Nous avons utilisé dans ce test
un isolat de Fol répété dans toutes les boites : 14 isolats de bactéries, 11 isolats d’actinomycétes
et 5 isolats de champignons. Ainsi les tests de confrontation ont été réalisés par une seul

méthode que s’appelle la confrontation par contact directe sur milieu de culture.
IV.1. Confrontation par contact directe sur milieu de culture

La technique utilisée est celle décrite par Benhamou et Chet (1997). Cette technique
consiste a placer dans la méme boite de pétrie, contenant le milieu PDA, deux pastilles gélosée,
I’une portant I’antagoniste et 1’autre le pathogéne. Les deux pastilles sont placées suivant un axe
diamétral a 4 cm et a équidistance du centre de la boite . Les repiquages sont effectués en méme
temps. L’incubation est réalisée a 28°C pendant 7 jours. Des boites témoins ne contenant que
I’agent pathogeéne sont incubées dans les mémes conditions. La croissance en diameétre des

colonies de I’agent phytopathogéne est mesurée et exprimée en millimetre.
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Souche de Fol

Souche a tester

Figure 06. Présentation schématique de la confrontation directe.

Les mesures radiales quotidiennes de chaque colonie via le test d’antagonisme (y compris
le diamétre du disque inoculé) permettent d’estimer 1’effet inhibiteur de chaque souche

antagoniste sur la croissance myceélienne du pathogeéne.

La comparaison se fait alors par rapport a une boite témoin en absence d’antagoniste

(Marwa et al., 2014).
IV.2. Evaluation du taux d’inhibition

La mesure du diametre moyen de chague colonie, calculé a partir de deux diameétres
perpendiculaires. Le taux d’inhibition est calculé aprés 7 a 9 jours d’incubation a 28° C,
relativement a la croissance mycélienne maximale enregistrée chez les témoins qui sont
représentés par des cultures cryptogamiques pures sans interaction avec les autres souches des

microorganismes

Le calcul du pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne est estimé selon la

formule suivante (Hamouni et al., 1996) :
1(%)=(1-Cn/Co)* 100
Ou : 1 (%) : le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne.
Cn : diamétre moyen des colonies en présence de 1’antagoniste.
Co : diamétre moyen des colonies témoins.
V. Analyse statistique des données

Les données obtenues pour chaque confrontation on fait I’objet ‘analyse statistiques. Des

analyse de la variance (ANOVA) ont été effectuées. Le test de Fisher et celui de Tukey ont été
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utilisé pour la comparaison des moyennes pour ces paramétres chaque fois que le diamétre

calculé était significatif.

Un seul facteur a été pris en considération a savoir le facteur souche fongique, et une

seule variable a savoir le diamétre de croissance des colonies.
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Résultats
V.1.Isolement des agents antagonistes

L’isolement et la purification des souches sur les milieux de culture utilisées, PDA,
gélose Hectoen, Baird Parker et la gélose nutritive (annexe 1), selon les deux méthodes que nous
avons utilisees (I’incorporation directe du sol (soil plates) et la méthode de suspension dilution)

nous a permis de sélectionner 30 microorganismes classés dans le tableau 01.

Tableau 01 : Nombre et type de microorganismes isolés

Milieu de culture | Actinomycete (A) | Bactérie (B) | Champignon (C) | Total
PDA 3 5 0 8
Gélose Hectoen 0 0 5 5
Baird Parker 3 5 0 8
Gélose nutritive 5 4 0 9
Total 11 14 5 30

Les bactéries et les actinomycetes sont les microorganismes les plus abondants dans notre
échantillon du sol (Figure 07). D’autre part, le taux de récolte de ces microorganismes varie d’un
milieu a un autre. Ce constat nous permet de conclure que I’obtention des antagonistes n’est

possible que si des milieux de culture adéquats sont disponibles.

Figure 07 : Souches obtenues a partir du sol sur
milieu Gélose nutritive et Gélose Hectoen respectivement
(Photo originale, 2023).
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V.1. Test d’antagonisme

La confrontation directe, entre 1’agent pathogéne et les souches présumées antagonistes,
montre une faible croissance du Fol dans certains cas et une vitesse de croissance remarquable
des agents testés pour leur pouvoir antagoniste. Ce constat indique un taux d’inhibition

important.

Une zone importante d’inhibition apparait entre un nombre considérable des
microorganismes confrontés a la souche du pathogeéne. L’étendu de cette zone differe d’une
confrontation & une autre. Cet étendu refléte I’importance du pouvoir antagoniste de la souche

testée.

Les résultats de notre travail montrent qu’au bout du 4°™ jour d’incubation, le taux
d’inhibition peut atteindre 79,28% lors de certaines confrontations, comme c’est le cas de la
souche antagoniste A4g, alors que 1’isolat de F.oxysporum f.sp. lycopersici n’occupait qu’une

surface d’environ 15 mm de diametre (Figure 08).

La souche témoin Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici cultivée seule s’étend sur une

surface d’environ 7 cm de diamétre aprés cing jours d’incubation.

Zones d’inhibition

Figure 08 : Zones d’inhibition apparue lors de la confrontation directe (Fol -Antagoniste)

(Photos originales, 2023).
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Parmi les 14 isolats de bactéries, les 11 isolats d’actinomycetes et les 5 isolats de

champignons testés, 3 souches d’actinomycetes et 1 souche de bactérie ont montré des capacités

de controle de I’agent pathogene (Fol) importante. Les plus efficaces qui inhibent le

développement du mycélium de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici sont les isolats Adg, B4p,
Alg, A1Bi avec un pourcentage d’inhibition : 79.28%, 74.57%, 72%, 65.57% respectivement.

Tableau 02 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f.sp

lycopersici "F.o.l " par confrontation directe avec les 30 microorganismes sélectionnés :

Souches Taux d'inhibition
antagonistes (%)
1 Alg 72,00
2 A2g 27,00
3 A3G 58,14
4 Adg 79,28
5 A5G 52,85
6 Alp 57,85
7 A2p 41,43
8 Adp 60,28
9 Albi 65,57
10 A2bi 41,43
11 AT7BI 56,00
12 Blg 24,57
13 B2g 20,28
14 B3g 42,43
15 B5g 56,00
16 B6g 54,85
17 B7g 50,00
18 Blp 29,85
19 B3p 48,43
20 B4p 74,57
21 B7p 37,14
22 B8p 49,28
23 B1bi 38,14
24 B4bi 47,143
25 B5bi 28,143
26 C1 30,71
27 C2 25,57
28 C3 37,43
29 C4 27,43
30 C5 36,00
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Si la zone d’inhibition la plus élevée a été noter avec la souche d’actinomycete A4g,
repiquée sur le milieu gélose nutritive avec une zone d’inhibition de 79.28%, en revanche la zone
d’inhibition la plus faible a été noter avec la souche bactérienne B2g avec un pourcentage
d’inhibition de 20.28%.

by

Au terme du temps consacré a leur incubation, les boites de Petri sont totalement

envahies par le développent du mycélium de la souche fongique.

Taux d'inibition(%)

90

A1|A2/A3(A4/A5(A1]A2|A4/A1A2/A7/B1|B2|B3|B5|B6|B7|B1(B3|B4(B7|B8B1/B4|B5

m taux d'inibition(%) |72|27(58|79|53(58|41|60(66|41(56(25|20|42|56/|55(50|30|48|75|37|49|38|47|28|31|26(37|27|36

Souches antagonistes

Figure 09 : Diagramme représentant le taux d’inhibition de 30 isolats antagonistes vis-a-Vis

d’une souche de F.oxysporum f.sp. lycopersici aprés 4 jours d’incubation a 28°C.

L’analyse statistique des résultats obtenus au cours de ce travail a révélé des différences
significatives entre les taux d’inhibition des diverses souches testées pour leur pouvoir
antagoniste vis-a-vis de la souche pathogéne Fol. En effet, le test HSD de Tukey (Annexe 2) a

dégagé trois classes distinctes : A, AB et B.

28
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Discussion

Cette étude peut étre considérée comme une approche de contrdle biologique de

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.

La lutte biologique contre les souches fongiques, fait largement appel aux tests
d’antagonisme. L’efficacité de la lutte par cette procédure dépend du choix de souches

antagonistes performantes a partir de criteres adéquates.

En effet, I’étude de I’activité antagoniste in vitro, par la technique de confrontation
directe, nous a permis d’évaluer I’effet d’antagonisme de plusieurs isolats de microorganismes
présents dans un échantillon de sol vis-a-vis au développement de Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici, agent pathogene de la pourriture fusarienne de la tomate.

Les résultats de la confrontation directe indiquent que le repiquage simultané des isolats a
tester, issus du sol étudié, face a I’isolat de F.oxysporum f.sp. lycopersici a montré une

croissance plus rapide des isolats sujet de test que I’isolat de 1’agent pathogeéne .

La zone franche observée entre les souches confrontées indique 1’absence d’un contact
physique ou d’un quelconque enchevétrement entre les deux. Ce constat nous laisse supposer
que Dinhibition du développement du mycélium de [’agent phytopathogéne par les
microorganismes antagonistes se fait par production de substance inhibitrice de nature chimique.
Ces derniéres pourraient étre des antibiotiques, des enzymes ou des métabolites secondaires qui
provoquent un ralentissement significatif de la croissance mycélienne de I’isolat de F.oxysporum
f.sp. lycopersici. Aussi, ce pouvoir myco-parasitaire pourrait étre probablement une combinaison
entre deux mécanismes, a savoir la sécrétion des substances inhibitrices et ’antibiose. D’ailleurs,
la souche qui a exhibée un taux de pouvoir antagoniste significatif est un actinomycete, renforce
cet argument sachant que ce type de microorganismes sont doués d’étre productrices

d’antibiotiques.

Par comparaison, nos résultats concordent avec ceux de nombreux travaux de recherche,
qui ont confirmé le réle des microorganismes dans la lutte biologique contre les maladies des
plantes. On cite comme exemple les travaux de Benchabane et al., (2000) et de ; Bounoua,
(2008).
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Les trois classes A, AB et B, dégagées par le test HSD de Tukey, réalisé par la synthese
des comparaisons multiples par paires pour souches antagonistes, va de pair avec les valeurs

portées dans le tableau 01.

En effet, la classe A, contient la taux d’antagonisme le plus élevé et de ce fait elle se
démarque nettement des autres valeurs. Dans ce sens, la souche A4g est effectivement celle qui

démontre un taux antagoniste tres significatif.

La classe AB, porte les valeurs des taux d’antagonismes les plus rapprochées I'une de

’autre, et de ce fait la comparaison a ce niveau est plus ou moins embrouillés.

La classe B qui se distingue elle aussi des autres classes, elle se caractérise par fait qu’elle
englobe la plus faible valeur des taux d’antagonisme. Pour cette raison, la souche représentée par

cette classe ne peut étre caractérisée comme antagoniste.

Sur un autre volet, les résultats obtenus n’ont pas élucidé les mécanismes par lesquels les
isolats selectionnés parviennent a inhiber le développement du Fusarium phytopathogene. Ce
point ne faisait pas parti comme 1’un des objectifs de ce travail. Cependant, certains auteurs ont
mentionné que 1’action inhibitrice de Fusarium est due a la production d’antibiotiques par les

antagonistes (Howells et al. 1979, Haas et Kell.2003, Ziedan et al. 2010).
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La tomate occupe une place privilégiée dans le secteur maraicher en Algérie. Elle est la
commodité la plus cultivée et la plus consommée en Algeérie aprés la pomme de terre.
Cependant, comme la plupart des cultures, cette espéce est menacée par les champignons
telluriques, dont les especes de Fusarium pathogenes et notamment le Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici, agent causal de la pourriture fusarienne.

L’amélioration de la culture de cette espéce, via ses qualités et son rendement, passe
d’abord passer par le développent de techniques de lutte contre les agents pathogénes qui
provoquent des pertes considérables en quantité et en qualité. Ces techniques doivent répondre a
certaines normes incontournables, comme 1’efficacité, 1’invariance et I’innocuité Vvis-a-vis de la

biocénose et du biotope.

Dans ce contexte, notre travail tend & étre une étape essentielle pour tester I’efficacité
d’une technique de lutte biologique contre le phytopathogene précité. Le principe repose sur

I’exploitation du bio fonctionnement des microorganismes provenant de la rhizosphere du sol.

En effet, I’étude de la capacité inhibitrice de trente microorganismes, isolés et
sélectionnés a partir d’un échantillon de sol, a I’encontre de I’agent pathogeéne Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici a été effectuée par 1’utilisation de la technique de la confrontation

directe in vitro.

Le test du pouvoir antagoniste a révélé que le taux d’inhibition varie entre un maxima de
79.28%, et un minima de 20,28%. Se basant sur ces valeurs, on peut qualifier notre sol comme

assez répressif a 1’égard du Fusarium wilt.

Les résultats obtenus sont intéressants ; ils doivent également étre confirmé afin de mieux

valoriser I’effet antagoniste testés et d’¢largir I’utilisation des agents antagonistes dans le
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contrdle biologique pour diminuer I’utilisation des pesticides dans la protection des cultures

maraicheres.

En perceptive et au terme de ce travail, nous envisageons de continuer les recherches sur
certains axes pertinents relatifs a cette étude. A cet égard, il est intéressant d’approfondir les

études pour :

- connaitre avec précision les principaux déterminants de la suppression des champignons

phytopathogeénes par les microorganismes antagonistes ;

- déterminer les principaux métabolites synthétisés par ces microorganismes, qui auraient

un impact bénéfique sur la protection des plantes.

- tester des molécules pures au lieu d’utiliser des produits formulés pour éviter toutes

interférences.

L'établissement d'un systéme de lutte biologique dépend nécessairement de la stabilité et
de la survie des micro-organismes phytoprotectrices et/ou phytostimulatrices au niveau de la
rhizosphere. Par conséquent, la poursuite des travaux nécessite I'étude du pouvoir colonisateur de
I’antagoniste sélectionné au niveau de la rhizosphere et 1’évaluation de leur effet d'une part sur la
croissance de la plante cible, et d'autre part sur le développement des autres microorganismes
pour ne pas créer un déséquilibre dans I’environnement (domaine de la métagenomique). A ce
propos, nous proposons d’effectuer un échantillonnage plus large dans les principales zones
agricoles a vocation maraichére et dans les différents étages bioclimatiques, afin de sélectionner

des souches qui peuvent étre plus efficaces.
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Annexe 01. : milieux de culture

e Milieu Potato Dextrose Agar ( PDA)

Ingrédients Gramme / litre
Pomme de terre 200 g
Glucose 20 g
Agar 20 g
Agar agar bactériologique 050¢g
Eau distillée stérile (qsp) 1000 ml

e Milieu Gélose Hectoen

Ingrédients gramme/litre Ingrédients gramme/litre
Protéose peptone 12 g | Extrait de levure 3g
Chlorure de sodium 5 g | Sels biliaires 9¢g
Citrate de fer ammoniacal 1,5 g | Salicine 2g
Lactose 12 g | Saccharose 12 g
Fuchsine acide 0,1 g | Bleu de bromothymol 0,065 g
Gélose 14 g | pH final 7502

e Milieu Baird Parker
Ingrédients gramme/litre
Digestion pancréatique de caséine 100 g
Extrait de viande 5049
Extrait de levure 109
Pyruvate de sodium 10,0 g
L-glycine 12049
Chlorure de lithium 5049
Agar 20,0 g
pH 72+02

e Milieu Gelose nutritive

Ingrédients gramme/litre
Tryptone 509
Extrait de viande 109
Extrait de levure 2049
Chlorure de sodium 509
Agar agar bactériologique 120 g
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Annexe 02. : Test HSD de Tukey

Modalité Moyennes estimées (Diametre de souche) Groupes

Adg 53,083 A

B4p 51,375 A B
A4P 44,458 A B
B1bi 42,833 A B
A3g 40,958 A B
A2bi 36,583 A B
Albi 34,542 A B
B4bi 34,000 A B
B3g 33,875 A B
A7bi 33,167 A B
A2g 32,996 A B
B7P 32,625 A B
Blg 32,125 A B
B7p 31,375 A B
A2P 29,188 A B
B8p 26,958 A B
Alp 25,458 A B
C1 23,375 A B
B1P 23,313 A B
Alg 23,125 A B
B6g 22,375 A B
B3p 21,250 A B
Ca 20,750 A B
B5g 20,458 A B
C3 19,792 A B
B5bi 19,583 A B
AS5g 19,375 A B
C5 19,042 A B
B7g 18,792 A B
A2p 17,292 A B
Blp 11,875 A B
Cc2 10,458 A B
B2g 9,542 B
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