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Abstract

Tomato vascular Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, 1s
one of the most common land-based diseases in tomato cultivation, with the most serious
impact on the crop. The control strategy recommended by research is the development of an
integrated control method, inexpensive and compatible with environmental concerns. One of
the preferred approaches of this strategy is the use of disease suppressive soils. Our work aims
to demonstrate the antagonistic potential of strains, isolated from soil, against a fungal isolate
of Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici race 1. The application of numerous microbiological
techniques has allowed us to obtain a collection of more than 52 different isolates (33
bacteria, 18 fungi and 1 actinomycete). The effect of the antagonist activity of each isolate
obtained on a selected Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici was studied in vitro using the
direct confrontation method.

Key words: Suppressive soils, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Antagonistic activity,
Biological fight, Defence mechanism.

Résumé

La fusariose vasculaire de la tomate, causée par Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, est I’une des maladies d’origine tellurique les plus répandues dans la culture de
tomate, et dont les incidences sur la culture sont les plus graves. La stratégie de lutte
préconisée par la recherche est le développement d’une méthode de lutte intégrée, peu
onéreuse et compatible avec les préoccupations environnementales. L’une des approches
privilégiées de cette stratégie est 1’utilisation de sols suppressifs des maladies. Notre travail a
pour objectif de mettre en évidence les potentialités antagonistes de souches, isolées a partir
d’un sol, vis-a-vis d’un isolat fongique de Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici race 1.
L’application de nombreuses techniques microbiologiques nous a permis d’obtenir une
collection de plus de 52 isolats différents (33 bactéries, 18 champignons et 1 actinomycete).
L'effet de l'activité antagoniste de chaque isolat obtenu vis-a-vis d’un Fusarium oxysporum
f.sp lycopersici sélectionné, a été étudié in-vitro selon la méthode de confrontation directe.

Mots clés : Sols suppressifs, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Activité antagoniste,
Lutte biologique, Mécanisme de défense.
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Introduction

Introduction

La tomate est la culture la plus répandue dans le monde apres celle de lapomme de
terre ; c’est le 1égume le plus consommé dans le monde (Blancard, 2009). Elle occupe une
place trés importante du point de vue socioéconomique dans les pays méditerranéens et en
particulier dans les pays du Maghreb tel que I’ Algérie ou la production reste faible, comparée
aux autres pays du pourtour méditerranéen, cela est dii en partie a des maladies

cryptogamiques telle que la fusariose.

La fusariose Vasculaire de la tomate, ou la flétrissure fusarienne, causée par Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (F.o.l), est favorisée par les changements climatiques dont les
conséquences sont I’augmentation de la température et de 1’humidité durant de longues
périodes de I’année. Ces facteurs accélérent la croissance de 1’agent causal de cette maladie

(Blanacard , 2009).

Pour lutter contre cette maladie, diverses stratégies ont été¢ adoptées, dont la
lutte chimique consistant a utiliser des fongicides chimiques de syntheése. Cependant,
I’utilisation de ces produits chimiques présente certains inconvénients, dont leur cout, la
pollution de I’environnement et des aliments et ses conséquences sur la vie humaine, et
I’apparition de souches plus résistantes de ce agents pathogenes (Weller et al., 2002 ; Abdel-
Kader et al., 2012)

De ce fait, I’orientation des recherches vers 1’adoption de stratégies de lutte, qui se
réveleraient plus efficaces et plus respectueuses de I’environnement, s’avérait incontournable.

Parmi ces stratégies visées, on cite les sols suppressifs.

On sait que des sols naturellement résistants a la fusariose, touchant de nombreuses
cultures, sont présents dans de nombreuses régions du monde. La maladie ne se développe pas
facilement dans ces sols, méme si l'agent pathogene et I'hote susceptible sont présents. Parmi
les exemples les plus connus et les plus étudiés de sols suppressifs de la fusariose, on peut
citer ceux de la région de Chateaurenard en France et de la vallée de Salinas en Californie

(Larkin et al., 1993)



Introduction

D’aprés quelques observations sur le terrain, la présence du Fusarium wilt dans
certaines parcelles et son absence dans d’autres, situées dans la méme zone et cultivées par la
méme variété, nous permet d’émettre I’hypothese de la présence de sols résistants au niveau
des parcelles ou la maladie ne s’exprime pas. L’existence de nombreux éléments biotiques
et/ou abiotiques du sol, qui jouent un réle dans la suppression de maladie du Fusarium wilt,
serait fort probable. Ces derniers peuvent s’associer a une inhibition de la germination des

chlamydospores et a une réduction de la croissance saprophyte de 1'agent pathogene.

La premicre partie de notre travail est consacrée a une analyse générale de certaines
données bibliographiques, portant sur la maladie en premier lieu, puis sur l'agent causal
"Fusarium oxysporum f.sp lycopersici", et finalement sur le biocontrole de cette maladie et

I’intérét des sols suppressifs dans cette stratégie de lutte.

La seconde partie est consacrée au travail expérimental ; elle est basée sur les

différentes techniques utilisées.

Les résultats obtenus, suite aux différentes manipulations effectuées, et leur analyse

seront exposés dans une troisiéme partie.

Enfin, ce travail serait cloturé par une conclusion générale et la mise en évidence des

perspectives de recherche concernant le sujet traité.
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Chapitre 1 Fusariose vasculaire de la tomate

La fusariose vasculaire de la tomate (syn. flétrissure fusarienne de la tomate, ou
tomato Fusarium wilt), causée par le Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, est une maladie
terricole qui pénetre dans la plante par les racines. Le champignon monte par les tissus
ligneux et émet des toxines qui causent le jaunissement, la flétrissure puis la mort de la plante.
Les tissus ligneux des tiges atteintes prennent une coloration brune. Cette maladie est
favorisée par une température, ¢levée du sol (environ 27°C), le champignon ne survit pas plus

de 2 ans ou l'on a cessé de cultiver la tomate. (Smahi, 2008).

La fusariose des racines et du collet est avant tout une maladie de la tomate de serre,
mais elle a aussi été signalée sur la tomate de plein champ. La contamination de semis de
tomate par cette maladie se fait lorsqu'on cultive des tomates a proximité de poivrons dans les
mémes serres en production continue.. L'utilisation de terreaux artificiels dans des plateaux de
semis sur supports au-dessus du sol diminue les probabilités d'infection. Les tas de débris de
culture sont une source importante de spores du parasite et doivent étre ¢liminés (Richard et

Boivin, 1994).
I- Les symptomes

Les symptomes produits par Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, responsable de la
fusariose vasculaire de la tomate, sont variables. Ils s’expriment par I’apparition de stries
brunatres bien individualisées sur le bois au lieu d“un léger jaunissement dans I’ensemble du
tissu ligneux, et enfin la mort de la plante hote. La fusariose provoque de graves dégats en été
comme en hiver (Davet ef al., 1966). Le Fusarum oxysporum f. sp. radicis- lycopersici , est

I’agent de la pourriture des racines et du collet de la tomate. (Hajlaoui, 2001)
I-1. Les symptomes externes: -

La maladie offre souvent une évolution trés rapide. Brusquement les parties de limbe
attaquées flétrissent de fagon irréversible comme par manque d’eau c’est le flétrissement

rapide ou le « Quick wilt ».

Sur feuilles : Les premiers symptomes du flétrissement s’expriment sur le feuillage par

un jaunissement et une flétrissure du limbe, généralement apres la floraison lorsque les fruits

3



Chapitre 1 Fusariose vasculaire de la tomate

de la tomate commencent a grossir. Les symptomes commencent sur les feuilles inférieures de
la plante et se déplacent vers le haut a mesure que la maladie progresse. (Jones et al., 2014).
Ces symptomes ne se développent souvent que sur un seul coté de la plante, ou sur une seule
branche, ou méme sur un seul coté d'une feuille (caractére hémiplégique). Ce schéma
d'expression des symptomes distingue le flétrissement du Fusarium des autres maladies de la
tomate (Figures 1 & 2). Un duvet de moisissure rose peut étre noté sur les parties de plantes

mortes. (Naika ef al., 2005).

Sur tige: La décoloration de la tige commence par un léger jaunissement
longitudinal et évolue en une bande jaune plus marquée. On peut observer une tache brune si
on effectue une coupe au niveau de la tige ou des racines. Une décoloration de la tige
commengant par un léger jaunissement longitudinal sur une portion de celle-ci ; elle évolue en
une bande jaune plus marquée puis en une nécrose beige a marron clair. Les vaisseaux a

I’intérieur de la tige brunissent (Figures 3 & 4).

Sur racine : Les plantes malades absorbent moins d’eau ; elles souffrent et expriment
parfois une asphyxie racinaire (pourriture du systéme racinaire). Des lésions radiculaires
naissantes au point d'émergence des racines secondaires peuvent étre observées (Figure.5)

(Jarvis et Shoemaker, 1978).

Sur fruit : Les fruits n'ont pas leur brillance normale.
D’autres symptomes peuvent parfois apparaitre a savoir I’inclinaison et la courbure
progressive vers le sol des pétioles et des limbes (épinastie), le ralentissement de la croissance

et la formation de bourrelets adventives sur la tige (Laterrot et al., 1978, in, Karfa, 2018).
I-2. Les symptomes internes

Le systéme racinaire des plantes malades présente une réduction des ramifications
secondaires. Les vaisseaux a ’intérieur de la tige brunissent et une nécrose beige a marron

clair est notée au niveau du collet ( Belabid et al., 2000) (Figure 6).

Les plantes gravement atteintes peuvent mourir ou produisent peu de fruits et de
qualit¢ médiocre, elles peuvent é&tre également la cible de pathogeénes secondaires

(Steinkellner et al., 2005).

L’ensemble des symptomes croitraient surtout lorsqu'elles sont sensibles ou lorsque les
conditions environnementales sont exceptionnellement favorables pour l'agent pathogéne.

(Krupa et Dommergues, 1979, in Benabdi, 2017).
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Fig.1 : Jaunissement des folioles Fig.2 : Flétrissement des feuilles basses
(Blancard, 2009) (Blancard, 2009)

Fig.3 : Les tissus corticaux sont bien Fig.4 : un discret jaunissement sur
nécrosés et ont pris une teinte brunatre. une portion de la tige.
(Blancard, 2009) (Blancard, 2009)
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Fig.5 : pourriture du systéme racinaire. Fig.6 : Brunissement des vaisseaux
(Blancard, 2009) internes de la tige.(Blancard, 2009)

II- Toxicologie et substances élaborées par le pathogéne
Deux substances importantes sont €laborées : les toxines et les enzymes hydrolytiques.
II-1- Toxines :

Le pathogene produit un certain nombre de métabolites secondaires biologiquement
actifs. (Burmeister et al., 1985). L'acide fusarique (acide 5-butylpicolinique) a été¢ découvert
pour la premiere fois au cours des années 1990. Ce composé a été l'un des premiers
métabolites des champignons impliqués dans la pathogenese du flétrissement de la tomate
causé par F. oxysporum f. sp.lycopersici. En plus de son role dans la pathogenése des plantes,
toute analyse qui se concentre sur une seule toxine est peu probable pour montrer une forte
corrélation entre la toxicité et la quantité¢ d'une seule mycotoxine (Bacon et al., 1996). Ces
substances sont responsables de 1’augmentation de la perméabilité cellulaire qui provoque une

transpiration accrue des plantes atteintes (Smahi, 2008).
II-2-Enzymes hydrolytiques :

Gothoskar et Sheffer (1953) étaient les premiers a avoir reproduit les symptomes de
brunissement et d’obstruction des vaisseaux conducteurs. L’opération consiste a faire tremper

des plantules sectionnées dans des solutions contenant des enzymes pectiques commerciaux.
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La pectine est un polysaccharide insoluble, sous forme d’une chaine linéaire d’acide
poly-galacturonique dont une grande proportion est méthylée. Deux enzymes agissent sur la
pectine, la pectine méthyl estérase [PME], qui hydrolyse les groupes méthyles, et la
polygalacturonase [PG], qui hydrolyse les liaisons glucosydiques. (Smahi, 2008).

Bien que les especes de Fusarium soient considérées comme hautement toxiques,
diverses especes de champignons filamenteux sont les principaux organismes qui produisent
des enzymes industrielles. Les cellulases sont un groupe d'enzymes hydrolytiques capables
d'hydrolyser la cellulose en composants sucrés plus petits, comme les unités de glucose
(Ferarri et Reyes, 2012). Les enzymes cellulolytiques jouent un rdle important dans les
processus de biodégradation de la nature ou les maticres lignocellulosiques des plantes sont

efficacement dégradées par les champignons.

Les cellulases, par exemple, ont été largement utilisées pour l'extraction de
composants précieux des cellules végétales, I'amélioration des valeurs nutritionnelles des
aliments pour animaux et la préparation de protoplastes végétaux dans la recherche génétique.
En général, les champignons produisent trois grands types d'enzymes cellulolytiques :
I'endoglucanase, l'exoglucanase et la cellobiohydrolase. Ces enzymes sont de nature
extracellulaire et inductive. La capacité de produire de la cellulase est trés répandue chez les

champignons (Ferarri et Reyes, 2012).
III- Mécanisme de défense des plantes atteintes
I1I-1-Barriéres mécaniques

Apres la pénétration du pathogeéne dans le végétal par les racines, un brunissement de
quelques cellules du parenchyme ligneux, voisin de la partie du vaisseau infecté, apparait.
Cette réaction est suivie par la formation de thylles, sécrétion gommeuse permettant a la
plante d’isoler 1’agent pathogeéne en obstruant le vaisseau envahi avant que le filament
mycélien ne produise des conidies. Si cette réaction tarde a venir, I’infection par les conidies
se généralise et se propage a plusieurs vaisseaux entrainant la mort de la plante par gommose,
thyllose, et hyperauxinie générale. Les symptomes externes de la maladie reflétent le degré de

I’invasion des vaisseaux vasculaires par les filaments mycéliens (El Mahjoub et al., 1984).
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I11-2. Barriéres biochimiques :
III-2.1. Peroxydase

Les produits chimiques, avec des inducteurs biotiques et abiotiques, peuvent stimuler
certains mécanismes de défense tels que la synthése de composés phénoliques. Le role des
enzymes oxydatives peut s'expliquer comme un processus d'oxydation des composés
phénoliques pour les produits oxydés (quinines), qui peuvent limiter la croissance fongique.
La peroxydase est I’étape finale de polymérisation de la lignine et de la pectine, directement
associée a l'augmentation de la capacité de liginification des tissus protégés par voie
systémique. Ceci peut limiter la pénétration la ou se produisent les radicaux libres et le

peroxyde d'hydrogéne, toxique pour beaucoup de microorganismes (Khalifa et al., 2016).
I11-2.2. Polyphénoloxydase

La polyphénoloxydase est une enzyme trés répandue dans les cellules végétales au
niveau des membranes chloroplastiques. C’est le lieu de, I'hydroxylation des monophénols en
diphénols, la déshydrogénation du o-Diphénol pour produire de la o-quinone et la
métabolisation de ces composés phénoliques les transformant en formes toxiques. L'oxydation
des composés phénoliques dans la cellule végétale est responsable du déclenchement de la
réaction de brunissement des tissus et identifie la présence du facteur pathogeéne (Khalifa et

al., 2016).
II1-2.3. Phytoalexines

Les phytoalexines sont des métabolites chimiquement hétérogeénes, généralement
toxiques vis-a-vis des agents pathogeénes. Plus de 200 phytoalexines ont été identifiées. La
synthése de phytoalexines n'est pas une réaction spécifique de la plante a l'infection par 1'un
de ses pathogenes ; les mémes phytoalexines pouvant étre produites par une méme plante
infectée par différents microorganismes. L'accumulation cellulaire des phytoalexines est
souvent associée a une résistance localisée marquée par une réaction d'hypersensibilité qui
constitue I'un des mécanismes majeur dans 1’établissement des interactions incompatibles

(Clérivet et al., 1996).

Les phytoalexines jouent un role central, voire exclusif, dans la résistance aux agents
pathogenes (Rouxel, 1989). Le réle des phytoalexines entant que mécanisme de défense vis-a-

vis des agents pathogenes est encore renforcé par diverses observations:
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- ’ubiquité de ce type de synthése en réponse a un stress (au moins chez les dicotylédones);

- les propriétés antibiotiques des phytoalexines;

- leur absence dans les plantes saines et leur synthese active;

- la forte corrélation existant entre la limitation de la croissance de 1’agent pathogeéne dans
les 1ésions hypersensibles nécrotiques et 1’accumulation rapide de quantités toxiques de

phytoalexines précédant cette restriction de croissance.

IV- Moyens de lutte
IV-1. Lutte culturale

Compagnonnage et rotation : L'utilisation des cultures d'engrais verts pour augmenter
la population des micro-organismes antagonistes du Forl dans les sols. Ainsi, des plantes de
moutarde en feuilles, d'épinards (Spinacia oleracea L.), de cresson (Lepidium sativum L.) et
de laitue (Lactuca sativa L.) cultivées dans un sol réinfesté au Forl, et hachés dans ce dernier
avant la plantation des tomates, tous ou en grande partie, réduit le potentiel de la maladie de

I'évaluation (Jarvis, 1989).

Les mesures préventives contre la flétrissure fusarienne consistent a éviter les

conditions qui favorisent la maladie soit:

un sol léger et acide,

un manque d'azote et de calcium,
— des températures élevées (1'optimum pour le développement du Fol est 28°C, et

un manque de lumiére en intensité et en temps (Smahi, 2008).
Barna et al. (1983) souligne l'importance de maintenir une fertilisation azotée élevée
surtout sous forme de nitrates (fumier) afin de produire beaucoup de jeunes pousses. La

méthode de prévention la plus courante est de chauler afin de maintenir le pH entre 6.4 et 7.0

(Smahi, 2008).

Sun et Huang (1985) ont mis au point un amendement organique et minéral qui a
raison de 1% par poids de sol permet de controler efficacement diverses especes de Fusarium.
Leur mélange (mélange S-H) contient: 4,4% de bagasse (résidus de canne a sucre); 8,4% de
son de riz; 4,25% de coquilles d'huitres; 8,25% d'urée; 1,04% de nitrate de potassium; 13,16%
de superphosphate de calcium; 60,5% de cendres minérales constituées de 31% de dioxyde de
silice, 4,4% d'oxyde de calcium, 1,7% d'oxyde de magnésium, 18% d'oxyde d'aluminium et

1% d'oxyde ferreux (Smahi, 2008).
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IV-2. Lutte physique

Les symptomes se développant aprés l'inoculation des racines ont été nettement
retardés par le traitement des racines ou de la plante entiere & des combinaisons temps-
température qui ont provoqué une certaine mort cellulaire de certaines parties du systéme

racinaire (Anchisi ef al.,1985).

Les traitements a 48-49°C pendant 30 secondes ont été les moins séveres des
traitements qui ont donné une protection. La protection n'était pas efficace contre les
inoculations de tiges mais était associée a une réduction de la colonisation des tiges. Les
plantes ont montré un certain degré de protection systémique contre une inoculation de
racines apres un traitement thermique des parties aériennes a 48-49°C pendant 30 s, mais dans
une moindre mesure que celle induite par les traitements de racines. Les niveaux de protection
les plus ¢élevés ont été obtenus lorsque les racines ou les parties aériennes ont été traitées 12-
48 h avant l'inoculation des racines. Seuls les traitements racinaires ont été efficaces lorsqu'ils
ont €ét¢ appliqués 48 h apres l'inoculation. La taille drastique des racines n'a pas réduit
l'efficacité du traitement thermique et, en fait, la taille des racines elle-méme a induit une
certaine protection. La protection induite par les traitements a I'eau chaude semble dépendre
d'un état transitoire de résistance, qui est similaire a celui induit par certains éliciteurs

biotiques (Anchisi et al.,1985).

IV-3. Lutte chimique

C’est la méthode la plus utilisée, a cause de son efficacité, mais présente beaucoup
d’effets néfastes sur 1’environnement et la santé du consommateur. Ceci qui a conduit ces
dernic¢res années a l’utilisation de bio-fongicides comme lutte biologique. Il s’agit en effet
d’une désinfection du sol a I’aide de fongicides chimiques dont les plus utilisés le triazole et
ces dérivés, qui sont des composés tres actifs grace a leur noyau qui posséde une activité
pharmacologique, antibactérienne, antifongique et hypoglycémique (Hamoir ef al. 2001).

(Benaouali, 2014)

IV-4. Lutte génétique

11 s’agit d’introduction de genes de résistance au niveau des plantes qui deviennent plantes
trans-génétiques. Ces geénes sont responsables de la synthése de protéines éliminatrices du
parasite. Cette technique est inefficace par le temps, d’ou I’apparition de races plus virulentes

et plus résistantes (Henni, 1998, in Benaouali, 2015).

10



Chapitre 1 Fusariose vasculaire de la tomate

IV-5. Lutte biologique

La lutte biologique est un ensemble de procédés exploitant la relation de concurrence
ou d’antagonisme existant entre les étres, y compris les champignons, en vue de minimiser ou
de limiter les dommages ainsi que I1’abondance des agents phytopathogénes sans

nécessairement les détruire par la suite. (Alabouvette, 1986).

L’¢tude de Kouki er al. (2012) a mis en évidence le rdle de certaines souches
bactériennes indigénes impliquées dans l'inhibition de la croissance fongique du Fusarium
oxysporum f.sp radicis-lycopersici (Forl). En effet, des especes de Bacillus, Burkholderia, et
Pseudomonas, ont exhibé une activité antimicrobienne contre ce pathogene. Ces antagonistes
peuvent avoir différents mécanismes d'action, comme l'interférence avec la germination des
spores, I’inhibition du tube germinatif des spores ou 1’allongement par gonflement anormal
des hyphes. La lyse et la dégradation compléete des hyphes fongiques seraient envisageables.
D’autre part, cette étude a démontré 1’efficacité d’un compost de déchets de végétaux et d'un
mélange de Posidonia oceanica contre le Forl et son importante capacité dans la suppression
de la maladie dans un sol traité par ce compost. Le mécanisme a été principalement attribué a

la modification de la composition microbienne du sol.

L'inoculation de la semence avec Trichoderma harzianum est I'une des espéces les
plus courantes a enquété sur les champignons, dans le cadre de la lutte contre les plantes

fongiques les agents pathogénes (Mwangi et al., 2018).

Lutter contre ce pathogene, I’effet de certains fongicides de synthése et biologiques a
été testé in vitro sur la croissance mycélienne et sur I’agressivité de F. oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici. L’hymexazol, le benomyl et le manébe ont ét¢ utilisés comme fongicides
de synthése et quatre produits biologiques, dont deux a base de Trichoderma harzianum, un
dérivé de Bacillus subtilis et un autre a base de Bacillus thuringiensis, ont été utilisés. Parmi
les fongicides de synthése utilisés, I’hymexazol et le benomyl ont été plus efficaces in vitro
que le manébe entrainant un pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de 1’ordre

de 80% (Hibar et al., 2007).

IV- 6. Lutte intégrée

C’est la combinaison de toutes les techniques précédentes afin de lutter contre les
phytopathogénes pour une longue durée. Ces méthodes ne sont efficaces que si I’on a une
meilleure connaissance des mécanismes qui sont a I’origine des interactions entre la plante et

I’agent pathogene (Corbaz, 1990).
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I-Taxonomie des Fusaria

Les Fusaria présentent un degré de variation remarquable en ce qui concerne les
caractéristiques morphologiques, culturelles et physiologiques. Cette capacité de variation
peut s'expliquer en partie par la capacité des especes de Fusarium a coloniser diverses niches

¢cologiques dans la plupart des arcs géographiques du monde.

D’autre part, la diversité et 'extréme variabilit¢ de ces caractéres au cours des
repiquages successifs, et en fonction des conditions de culture des champignons appartenant a
ce genre, expliquent les difficultés rencontrées pour la classification, d’ou les nombreux
systémes taxonomiques et les controverses proposés. Les travaux de Wollenweber et
Rincking (1935), qui ont servi de références, ont pu décrire 65 espéces, 55 variétés et 22
formes, rassemblées en 16 sections et 06 sous-sections (Synder et Hansen, 1940).Le genre
Fusarium a été profondément revu par Synder et Hansen (1940, 1941, 1945), Tousson et

Nelson (1968, 1975) et Messiaen et Cassini (1968,1981) (in Ghomari, 2009).

I-1. Le genre Fusarium

Le genre Fusarium est divisé en sections. Une section est utilisée pour les genres a
grand nombre d'especes. Une section regroupe des espeéces ayant des caractéristiques
morphologiques similaires. Dans certaines sections de Fusarium telles que Elegans et
Spicarioides, il n'y a qu'une seule espece par section. Dans d'autres, comme Gibbosum et

Discolor, il peut y avoir cinq a dix especes par section (Nelson et al., 1994).

La taxonomie était basée principalement sur du matériel collect¢ dans les régions
tempérées froides, et tropicales. Il est probable que d'autres populations seront différenciées a
mesure que de nouvelles études systématiques des especes de Fusarium seront effectuées
dans les régions arides et tropicales, ou les informations sur la nature et la répartition des

populations de Fusarium sont limitées.
I-2. L’espéce Fusarium oxysporum

L’espece Fusarium oxysporum est un champignon filamenteux asexué rattaché selon
la classification phylogénétique, aux ascomycétes. Cette espéce provoque de graves
flétrissures vasculaires sur de nombreuses cultures. Le champignon envahit les tissus
épidermiques de la racine, s'étend aux tissus vasculaires produit des mycéliums et/ou des

spores dans les vaisseaux, et ce entraine la mort des plantes (Baysal et al., 2009).
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F.oxysporum est un micromycete cosmopolite, pathogeéne, responsable du
flétrissement et de la pourriture corticale de plus de 100 plantes hdtes économiquement
importantes. La Diversité génétique au sein de F. oxysporum a été largement catégorisée par

des regroupements de compatibilité dans les laboratoires du monde entier.

F. oxysporum était classé dans la subdivision Deuteromycotina (champignons
imparfaits) selon la classification classique. Cette espéce est unique dans sa reproduction
asexuée ; il produit trois types de spores asexuées : des macroconidies, des microconidies, et
des chlamydospores (Figure 7).

e Les macroconidies sont falciformes et ont trois ou quatre septa (Fig. 1A et B).

e Les microconidies sont ellipsoidales et n'ont pas de septum (Fig. 1C).

e Les chlamydospores globoses ont des parois épaisses (Fig. 1D).

Figure 7: Conidiation de F. oxysporum. La souche Mel02010 a été cultivée sur du papier SNA a 25°C
pendant 5 jours. (A) Les macroconidies (ma) sont généralement produites a partir de phialides
terminaux (tp) sur des conidiophores (cp). (B) Les macroconidies sont également rarement produites a
partir de phialides intercalaires (ip) sur des hyphes. mi, microconidies. (C) Les microconidies sont
produites & partir de phialides intercalaires généralement dans de fausses tétes. (D) Les
chlamydospores (ch) sont formées a partir des hyphes. Barres, 10 pm. (Ohara et Tsuge, 2004).

Ces spores asexuées jouent un role important dans le cycle de la maladie. Les
microcondiales et les macroconidies de F.oxysporum sont importantes en tant qu'inoculum
secondaire, et chlamydospores sont des organes d'endurance dans les sols et agissent comme

inoculum primaire (Ohara et Tsuge, 2004).

Ce champignon survit dans le sol en forme de chlamydospores dormantes et
immobiles jusqu'a la stimulation de la germination par des substrats organiques ou par des
exsudats racinaires. Suite a la germination, il y a formation d'un mycélium et si les conditions

sont favorables, le thalle produit des conidies.
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I-3. Position systématique

Actuellement et grace a I'utilisation des techniques de la biologie moléculaire, la
systématique de Fusarium oxysporum a considérablement évoluée. Il est classé parmi les
Ascomyceéte bien que le stade sexuel reste a trouver. Gibberella qui est le groupe téléomorphe
le plus étroitement apparenté est classé dans la catégorie des pyrénomycetes (Di Pietro et al.,

2003).

= Regne Fungi

= Division Ascomycota

* C(Classe Hymenoascomycétes

= Sous-classe Pyrenomycetideae

*  Ordre Hypocreales

* Famille Nectriaceae

= (QGenre Fusarium

= Espece Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
= Téléomorphe Gibberella (Sacco.)

II- Fusarium oxysporum phytopathogene

Le champignon asexué Fusarium oxysporum est largement répandu dans le monde
entier dans tous les types de sols. Ce sont des champignons qui réussissent a vivre en tant que
saprophytes et sont capables de se développer et survivent pendant de longues périodes grace

a la matiere organique du sol.
I1-1. La spécificité parasitaire
II-1.1. Formes spéciales

Les souches pathogenes individuelles au sein de l'espéce ont une gamme d'hotes
limitée, et les souches ayant des gammes d'hotes similaires ou identiques sont affectées a des

groupes intra-spécifiques, appelés forme spéciale (Ohara et al., 2004).

Le concept de forme spéciale a été appliqué pour reconnaitre les souches pathogenes
qui étaient morphologiquement indiscernables des souches saprophytes de la méme espece,

mais qui différaient dans leur capacité a parasiter des hotes spécifiques.

Si ce concept est le plus fréquemment appliqué chez F. oxysporum, des formes

spéciales ont également été proposées pour F. solani et F. lateritium. A l'origine, on croyait
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que les formes spéciales étaient spécifiques a un hote et étaient donc nommés d'apres le nom

latin de la culture héte (Windels, 1991).
I1-1.2. Races

La classification en formes spécialisées de F. oxysporum est basée sur l'espece hote
chez laquelle une souche fongique est pathogene, tandis que la race est déterminée par la
capacité d'une souche fongique a provoquer une maladie sur des cultivars particuliers de
'espéce hote.

L'association de traits phénotypiques, telle que la morphologie des colonies, a des
caractéres physiologiques, telle que la pathogénicité, est courante. De cette maniere, les
caractéristiques morphologiques des colonies sont devenues des outils précieux qui offrent
des informations taxonomiques importantes (Elias et Schneider, 1991). Cependant, les formes
spécialisées et les races ne sont aucunement reconnaissables par ['observation
morphologique ; seul l'inoculation et le comportement a 1'égard de I'hdte peuvent déterminer

leur identité (Abo, 2006).

II1- Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

L’existence de races physiologiques ou de spécialisation physiologique de Fusarium
orysporum f.sp. lycopersici, capables d'infecter et de provoquer le flétrissement de variétés de
tomates trés résistantes a d'autres isolats du champignon connus pour leur pathogénie

virulente aux variétés sensibles, a €t¢ mise en évidence (Alexander et Tucker, 1945).

Trois races ont été identifiées chez F. oxysporum f. sp. lycopersici. Ce sont des
souches distinguées par leur virulence envers les cultivars de tomates qui contiennent des
genes de résistance. La race 1 a été initialement décrite en 1886, la race 2 a été signalée en

1945 dans 1’Ohio et la race 3 a été observée en Australie en 1978 (Kistler et al., 1998).

Chez F. oxysporum f. sp. lycopersici, la race I n'attaque pas les variétés de tomate

pourvues du géne 1, alors que la race II peut les envahir (Abo, 2006).

III-1. Description morphologique

Au niveau macroscopique, I’aspect cultural de F. oxysporum f.sp. lycopersici est celui
des caracteres culturaux généraux caractérisant 1’espéce F. oxysporum.

- Caracteres sur CLA. (Carnation Leaf-piece Agar)

Les macroconidies sont abondantes ; elles sont de taille petite &8 moyenne, falciformes,
de 3 a 5-septa, avec une cellule apicale effilée et une cellule basale. Les microconidies sont

produites a partir de monophialides et de polyphialides et peuvent étre piriformes et 0-septa
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ou fusoides et 0 a 1-septa. Des conidies mésoides ou fusoides peuvent étre formées et peuvent
atteindre 5-septa. Les chlamydospores sont abondantes dans les cultures plus anciennes et

assombrissent avec 1'dge de la plante (Leslie et Summerell, 2006).

- Caractéres sur PDA (Potato Dextrose Agar)

La colonie est caractérisée par un mycélium aérien trés abondant et extrémement
dense, de couleur blanche immaculée, aussi bien en surface qu'au contact du milieu (Tivoli,
1988). 11 se développe de maniére dense et rapide. Au début, la culture est blanche ou rouge
pale, mais avec l'age, le pigment s'assombrit et des sporodochies oranges peuvent apparaitre.
(Leslie et Summerell, 2006).

Le pourtour de la culture est souvent caractéris€¢ par un mycélium ras en forme de
meches. La pigmentation du mycélium au contact du milieu de culture est, la plupart du

temps, blanchatre pendant les 15 premiers jours qui suivent l'isolement.

III-2. Exigences écologiques

Le développement de la maladie causée par F. oxysporum f. sp. lycopersici est
caractérisée par une longue période d'incubation. Lorsque l'infection se produit
immédiatement aprés la plantation, des symptomes externes apparaissent immédiatement
avant la récolte. Si toutefois l'infection se produit pendant la production des plants, la maladie
peut se manifester au moment de la floraison. Le champignon peut étre isolé a proximité des
lésions et ne se propage pas de maniere systémique. L'infection se produit a travers les plaies
et les trous naturels créés par la racine nouvellement formée (Szczechura et al., 2013).

La croissance des isolats sur le milieu PDA est meilleure avec une pigmentation plus
importante. La croissance mycélienne des différents isolats est plus rapide a 1’obscurité et le
pH optimum de croissance est de 6 avec un taux d’humidité¢ de 80% et une température

optimale de croissance de 28°C par Benaouali, (2015).

IT1-3. Exigences climatique pour le développement des Fusaria

Les facteurs climatiques, en particulier ’humidité et la température, jouent un role
primordial dans le développement des Fusaria en conditionnant la germination et I’infection
(Siou, 2013). Selon Bérubé et al. (2009), le climat est le facteur le plus déterminant dans le

développement des Fusaria.

Les facteurs météorologiques tels que la pluie, la rosée, le brouillard, la vitesse du
vent, I’ensoleillement, la température et ’humidité relative agissent sur les différentes phases

de développement des Fusaria. En conditions de température, d’humidité relative et avec un
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ensoleillement favorable, les spores des Fusaria peuvent survivre en absence d’hdte de 1’hote

(Awad et al., 2010 in Dossa et al., 2019).

II1-3.1. Température

La température est un des principaux facteurs climatiques pilotant le développement
des champignons pathogenes pendant les différentes étapes de leur cycle parasitaire (Bernard,
2012).

La maladie se développe rapidement dans un sol frais (18°C), A des températures de
substrat plus élevées, la maladie est asymptomatique. Les fluctuations saisonnicres de
température et d’humidité du sol, observées sur les populations de F. culmorum dans le sol,

ont un effet sur la sévérité de la fusariose (Dossa et al., 2019).

L'agent pathogéne peut étre introduit dans une nouvelle zone de culture de la tomate
par des semences contaminées, de la terre ou du compost infestés. Les plantes infectées
peuvent se flétrir et mourir ou rester dans un état de faiblesse. Une plante affaiblie produira

des fruits de moindre qualité (Szczechura et al., 2013).
I11-3.2. Effets de la composition du sol sur le développement des Fusaria

Les sols argileux a forte capacité d’échange cationique et riche en €léments nutritifs
favorisent I’installation et le développement des Fusaria et les sols ayant un pourcentage
¢levé en sable et une sodicité supérieure a 30% présentent une faible charge fongique

(Boudoudou et al., 2009).

Les sols alcalins sont pauvres en fer libre, ¢lément indispensable a la germination des
conidies car il permet 1’élongation du tube germinatif et dont l’insuffisance pourrait
contribuer a la diminution de Fusarium oxysporum. Le pH alcalin de 7,95 a 8,15 des sols

limite donc la pathogénicité de Fusarium oxysporum (Boudoudou et al., 2009).

111-3.3. Effet du pH sur le développement des Fusarium

Le pH du sol affecte également le développement des Fusaria, car la croissance
mycélienne et la germination des conidies sont restreintes a une certaine gamme pour chaque
espeéce. les sols ayant un pH compris entre 5 et 7 sont favorables a la survie et a la

germination des chlamydospores (Dossa et al., 2019).

I11-4. Réceptivité des sols aux Fusaria
Les facteurs édaphiques et biotiques du sol ainsi que la disponibilit¢ en éléments
minéraux peuvent conditionner 1’activité des Fusarium pathogenes. Toutefois, ces différents

facteurs n’agissent pas indépendamment mais peuvent se moduler. Ces interactions entre
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facteurs abiotiques et biotiques du sol en lien avec le développement des Fusarium
pathogenes ont été conceptualisées par Louvet et al,.(1976) (in Dossa et al., 2019).

HI-5. Cycle de développement

Les champignons se reproduisent essentiellement par des spores uni- ou pluri
cellulaires. On distingue, selon leur origine, les spores sexuées et les asexuées. La forme
sexuée, ou téléomorphe, a pour fonction de maintenir I'espéce et apparait souvent en fin de
saison alors que la forme asexuée, dite aussi forme imparfaite ou anamorphe, assure la
propagation.

Tous les stades sont présents dans les tissus ou les sols infectés. Cependant, on sait peu
de choses sur la germination des propagules de F. oxysporum, une étape clé dans les
interactions plantes-pathogenes (Steinkellner et al., 2005). Les chlamydospores de Fusarium
oxysporum, se conservent trés longtemps, et souvent trés profondément dans le sol. Leur
germination et leur pénétration dans les racines se produisent sans nécrose apparente. Suivant
les cas, les blessures de racines favorisent et régularisent 'infection.

Dans le premier cas, les attaques de nématodes (endo ou ectoparasites) peuvent
favoriser les infections. Un nombre faible de germes suffit & contaminer et faire périr une
plante enti¢re, contrairement a ce qui se passe pour les maladies de type "nécroses de racines"

En contact avec 1’hote et une fois les conditions favorables seraient réunies, le cycle se

déroule comme suit (Figure 8):

»1 forme de conservation:
Chlamydospores

Conservation sur L
débris ~ Germination
végetaux/sol stimulée par les

exudats racinaires

Chute des
feuilles

<2 types de conidies:
Macroconidies pluricellulaires allongées

Pénétration du
pathogéne

Microconidies unicellulaires
3 &
Colonisation
des

vaisseaux
xylémiens

Propagation a
l'intérieur des
racines

- Phase saprophyte O Production des conidies

Phase parasitaire

Figure 8 : Cycle de vie de 1’agent pathogeéne de Fusarium oxysporum (Triolet, 2014).

18



Chapitre 2 Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

I11-6. Pathogenése et relation hote-pathogéne

L'a-tomatine est un glycoalcaloide stéroidal toxique produit par tous les organes de
la tomate. La tomatine a des propriétés antibiotiques et antifongiques. Le pathogéne F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl) a la capacité de produire une enzyme spécifique, la
tomatinase, qui décompose l'a-tomatine et protége le pathogeéne. L'a-tomatine est combinée
avec des groupes 3p-hydroxyle libres des stérols membranaires des champignons. Les
complexes entrainent une perte de 1'intégrit¢ de la membrane des champignons (Roddick, 1974;

Roddick et Drysdale 1984; Lairini et al. 1996; Ito et al. 2005).

Les enzymes telles que la B-1, 3-glucanase et la chitinase ont été induites dans des
plants de tomates infectés. Les chercheurs ont rapporté que la chitinase s'accumule autour des
hyphes endommagés dans les tissus de racine de tomate infectés par le FORL. Son
accumulation est médi¢e par des éliciteurs fongiques. En revanche, la B-1, 3-glucanase se
localise dans les tissus non colonisés de plantes résistantes, ce qui peut indiquer une fonction
différente de cette enzyme dans les réponses des plantes au pathogéne (Benhamou et al.
1990). Mauch et al. (1988) ont suggéré¢ que les enzymes végétales B-1, 3-glucanase et
chitinase jouent un role significatif dans l'inhibition de la croissance fongique in vitro et
agissent en synergie. F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici a la capacité de produire des
polygalacturonases (PG), d'induire la dépolymérisation de la pectine et de faciliter la

colonisation du tissu hote. Les polygalacturonases ont un mode d'action endo ou exo.

Le pathogéne produit des isoformes de PG dont l'expression dépend des isolats (Las
Heras-Vazquez ef al., 2003). Lagopodi et al. (2002) ont utilisé F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici a
transformé la GFP (Green Fluorescence Protein = Protéine de fluorescence verte) et a
démontré que le contact entre 1'agent pathogene et la racine est initi¢ au niveau des poils de la
racine. L'observation suivante a montré que les sites de colonisation a la surface des racines
sont les jonctions le long des cellules épidermiques. Le champignon forme des hyphes qui se
développent et remplissent toutes les jonctions de 1'épiderme. Dans la région de la couronne,

le développement des hyphes est plus rapide (Lagopodi et al. 2002).
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IV - Diversité des relations interspécifiques

Les plantes partagent le méme environnement que les microorganismes depuis 1’origine
de leur existence ; leur évolution est liée. La symbiose plante-champignon est une premiére
preuve d’interaction. On trouve une grande diversité des types d’interactions et des mécanismes

impliqués existent.
IV-1. Différents types d’interactions

Les micro-organismes établissent des relations étroites avec les €tres vivants. Classiquement,
les écologistes reconnaissent les interactions entre espéces suivantes (tableau 1). Seule une tres
faible proportion de ces micro-organismes associés aux étres vivants est capable de produire

chez eux des effets pathologiques.
e Le mutualisme : interactions réciproquement profitables entre organismes vivants.

e La symbiose : installation de modalités des échanges a bénéfices réciproques. Pour les
auteurs francophones, la symbiose désigne un mutualisme durable entre deux espéces qui
généralement associent et/ou modifient une partie de leur anatomie dans le cadre de
I’interaction. Il y a donc exclusion ici des mutualismes transitoires (ex. pollinisation des

Angiospermes par les Insectes).

Pour les auteurs anglo-saxons, le sens est trés différent : il s’agit plutot de toute
interaction durable entre deux organismes, quelle que soit son influence sur les partenaires

(positive, neutre ou négative).

e Le commensalisme (étym. « a la méme table ») : interaction entre deux organismes ou
I’un des partenaires (« hote ») fournit involontairement de la nourriture a I’autre (commensal),
sans que 1’hote n’en subisse de désagréments notables. Ex. certains microorganismes du tube

digestif des Mammiferes.

e L’amensalisme : une espéce inhibe le développement d’une autre sans que la premicre

n’en tire de bénéfices.

e Le neutralisme : interaction entre organismes ou les partenaires exercent une influence

neutre [’un sur ’autre.

e La compétition : lutte entre deux organismes dans I’obtention ou I’exploitation d’une

méme ressource.

20



Chapitre 3 Biocontrole et sols suppressifs

e La relation mangeur-mangé («prédation » au sens large) : interaction ou un organisme

en consomme un autre. On peut distinguer : °

o La prédation au sens strict : le mangeur (prédateur) tue 1’organisme mangé
(proie).
o L’herbivorie ou phytophagie : le mangeur consomme des organismes végétaux

qui, le plus souvent, survivent a I’interaction.

e Le parasitisme : peut étre compris comme une interaction durable entre un organisme
nommé parasite exploitant et se nourrissant d’'un autre nommé hote sans que la mort du
second ne soit entrainée, du moins, pas a court terme (a plus ou moins long terme, la mort

peut tout de méme intervenir). La plupart du temps, la relation est obligatoire pour le parasite.

Le plus souvent, le parasite vit a I’intérieur de 1’hote (on parlera d’endoparasitisme) mais

il peut arriver que le parasite reste a la surface extérieure de 1’hdte (ectoparasitisme).

Le terme est toutefois souvent utilisé dans d’autres sens ne correspondant pas exactement

a cette définition.

Exemple 1 : les Moustiques sont considérés comme « parasites » des Mammiféres

alors que I’interaction est transitoire, il s’agirait en réalité plutot de « microprédation ».

Exemple 2 : les Hyménopteres « parasitoides » (parfois appelés « hyperparasites »)
pondent leurs ceufs dans les larves d’autres Insectes qui meurent rapidement. Certains auteurs
ont alors proposé de distinguer les parasites « biotrophes » (qui ne tuent pas I’hote) et les

parasites « nécrotrophes » (qui tuent 1’hote).

e L’antagonisme : L’antagonisme microbien est un phénomene entre deux organismes
(I’antagoniste et le pathogenes) (Pal et McSpadden Gardener, 2006). Cette alternative
consiste a utiliser des microorganismes pouvant étre antagonistes des agents pathogenes et
/ou éliciteurs des plantes, et aussi ces microorganismes ont la capacit¢ de stimuler

directement la croissance des plantes (Hinsinger et Marschner, 2006).
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Tableau 1. Principales relations interspécifiques (Selosse, 2000).

+ + Mutualisme

+ - Parasitisme (ou Prédation si mort s’ensuit)
+ 0 Commensalisme

0 - Amensalisme

0 0 Neutralisme

- - Antagonisme (dont Compétition)

+:gain
- perte
0 : neutre

I1V-2. Interactions non-hote

Certaines interactions hote-pathogénes sont qualifiées d’étre des interactions non-hote.
Dans ce genre d’interaction, le microorganisme potentiellement pathogeéne est incapable de
pénétrer et de se reproduire a l'intérieure de la plante. Une des raisons de cette résistance peut
étre due a I’absence des ¢léments nécessaires a la colonisation efficace par 1’agent pathogene. La
plupart des interactions entre les plantes et les agents pathogénes sont des interactions non-hote.
Par ailleurs, la résistance non hote est définie comme 1'immunité d’une espéce présentée par la
plante entiére contre toutes les variantes génétiques de I’agent pathogene, ce type d immunité,
parfois limitée dans le temps, est trés fréquent dans la nature mais n’est pas encore trés bien
connue en comparaison avec la résistance spécifique a la maladie chez certains génotypes de

plantes hotes qui sont habituellement sensibles (Laradjzazou, 2017)
V - Biocontrole

Les termes «lutte biologique» et son synonyme abrégé «biocontrole» ont été utilisés dans
différents domaines de la biologie, notamment l'entomologie et la phytopathologie. En
entomologie, il a été utilisé pour décrire I'utilisation d'insectes prédateurs vivants, de nématodes
entomopathogeénes ou agents pathogeénes microbiens pour supprimer les populations de différents
insectes ravageurs. En phytopathologie, le terme s'applique a l'utilisation d'antagonistes
microbiens pour supprimer les maladies ainsi qu'a l'utilisation d'agents pathogenes spécifiques a

I'h6te pour contrdler les populations de mauvaises herbes. Dans les deux domaines, 1'organisme
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qui supprime le ravageur ou l'agent pathogene est appelé agent de lutte biologique (BCA

"Biological Control Agent") (Pal et McSpadden Gardener, 2006).
V-1. Microorganismes phytoprotecteurs

En réponse au contexte actuel de réduction des intrants chimiques et de respect de
I’environnement, les micro-organismes phytoprotecteurs attirent une large attention pour leur
sécurité et leur compatibilité environnementale dans la prévention et le contrdle des agents
pathogenes des plantes. En effet, il a ét€ révélé que de plus en plus des souches jouent un role
important dans la prévention et le contréle du Fusarium, comme Bacillus spp., Pseudomonas
spp., Trichoderma spp. et Chaetomium spp. (Wang et Yang 2009), et plus de 200 types de
composés en ont été isolés (Zhang et al., 2012). Certains de ces composés auraient un potentiel
de lutte biologique, comme la cytochalasine, les antibiotiques et la cellulase (Jiang et al., 2016 ;

Jiang et al., 2017 ).
V-1.1. Les champignons

Plusieurs genres de champignons appartenant a différents groupes sont hyperparasites ou
antagonistes de champignons phytopathogenes, colonisent les insectes ravageurs des cultures, ou

les nématodes. Parmi ceux-ci, on peut citer :

- les Entomophthorales, qui sont essentiellement des champignons parasites d'insectes ;
- les ascomycetes, parmi lesquels on compte de nombreux genres répartis dans différentes

classes :

Orbiliomycetes

- Arthrobotrys sp. : utilisé contre les nématodes. Le champignon attrape I'animal avec un
anneau constricteur composé de trois cellules qui se gonflent trés rapidement et étrangle le

nématode.
Sordariomycetes

- Metarhizium anisopliae (anc. Entomophthora anisopliae) : provoque la muscadine verte
chez les insectes contaminés (thrips, charangons, termites, etc.). La souche F52 est homologuée
pour lutter contre les otiorhynques ravageurs des cultures ornementales et des petits fruits.

- Beauveria bassiana : bien que cette espece est réputée d’étre un ennemi naturel de
plusieurs insectes, son action, comme agent de phytoprotecteur a été testé¢ par Culebro-Ricald et
al., (2017) pour contrdler F. oxysporum f. sp. lycopersici sur des plantes de tomate. Quelques

souches prometteuses ont été sélectionnées.
23



Chapitre 3 Biocontrole et sols suppressifs

- Trichoderma harzianum : antagoniste de champignons phytopathogenes et utilisé en

protection des cultures surtout en préventif

- Microdochium dimerum (anc. Fusarium dimerum): La souche L13 est un agent

potentiel de lutte contre Botrytis cinerea
Dothideomycetes

- Ampelomyces quisqualis : hyperparasite naturel des oidiums ; son efficacité en champ

ou en serre est trés variable.

- Paraconiothyrium minitans : (anc. Coniothyrium minitans), parasite obligatoire
de Sclerotinia sclerotiorum (agent de pourritures racinaires sur de nombreuses cultures

légumicres) et qui se développe, au détriment de son hote dont il empéche la prolifération

- Microsphaeropsis arundinis : est un agent de contrdle potentiel contre Venturia

inaequalis, responsable de la tavelure sur pommier

Toujours parmi les Ascomycota, chez les Saccharomycotina, on utilise Candida
oleophila strain O Montrocher 1967 en traitement post-récolte sur pommes et poires comme
agent antagoniste de Botrytis cinerea et Penicillium expansum, champignons responsables de
pourritures des fruits en conservation. De méme la souche Candida sake CPA-1 est une levure
antagoniste qui pourrait-étre utilisée au vignoble contre la pourriture de la grappe due

a Botrytis cinerea ou contre la pourriture acide.
Glomeromycota

Cette division comprend surtout des champignons symbiotiques endomycorhiziens
appelés AMF (arbuscular mycorhyzal fungi). Ces champignons forment une association avec de
nombreuses plantes terrestres. Ce sont des biotrophes obligatoires qui nécessitent une plante-hote
pour compléter leur cycle de vie. La plupart des plantes cultivées sont des hotes de mycorhyze a
arbuscule et bénéficient de l'association. En améliorant l'exploration du sol par leur réseau
mycélien, ces champignons augmentent 'absorption des éléments minéraux peu mobiles du sol,
et agissent ainsi comme biofertilisants. Leur role est particulierement important pour l'absorption

du phosphore (La Guerche et al., 2005).

Les champignons favorisant la croissance des plantes appelés PGPF (Plant Growth
Promoting Fungi) sont également utilisés pour le biocontréle des maladies des plantes grace a
leur capacité de stimuler les défenses des plantes et présenter une activité antagoniste vis-a-vis

des agents phytopathogénes. En effet, Bent (2006) rapporte que la plupart des recherches sur les
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micro-organismes favorisant la croissance des plantes ont été consacrées, pour une grande part, a

déterminer comment ils peuvent étre utilisés pour protéger les plantes contre les maladies.

V-1.2. Les bactéries

Les bactéries principalement, comme d’autres micro-organismes, sont capables de
coloniser efficacement les systémes racinaires et influencent de maniére bénéfique la plante en la
protégeant contre des infections par des agents phytopathogenes. La plupart des souches
bactériennes exploitées comme biopesticides appartiennent aux genres Bacillus, Pseudomonas et

Agrobacterium.

De nombreuses recherches ont concerné Bacillus et Pseudomonas qui sont des habitants
communs de la rhizosphére et possédent une grande activité dans le contréle biologique des
maladies liées au sol. Ces rhizobactéries ont la capacité de produire de nombreux antibiotiques

(Raaijymakers et al., 2009).

Un exemple bien connu est la bactérie Bacillus thuringiensis. Elle est également utilisée
comme bioinsecticide. La toxine Bt, produite par B.thuringiensis a été intégrée directement dans
des plantes grace au génie génétique. L'utilisation de la toxine Bt est particulierement
controversée. Ses fabricants prétendent qu'elle est inoffensive pour les autres organismes, et est
plus respectueuse de l'environnement que les pesticides de synthése. Cependant, une étude
scientifique au moins a suggéré qu'elle peut provoquer de légeéres modifications
histopathologiques sur le foie et les reins des mammiferes dont le régime alimentaire contient

cette toxine (Kili¢ et Akay, 2008).

e Cas des bactéries rhizosphériques et des PGPR

Parmi les microorganismes du sol, les bactéries rhizosphériques ou rhizobacteries, sont a
considérer. En effet, ce sont des bactéries qui présentent 1’aptitude a coloniser les racines de
fagon intense. Grace a leur position stratégique a I’interface sol-racine, certaines de ces bactéries
peuvent présenter des effets bénéfiques pour les plantes. Elles sont connues sous le nom de
rhizobactéries stimulant la croissance des plantes ou PGPR (Plant Growth Promoting

Rhizobacteria). (Lemanceau, 1992).

Les PGPR offrent des applications agricoles et environnementales intéressantes, telle que
la biofertilisation, la lutte biologique comme biopesticides, 1’amélioration du reboisement des
sols stériles et la stimulation de la nutrition des végétaux colonisés de par I’absorption de I'ion

nitrate par la plante (Tableau 2) (Adjanohoun et al., 2016 ; Bersali et Boufllah, 2018).
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Tableau 2 : Actions et applications des PGPR (Martinez-Viveros et al., 2010)

Terme Définition Actions

Microorganismes favorisant la ) L )
e Production d’antibiotiques (sidérophores, HCN,
croissance des plantes par le ) ) )
métabolites antifongiques) ;
Biopesticide contrdle des agents
e Production d’enzymes qui dégradent les parois
ou agent de | phytopathogenes principalement
cellulaires des champignons ;
biocontrdle | par la production d’antibiotiques
) ) ) e Exclusion compétitive ;
et de métabolites antifongiques.
e Résistance systémique acquise et induite.

Les rhizobactéries du groupe Pseudomonas fluorescens sont considérées parmi les
microorganismes a effets bénéfiques aux niveaux de biocontrdle et de biostimulation de la
croissance des plantes cultivées. La caractérisation de quelques souches, isolées en Algérie, a
révélé des potentialités d'antagonisme appréciables in vitro vis-a-vis de Fl.o. f. sp. lycopersici. La
bactérisation des semences et des plantules de tomate a induit l'inhibition, voire méme

I'annulation de I'expression des symptomes de la fusariose (Benchabane et al., 2000).
V-1.3. Les actinomycétes

Les actinomycetes peuvent étre présents dans le sol de la rhizosphére et exercer un effet
antagoniste et compétitif sur les communautés microbiennes. Ils ont la capacité de produire des
composés actifs, tels que des antibiotiques et des antifongiques. Ils ont également été utilisés
comme agents de biocontrole commercial des maladies des plantes, comme les cellules de
Streptomyces griseoviridis utilisées pour protéger les cultures contre les infections par Fusarium

spp. et Alternaria spp.

Outre leur capacité a inhiber les agents pathogeénes des plantes, les actinomycetes sont
également connus pour former des associations étroites avec les plantes, en colonisant leurs

tissus internes sans provoquer de symptomes de maladie, et favoriser leur croissance (Goudjal et

al.,2014)
V-2. Mécanismes d’action des microorganismes phytoprotecteurs

Une compréhension approfondie des mécanismes d'action est nécessaires pour maximiser
la cohérence et l'efficacité de la lutte biologique. Les mécanismes d'action peuvent étre divisés

en deux grandes catégories :
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'antagonisme direct des souches non pathogénes a un pathogene ;

l'antagonisme indirect qui se manifeste par la plante hote (Fravel et al., 2003).
V-2.1. Antagonisme direct

D'une manicre générale, les mécanismes d'antagonisme microbien direct comprennent le
parasitisme, l'antibiose et la concurrence. La concurrence peut étre divisée en la compétition pour
les nutriments dans le sol et la rhizosphere, et la concurrence pour les sites d'infection sur et dans

la racine (Fravel et al., 2003).
a. Antibiose

L'antibiose est définie comme un antagonisme provoqué par les métabolites secrétés par
un second microorganisme. Plusieurs agents de biocontrole ont montré qu'ils étaient capables de
produire des métabolites secondaires sous forme d’antibiotiques ou composés analogues aux
antibiotiques, enzymes lytiques, composés volatils, sidérophores ou autres substances. Il est
relativement facile de démontrer 1'inhibition d'un microorganisme par un autre sur gélose, et

obtenir des preuves de la dépendance de la souche dans l'effet (Bardin, 2015).
b. Enzymes hydrolytiques

Les enzymes hydrolytiques, ou hydrolases, sont des enzymes qui fonctionnent
généralement comme des catalyseurs biochimiques qui utilisent 1'eau pour rompre une liaison
chimique, ce qui entraine généralement la division d'une molécule plus grande en molécules plus
petites. Certains exemples courants d'enzymes hydrolases sont les estérases comprenant

les lipases, les phosphatases, les glycosidases, les peptidases et les nucléosidases.

Dans le domaine de la protection biologique, il s’agit d’enzymes qui peuvent dégrader ou
lyser la paroi cellulaire des phytopathogénes. Ce phénomene est répandu dans la région de la
rhizosphére ou les microbes détruisent les phytopathogenes par sécrétion d'enzymes lytiques et
contribuent indirectement a la croissance et au développement des plantes. Plusieurs études sur
les hydrolases microbiennes et autres enzymes lytiques ont confirmé leur activité de biocontrdle
contre plusieurs phytopathogenes. L'étude de certaines enzymes fongiques et bactériennes a
révélé qu'elles peuvent inhiber ou modifier la synthése de la paroi cellulaire, perforer la
membrane cellulaire ou dégrader la paroi cellulaire de 1'hote ou des pathogenes végétaux
(Roberti et al., 2002; Mota et al., 2017) et sont collectivement connues sous le nom de enzymes
de lutte biologique. Les plus courantes sont les chitinases, les cellulases, les protéases et les p-
1,3-glucanases. D’autre part, ces enzymes peuvent aussi présenter des activités antifongiques par

elle-méme. L'un des principaux mécanismes de ces enzymes est l'antibiose ; elle repose sur la
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reconnaissance de la liaison et la perturbation enzymatique de la paroi cellulaire du pathogéne et
la production éventuelle de métabolites toxiques inhibant le développement des agents

pathogenes (Bardin, 2015).

¢. Antibiotiques

Les antibiotiques sont généralement définis comme des composés organiques de faible
poids moléculaire ; ils sont considérés comme des métabolites secondaires produits par certains
groupes de microorganismes, principalement des colonisateurs du sol qui inhibent la croissance
ou d'autres activités métaboliques d'autres microorganismes a de faibles concentrations. Les
antibiotiques peuvent avoir un effet cidal (tueur) ou un effet statique (inhibiteur) sur une série de
microbes. Les antibiotiques ont des modes d'action différents sur les bactéries. Parmi ceux-ci, on
peut citer la prévention de la formation de la paroi cellulaire ; I’inhibition ou I’interférence avec
la synthése de protéines et l'intégrité de la membrane ; la perturbation de la fonction du plasma
et/ou de la membrane externe ; I’inhibition ou D’interférence avec la synthése de 'ADN et
I’inhibition de la synthése de petites molécules essentielles aux effets divers (Haggag et

Mohamed, 2007).
d. Compétition spatiale et nutritionnelle

Les sols et les surfaces des plantes vivantes sont souvent des environnements limités en
¢léments nutritifs. Pour réussir a coloniser la phytosphere, un microbe doit effectivement
rivaliser pour les nutriments disponibles. A la surface des plantes, les nutriments fournis par
I'hdte comprennent les exsudats, les lixiviats, ou tissus sénescents. En outre, des nutriments
peuvent étre obtenus a partir des déchets d'autres organismes tels que les insectes, le miellat de
pucerons a la surface des feuilles. Bien qu'il soit difficile a le prouver directement, de
nombreuses preuves indirectes suggerent que la concurrence entre les agents pathogeénes et non
pathogenes pour les ressources nutritives est importante pour limiter l'incidence et la gravité des
maladies. En général, les agents pathogenes transmis par le sol, tels que les especes de Fusarium
et de Pythium, qui infectent par un contact mycélien sont plus sensibles a la concurrence d'autres
microbes associé€s au sol et aux plantes que les agents pathogeénes qui germent directement sur
les surfaces des plantes et qui infectent par des appressoria et des piquets d'infection (Pal et

Gardener, 20006).

Les microbes phytoprotecteurs produisent des métabolites qui suppriment les agents
pathogénes. Ces microbes colonisent les sites ou I'eau et les nutriments contenant du carbone
sont les plus facilement disponibles, comme les points de sortie des racines secondaires, les

cellules épidermiques endommagées et les nectars, et utilisent le mucilage des racines.
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La lutte biologique fondée sur la compétition pour des micronutriments rares mais
essentiels, comme le fer, a fait également 1’objet de plusieurs travaux. Le fer est extrémement
limité dans la rhizosphére, sa disponibilité est fonction du pH du sol. Dans les sols oxydés et
aérés, le fer est présent sous forme ferrique, qui est insoluble dans 1’eau (pH 7,4) et la
concentration peut étre aussi faible que 10™"® M. Cette concentration est trop faible pour favoriser
la croissance des microorganismes, qui ont généralement besoin de concentrations qui
s’approchent de 10 M. Pour survivre dans un tel environnement, les organismes sécrétaient des
ligands de liaison au fer appelés les sidérophores ayant une grande affinité pour séquestrer le fer

du micro-environnement.

Une corrélation directe a été établie in vitro entre la synthése des sidérophores chez les
pseudomonades fluorescentes et leur capacité a inhiber la germination des chlamydospores de F.
oxysporum (Sneh et al. 1984). Comme pour les antibiotiques, les mutants incapables de produire
certains sidérophores, tels que la pyoverdine, ont été réduits dans leur capacité a supprimer
différents pathogénes de plantes. Certains chercheurs pensent que l'efficacité accrue de
I'absorption du fer par les microorganismes commensaux est considérés comme un facteur
contribuant a leur capacit¢ a coloniser agressivement les racines des plantes et aider au

déplacement des organismes nuisibles des sites potentiels d'infection (Pal et Gardener, 2006).
V-2.2. Antagonisme indirect : induction d'une résistance systémique

La résistance systémique induite (ISR) est I'état de la capacité de défense développée par
la plante lorsqu'elle est stimulée par divers agents, dont les rhizobactéries. Une fois que la
résistance est induite dans les plantes, il en résultera une protection non spécifique contre les
champignons pathogenes, les bactéries et les virus. Le mode d'action de suppression des
maladies par les bactéries de la rhizosphére non pathogenes devrait étre distingué de la résistance
systémique acquise (RSA) induite par un agent pathogeéne. La colonisation du systéme racinaire
des plantes par les rhizobactéries peut indirectement conduire a l'induction d'une résistance
systémique. Les PGPR provoquent une ISR dans les plantes en augmentant la résistance
mécanique de la paroi cellulaire ainsi que la modification des propriétés physiologiques et les
réactions biochimiques de 1'hote. Il en résulte la synthése de produits chimiques de défense telles

que la chitinase, la peroxydase et les protéines liées a la pathogénese (Labuschagne et al., 2010).

Dans le riz, les souches de P. fluorescens ont montré un effet inhibiteur sur la croissance
mycélienne des R. solani en induisant une résistance dans la plante. Les bactéries ont induit une
résistance contre le champignon de la briilure de la gaine en activant la chitinase dans le riz. Un

autre PGPR de biocontrole, S. marcescens, qui inhibe plusieurs pathogénes du sol, dont F.
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oxysporum dans des conditions de serre, ne pourrait pas inhiber les mémes agents pathogénes
dans une double culture indiquant que cela est dii a l'induction d'une résistance systémique

(Labuschagne et al., 2010).

Comme d'autres modes de protection, I'ISR a médiation rhizobactérienne peut étre un
important moyen supplémentaire de lutte contre les maladies des plantes respectueux de

I'environnement (Labuschagne et al., 2010).
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herbivores
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Salt and Toxicity Stresses
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VOCs: volatile organic compounds
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IST: induced systemic tolerance

Figure 9 : Modéle de mécanismes de résistance systémique induite (ISR) et de tolérance systémique
induite (IST) provoquées par les composés organiques volatils (COV) émis par les PGPR.

L’ISR et ’IST suscités par les (PGPR) contre les stress biotiques et abiotiques, respectivement souterrains
(racines) et aériens (pousses). Les fléches brisées indiquent les réponses des plantes par le biais de composants
régulateurs individuels dans les plantes; les fléches pleines indiquent les composés végétaux affectés par les COV
bactériens.

Certaines souches de PGPR, indiquées par des batonnets jaunatres sur les racines des plantes, produisent
des COV tels que le 2,3-butanediol, ce qui entraine une régulation positive des génes liés a la pathogenése (PR) via
les voies de signalisation de 1'acide salicylique et de I'éthyléne conférant des ISR contre les phytopathogénes et les
herbivores. Les COV bactériens régulent a la baisse l'expression de HKT1 dans les racines mais la régulent a la
hausse dans les tissus des pousses, orchestrant des niveaux plus faibles de Na+ et une recirculation de Na+ et
régulent a la hausse la FIT1 dans toute la plante dans des conditions de sel élevé, de toxicité des métaux et de

sécheresse.

Abréviations: FIT1= Facteur de transcription 1 induit par une carence en Fe; HKT1= transporteur 1 K" a
haute affinité; ISR = résistance systémique induite; IST = tolérance systémique induite; PGPR, rhizobactéries

favorisant la croissance des plantes (Farag et al., 2013).
30



Chapitre 3 Biocontrole et sols suppressifs

V-3. Mécanismes d’action par catégories d’agents phytoprotecteurs
V-3.1. Mécanismes d’action des champignons

La production d'enzymes dégradant la paroi cellulaire est l1'une des plus importants
aspects du contréle des substances des champignons phytopathogeénes. La plupart de ces
microorganismes possedent des parois cellulaires qui compromirent de la chitinase et la -1, 3-

glucanase comme matériau de remplissage disposés de maniere amorphe.

Culebro-Ricald et al., (2017) rapportent que le mécanisme d'antagonisme de Beauveria

bassiana comprend I'antibiose, la compétition et la résistance systémique induite.

L’¢étude de Culebro-Ricald et al., (2017) a montré que toutes les souches de B. bassiana
pouvaient produire la -1, 3- glucanase et la chitinase de maniére variable Compte tenu de ces
résultats, les auteurs préconisent 1’utilisation de quelques souches sélectionnées de B. bassiana,

comme agents de lutte biologique contre F. oxysporum f. sp. lycopersici race 3.

Le controle des agents pathogénes par les PGPF peut également introduire I'antibiose, la
prédation, le mycoparasitisme et l'induction d'ISR (Shivanna et al., 1996; Mauchline et al.,
2002). Les isolats de pathogenes hypovirulents contenant de 1'ARN double brin (ARNdb)
peuvent également contrdler des isolats plus virulents par anastomose, dans laquelle I'ARNdb

conférant une hypovirulence est transféré a l'isolat virulent (par exemple, Batten et al., 2000).

Les champignons peuvent utiliser plus d'un mécanisme de controle simultanément. Par
exemple, une souche non pathogene de F. oxysporum s'est avérée controler Pythium ultimum via
une combinaison d'ISR, d'antibiose et de mycoparasitisme (Benhamou ef al., 2002), et des isolats
de Trichoderma, connus pour agir directement sur les pathogeénes en tant qu'agents de lutte

biologique, ont été également trouvé capable d'induire une résistance systémique (de Meyer et

al., 1998).
V-3.2. Mécanismes d’action des bactéries

Dans le cas des souches bactériennes de biocontrole, une interaction directe avec l'agent

pathogene est souvent nécessaire pour supprimer la maladie. (Bloemberg, 2007).

Le groupe des Pseudomonas présentent quelques bonnes caractéristiques comme
antagonistes en raison de la production de plusieurs métabolites comme les sidérophores, les
antibiotiques, les substances volatiles, des enzymes hydrolytiques et des composés favorisant la

croissance.
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Les sidérophores chélatent le fer et d'autres métaux ce qui favorise la suppression des
maladies en conférant un avantage aux agents antagonistes. Les oligo-¢léments essentiels dans
les habitats naturels ont une offre limitée. Les sidérophores peuvent stimuler indirectement la

biosynthése d'autres composés antimicrobiens (Al-Karablieh et al., 2017).

Les interactions entre les plantes et leur rhizomicrobiens associés, basées sur des
pressions coévolutives, sont de nature trés dynamique. Dans la rhizosphére, les racines des
plantes exsudent des produits chimiques ou des signaux pour communiquer efficacement avec
les micro-organismes des sols voisins (ce qui entraine une chimiotaxie microbienne, la
métabolisation des produits chimiques exsudés par les plantes et la colonisation des microbes),
en retour, leur rhizomicrobiens associés peuvent déclencher des signaux fonctionnels pour les

plantes hotes, et donc établir une symbiose associative efficace (Ma, 2016).
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Figure 10 : Les mécanismes d’action des rizobactéries (in Benmati, 2014).

Certaines rhizobactéries peuvent déclencher la résistance systémique induite. On trouve
parmi celles-ci le Paenibacillus alvei , Acinetobacter Iwoffii, Chryseobacterium balustinum,
Azospirillum brasilense, Curtobacterium sp. oxidans, Arthrobacter , Stenotrophomonas N6.8 et
des Actinobacteria endophytiques . Toutes ces bactéries se sont montrées capables de déclencher
la résistance systémique induite lors des essais dans les serres ou dans les champs sur une grande
variété d'espeéces végétales, y compris le riz, la luzerne, la tomate, et méme des arbres (Benmati,

2014)
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Le contrdle des agents pathogénes par PGPR peut impliquer la production d'enzymes
antimicrobiennes, d'antibiotiques, de prédation, ou il peut se produire via l'induction des

réponses de défense systémique chez les plantes (Buchenauer, 1998).

Certaines souches de PGPR ont la capacit¢ d’excréter des métabolites actifs contre
différentes bactéries et champignons. Certaines de ces molécules sont de véritables antibiotiques,
qui jouent un role important dans 1'inactivation des facteurs de germination du pathogéne ou la

dégradation de leurs facteurs de pathogénicité comme les toxines (Benmati., 2014)

D’autre part, les rhizobactéries produisent des phytohormones (par exemple,
Azospirillumi) et assurent une protection contre les pathogenes fongiques et/ou bactériens (par
exemple, Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces). Les interactions entre les PGPR et les plantes
peuvent étre divisées en différentes étapes qui comprennent l'attraction initiale, la fixation, la
prolifération et la colonisation, des racines, de la tige, des feuilles et des fleurs. Au niveau
génétique, l'expression de nombreux genes bactériens est modifiée au cours de ces processus. En
plus de l'interaction avec la plante, les PGPR interagit et entre en compétition avec la microflore

endogeéne, composée d'autres bactéries et champignons.

Comme pour les champignons, les bactéries peuvent utiliser simultanément plus d'un

mécanisme pour controler les agents pathogenes.
V-3.3. Mécanismes d’action des actinomycétes

Des travaux ont mis en évidence que la cohabitation des Fusaria phytopathogénes avec
certains actinomycetes est impossible sur des milieux stérilisés. Certains auteurs ont illustré
pourtant que I’inhibition de 1’action des pathogenes ait due a la production d’antibiotiques par les
actinomycetes antagonistes ou a la compétition vis-a-vis des éléments nutritifs, et que le
développement en masse de ces antagonistes autour des graines constitue un barrage mécanique
contre la progression Fusarium. En effet, des actinomycetes, provenant de la rhizosphere,
peuvent inhiber efficacement le processus de contamination par des Fusaria phytopathogénes
responsables de la pourriture des fruits de tomate, ainsi que la prolifération de ces champignons
en envahissant préalablement les graines a germer. C’est derniéres étant enrobées auparavant par

une solution d’actinomycétes antagonistes (Rakotoarimanga et al., 2014).

Il faut conclure que les modes d’action des agents microbiens impliqués dans le
biocontrole ne sont pas toujours bien connus et peuvent varier pour un micro-organisme donné
en fonction du pathosystéme sur lequel ils sont appliqués. Mais de nombreux exemples décrivant

un ou plusieurs mécanismes responsables de la réduction de la maladie sont disponibles

(Cherif, 2014).
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Plusieurs chercheurs ont tent¢ de controler les maladies dues aux Fusaria avec une
combinaison de Fusarium oxysporum non pathogene et une Pseudomonas spp. fluorescent isolée
des sols suppressifs. En effet, la lutte biologique avec cette combinaison parait étre plus efficace

et plus cohérente (Lemanceau et al., 1992).

Toutefois, le controle des agents pathogeénes par cette technique ne dépend pas seulement
des caractéristiques des souches de contrdle, mais dépend aussi des facteurs abiotiques qui

doivent étre prises en compte (Culebro-Ricald et al., 2017).
VI - Suppression spécifique des sols

Les flétrissures causées par F. oxysporum pathogéne, provoquent d'importantes pertes de
rendement dans de nombreuses cultures ; les fongicides et la résistance de I'hote ne permettent
souvent pas un contrdle adéquat et durable. De ces faits, les sols suppressifs, qui limitent
l'incidence ou la gravité des flétrissures de nombreuses especes végétales, pourraient étre une
solution substituante trés prometteuse. Le caractére suppressif est spécifique ; la suppression de

longue date fonctionne dans la plupart des sols supprimant le Fusarium (Weller et al., 2002)

Le concept des sols suppressifs se base sur la capacit¢ de certains sols a limiter
I’apparition de maladies du sol (causées par des bactéries, des champignons, ou encore des

nématodes) en limitant leur développement.

Divers micro-organismes antagonistes, tels que les Pseudomonas sp. fluorescents, les
bactéries lytiques, Trichoderma spp. par son hyperparasitisme fongique, des amibes géantes et

des actinomycetes peuvent contribuer a l'effet suppressif des sols (Sneh et al., 1987)

L'existence de sols qui limitent naturellement l'incidence du flétrissement du Fusarium

est reconnue depuis plus d'un siécle.
VI-1. Caractéristiques des sols suppressifs

Au niveau d’un sol suppressif, les infections végétales qui s’y trouvent peuvent &tre
réduites grace a des interactions compétitives avec la communauté microbienne de ce sol. Cette
caractéristique permet de définir des sols suppresseurs de maladies dans lesquels 1'incidence ou
la gravité d’une maladie restent généralement faibles malgré la présence de I'agent pathogene, de
la plante hote sensible et des conditions climatiques favorables qui permettraient le

développement de la maladie.

Ces sols ont plusieurs caractéristiques en commun, notamment leurs caractéristiques
physiques générales (pH élevé, matiére organique et teneur en argile) et une population tres

diversifiée de bactéries et d'actinomycetes antagonistes associés a ces caractéristiques. En plus de
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la suppression générale assurée par la grande biomasse bactérienne, la cause spécifique de la
suppression des maladies dans ces sols a été attribuée principalement a 'activité de F. oxysporum

non pathogene et des pseudomonades fluorescentes (Larkin ef al., 1996).

La capacité¢ générale de suppression des maladies des sols est basée sur des interactions
multitrophiques et peut étre modulée par les pratiques de gestion des sols qui affectent 'activité
microbienne totale en plus de la suppression générale. Certains sols présentent un niveau

supplémentaire de la suppressivité ciblée sur un agent pathogéne spécifique.

Le pouvoir suppressif spécifique est attribué aux activités convergentes des membres
spécifiques de la communauté microbienne du sol et qui interferent avec le cycle de la maladie
due a un agent pathogene. C'est le cas, par exemple des bactéries du groupe Pseudomonas qui
produisent des métabolites tels que les pyoverdines, les sidérophores qui rendent le fer d'acces
difficile pour F. oxysporum pathogeéne ; ce mécanisme s'ajoute a la concurrence pour le carbone

auquel ce méme pathogéne est confronté (Siegel-Hertz et al., 2018).

Les mécanismes responsables de la suppression de maladies par F. oxysporum non
pathogene comprennent la compétition saprophyte pour les nutriments (Alabouvette, 1986), la
compétition parasitaire pour les sites d'infection (Schneider, 1984) et la résistance systémique
induite (ISR) (Mandeel et Baker, 1991). Cette résistance induite pourrait é&tre liée a

I'accumulation de chitinases (Duijff et al., 1998).
VI-2. Exemples de sols suppressifs

Des sols qui suppriment naturellement le flétrissement fusarien de nombreuses cultures,
causé par des formes pathogenes du Fusarium oxysporum, sont présents dans plusieurs régions
du monde. Parmi les exemples les plus anciennement étudiés de sols suppresseurs de Fusarium,
on trouve ceux de la région de Chateaurenard en France et de la Salinas Valley en Californie.
Dans ces sols et dans d'autres, la suppression de la maladie est associée a l'inhibition de la
germination des chlamydospores et a une réduction de la croissance saprophytique du pathogene

par rapport aux sols favorables.
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Matériels et méthodes

1-Origine et prélevement des sols

Au niveau d’une serre cultivée de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) située
dans wilaya d’Adrar, et a I’aide d’une carotte, 6 échantillons ont été prélevés a trois

niveaux différents (0-20 cm, 20-30 cm et 30-40 cm).

La répartition des prélevements été aléatoire. Les échantillons ont été recueillis
dans des sacs en papier kraft soigneusement fermés ensuit ils ont été bien mélangés en
un seul échantillon et laissé a 1’air libre pour séchage. Apres, ils ont été nettoyés et
débarrassés des ¢léments grossiers. Par la suite, on a passé au tamisage a 2 mm. Les

¢chantillons ont été conservés a 4C° jusqu’a le temps des analyses.

2-Milieux de culture

1. Milieu PDA

Pommes de terre 200 g
Glucose 015¢g
Agar-Agar 020 g
Eau distillée 1000 ml
2. Milieu YPG

Extrait de levure 05¢g
Peptone 05¢g
Glucose 20¢g
Eau distillée 1000 ml
pH: 6.8

3-L’agent pathogéne Fol.

La souche fongique de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici race 1 (notée F.o.l) ;
elle nous a été¢ fournie aimablement par le laboratoire de mycologie de la station

régionale de la protection des végétaux (SRPV) de Ghardaia.
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4-Les agents antagonistes

Pour obtenir les microorganismes a partir du sol, nous avons appliqué deux

techniques :
4.1. L’incorporation directe du sol (soil plates)

Le principe consiste a incorporer le sol, préalablement séché et homogénéise,

directement dans le milieu de culture maintenu en surfusion.

Une faible quantité de terre (6 mg) a été saupoudrée et immédiatement dispersée
dans des boites Petri contenant le milieu PDA. Les cultures ont été ensuite mises en

incubation a 20 C° et observation (Davet et Rouxel, 1997).

4.2. Les suspensions-dilutions (dilution plates)

Le principe de cette technique consiste a mettre une quantité de terre en
suspension dans de 1’eau stérile, puis a incorporer les différentes dilutions de cette
suspension dans le milieu d’isolement. Cette technique comprend plusieurs étapes,

allant de la préparation des dilutions jusqu’a I’interprétation des résultats (Rapilly,

1968).

Le sol séché est mis en suspension dans de 1’eau distillée stérile (1 g de sol dans 9
ml d’eau distillée stérile) pour obtenir une dilution de 10", Aprés agitation, des
prélevements successifs de 1ml de cette suspension sont introduits dans des tubes

contenant 9 ml d’eau distillée stérile (dilutions décimales) jusqu’a 1’obtention de la

dilution 10°°.

Rappelons que cing répétions sont préparés a partir de le méme échantillon du sol

(c’est-a-dire nous avons préparé cing s€ries de dilutions).

Ensuite, un volume de 1ml de la suspension 107 est déposé dans une boite de Petri
contenant le milieu de PDA, pour sélectionner les champignons, et le méme volume
de la dilution 10™ est étalé a la surface d’un milieu gélosé a base de peptone et
d’extrait de levure (YPG) pour sélectionner les bactéries et les actinomycetes. Les

¢étapes de cette technique sont illustrées par la figure 5.
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a¢ ¢——— (1 g de sol

01 mL

09 mL EDS

s

10" 107 10° 10 10° 10°

I mL
dans chaque boite de Pétri

\!&——-.6/ v 90 mL

Incubation a 28°C pendant 07 jours Milieu de culture PDA

Figure 11 : Etapes de la technique des suspensions-dilutions.

Pour chaque dilution utilisée (10" et 10™*) et pour chaque milieu de culture (PDA

et YPG) 5 boites de Petri sont ensemencées..

Les boites sont ensuite mises a incuber a [’obscurit¢ a 21°C jusqu’au

développement apparent de colonies (Rapilly, 1968 ; Botton et al., 1990).
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4.3. Purification et conservation des isolats

Les microorganismes isolés sont d’abord purifiés par deux ou trois repiquages
successifs mono-colonie sur des milieux de cultures PDA et YPG pour les

champignons et pour les bactéries respectivement.

Une fois purifié, chaque isolat est désigné par un numéro de code. Pour les
souches bactériennes, le numéro de code est précédé par la lettre B, suivi d’un numéro

d’ordre.

La nomenclature des isolats de champignon commence par la lettre C, suivi d’un

numeéro d’ordre.

Des disques de gélose prélevés sur le pourtour de chaque boite Petri purifiée,
ont été transférés dans des tubes a essai contenant les milieux de cultures précédents,

ensuite ils ont été conservés a -4 C°.
5-Test de P’activité antagoniste in vitro

L’activité antagoniste, in vitro, des souches sélectionnées vis-a-vis du
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici a été étudiée selon la méthode de la

confrontation par contacte directe.

L’activité antifongique des 52 souches de microorganismes isolés est révélée
par le taux d’inhibition de celle-ci vis-a-vis de 1’agent pathogéne de la fusariose de la

tomate (F.0./).

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

souche antagoniste sur la croissance mycélienne du pathogene.

Pour les raisons de la pandémie de covid.19, notre expérimentation s’est
arrétée a ce stade. Aucun résultat n’a pu étre enregistré.
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Résultats et discussions

I- Taux de microorganismes obtenu

L’isolement de microorganismes, réalisé selon la méthode de suspension- dilution (dilutions
plates) et de I’incorporation directe du sol (soil plates), nous a permis d’obtenir une collection de

plus de 52 isolats différents répartis comme suit

Tableau 3: Nombre de microorganismes isolés a partir du sol a tester

Milieu de . . ' ‘
culture Champignon Bactérie Actinomycéte

| PDA 13 14 0 |

| YPG 5 19 1 |

Total | 18 33 1 |

La caractérisation des microorganismes isolés a été faite en examinant la pigmentation et la

texture des colonies obtenues.

Ce résultat nous permet de conclure que les bactéries isolées sont les microorganismes les
plus représentatifs dans le profil du sol objet d'é¢tude. Les micromycetes obtenus sont de type

moisissures.

Les isolats obtenus ont subi une série de purification. Une fois purifi¢, chaque isolat est
désigné par un numéro de code précédé par une lettre indiquant la nature microbiologique de

I’isolat (C pour champignon, B pour bactérie et A pour actinomycéte.
I1- Caractérisation macroscopique

Les caractéres macroscopiques des isolats sélectionnés ont été étudiés sur milieu PDA. Un
tableau devrait récapituler I'aspect macroscopique des isolats purifiés : surface et consistance des
colonies, couleur du revers de la colonie ainsi que la présence ou l'absence de pigments

caractéristiques de chaque souche.

L’aspect général de certaines colonies est exhibé par les figures ci-dessous.
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Figure 12 : Isolement avec un mélange de bactéries et de micromycétes avec

une dominance bactérienne.

Figure : 13 : Isolement avec une dominance de micromycétes.

Figure : 14 : Isolement avec une dominance totale de bactéries
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Figure : 15 : Isolement avec un mélange de bactéries et de micromyceétes avec

une dominance fongique

D’pres ces résultats, il est clair que le nombre et le type de microorganismes qu’on pourrait
isoler a partir d’un sol, est fonction de la nature du milieu de culture utilisé. Autrement dit, il

dépend des ingrédients qui entrent dans la composition de ces milieux.

Vue que notre travail a €té interrompu, et nos résultats sont incomplétes, ils ne peuvent pas

donc étre comparé a ceux obtenus par d’autres travaux
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CONCLUSION

Les pays méditerranéens du Maghreb, principalement I'Algérie ou La culture de la tomate
est trés importante, sont confrontés a au probléme du flétrissement fusarien. Ce fléau est favorisé
par les fluctuations des facteurs du climat, comme la hausse des températures tout au long de

l'année et 'augmentation de 'humidité qui favorise la croissance des champignons.

Les especes fongiques non - pathogeéne F. oxysporum pourrait étre utilisée comme agents de
contrdle biologique potentiel pour protéger les cultures de tomates. Cette stratégie, qui s'inscrit
parfaitement dans une approche respectueuse de l'environnement de lutte, contribue a limiter

|'utilisation des pesticides,.

La rhizospheére représente assurément un puits de diversit¢é microbienne. Dans cet
environnement, les interactions plante-microorganismes sont nombreuses et complexes. Plusieurs
bactéries commensales se développent sans incidence sur la croissance de la plante, d’autres par
contre ont la capacité d’en promouvoir le développement. Cela peut se faire via la production de
phytohormones agissant sur la régulation de la croissance, mais aussi en limitant la croissance

d’organismes néfastes, par le relaichement de molécules antagonistes.

Ces bactéries qui colonisent la surface des racines et les espaces intercellulaires dépendent
en bonne partie des nutriments fournis par les exsudats racinaires et leur survie peut dépendre de

leur capacité a coloniser les racines et a s’accaparer cette manne de nutriments.

La connaissance des mécanismes par lesquels les rhizobactéries peuvent protéger les racines
nous permet maintenant d’utiliser ces bactéries dans des programmes de luttes biologiques. Parmi
les différents mécanismes impliqués dans la protection des racines, 1’antibiose apparait comme un
des plus importants et des plus étudié. La connaissance des génes impliqués dans la synthése de ces
antibiotiques nous permet alors de cribler les populations de rhizobactéries productrices
d’antibiotiques et d’isoler rapidement des agents de biocontrole de bonne potentialité. A ce titre, les
rhizobactéries de genre Pseudomonas s’averent trés prometteuses car, en plus d’étres présents dans
les rhizospheéres de toutes les plantes cultivées, elles colonisent activement ces derniéres et

produisent une large gamme de composés antifongiques.
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