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Introduction

Au niveau de la rhizosphere qui est une zone riche en matiere organique et ou les
populations microbiennes sont trés abondantes. Les interactions entre les microorganismes
sont nombreuses et tres intenses, ces interactions sont catalysées par les éxsudats
racinaires qui favorisent certains groupes de microorganismes au dépend d'autres au sein

de la communauté microbienne (Curl et Truelove, 1986).

Les Pseudomonas ont une capacité élevée a coloniser la rhizosphére ainsi que les
racines des plantes et sont capables de former des associations intimes avec leurs hotes.
(Hofte et de Vos, 2006) comme par exemple le blé (Weller et Cook 1983) . Elles sont trés
largement représentées parmi les bactéries a effet PGPR ( Plant Growth Promoting
Rhizobactéria) qui promouvaient la croissance des plantes. Ces bactéries sont aussi
largement retrouvées parmi les agents potentiels de lutte biologique qui ont pour effet
d’améliorer la santé des plantes et sont notamment connues pour leur effet antagoniste

avec les phytopathogénes (Bloemberg et Lugtenberg, 2001).

Le blé joue un rble essentiel dans I'alimentation directe et également indirecte d'une
tres large fraction de I'humanité. C'est actuellement la céréale la plus cultivées dans le monde,
avec une production annuelle dépassant 350 millions de tonnes. Mais, cette plante peut étre
attaquée par de nombreuses maladies et moisissures toxiques a différents stades de son
développement. Parmi les moisissures toxinogénes qui contaminent de nombreuses plantes au

champ, les plus préjudiciables appartiennent au genre Fusarium sp.

Les Fusariums sont des champignons filamenteux imparfaits appartenant a la classe des
Deutéromycétes. Ce genre comprend 50 a 70 espéces, dont plusieurs sont phytopathogenes,

provoquant sur les plantes cultivées des maladies regroupées sous le terme de fusariose.

Durant les dernieres décennies du siécle dernier, des recherches considérables ont
démontré que plusieurs microorganismes de diverses origines phylogénétiques sont capables
d’inhiber différents agents pathogenes et maladies. Les microorganismes a I’origine de cette
inhibition utilisent plus qu’un mécanisme pour la suppression des pathogenes et la réduction
de I’incidence des maladies a savoir: compétition, antibiose ou parasitisme. IS agissent en
partie, par la sécrétion de substances antimicrobiennes ayant soit une activité antibactérienne

soit une activité antifongique.



Introduction

L’objectif de notre travail est la mise en évidence de l'activité antagoniste des
souches de Pseudomonas fluorescens isolées de la rhizosphere de blé, contre le
champignon phytopathogéne le Fusarium. Ainsi, l'identification I'espéce de Fusarium

responsable de la fusariose de blé.

La stratégie d’étude de ce travail consiste a isoler, identifier et caractériser, a partir de
la rhizosphere, une population bactérienne spécifique Pseudomonas fluorescens ; en
évaluant leurs contributions dans la croissance et la santé de blé et tester in vitro et in

vivo leur capacité antagoniste contre Le Fusarium.



Synthése bibliographique

| —Partenaire bactérien
| -1-Le genre Pseudomonas

Dans le sol, les Pseudomonas représentent une grande fraction de la communauté
microbiénne partageant le milieu avec des commensaux représentés principalement par les
genres Bacillus et Actinomyces (Haas et Keel,, 2003) .Le genre Pseudomonas est découvert en
1894 par Migula, il appartient au phylum des Protéobacteria, classe des Gammaproteobacteria,
famille des Pseudomonaceae, ordre des Pseudomonales (Moore et al., 2006) . Ce genre

contient des batonnets droits ou faiblement incurvés (Prescott et al., 2003).

Les Pseudomonas ont une capacité élevée a coloniser la rhizosphere ainsi que les racines
des plantes, et sont capables de former des associations intimes avec leurs hotes. Ces
associations peuvent mener a une maladie chez les plantes hdtes sensibles, comme par
exemple de nombreux pathovars de Pseudomonas syringae qui mettent en place des
interactions pathogenes avec les plantes (Hofte et de Vos , 2006). P. syringae, comme
beaucoup d’autres Pseudomonas phytopathogénes, est capable d’induire chez les plantes
résistantes non hotes, une réaction hypersensible (HR) a I’origine de la SAR (Systemic
Acquired Resistance) (Alfano et Collmer, 1997).

Les bactéries du genre Pseudomonas occupent la plupart des environnements naturels.
Elles sont isolées de I'eau, du sol, des poussiéres en suspension dans l'air et des végétaux.
Elles présentent un fort potentiel d’adaptation physiologique et génétique et sont capables
d’utiliser une grande variété de nutriments (Ramos, 2004). D’un point de vue écologique, les
Pseudomonas regroupent des espéces benéfiques pour I’environnement et des espéces

pathogénes (Ramos, 2004).

Ces bactéries sont aussi largement retrouvées parmi les agents potentiels de lutte biologique
qui ont pour effet d’améliorer la santé des plantes et sont notamment connues pour leur effet
antagoniste avec les phytopathogenes (Dubuis et al.,, 2007). La grande diversité des
mécanismes d’action de ces Pseudomonas est principalement liée & leur grande capacité a
produire une large gamme de métabolites secondaires et a induire I’ISR (Induced Systemic
Resistance) chez les plantes (Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; van Loon, 2007 ; Weller et al.,
2002 et 2007 ;Whipps, 2001).



Synthése bibliographique

I -1-1-Caractéristiques morphologiques et métaboliques

Les Pseudomonas sont des bacilles Gram négatifs fins droits et tres mobiles grace a un
flagelle polaire : ciliature monotriche, dépourvus de spores et de capsules(Gerard. Tortora et
al., 2003). De plus, ces bactéries sont tres faciles a isoler et a cultiver au laboratoire, et se
prétent aisément aux manipulations genétiques (Fenton et al., 1992; Chin-A-Woeng et al.,
2001).

Ce sont des aérobies obligatoires, a I'exception de certaines qui peuvent utiliser le NO3-
comme accepteur d’électrons . Elles ont un métabolisme mésophile et chimio-organothrophe
oxydatif (Moore et al., 2006). Certains Pseudomonas pouvant tirer leur énergie d’une réaction
catabolique en anaérobiose, par 1’hydrolyse de I’arginine : Systéme de 1’arginine dihydrolase
(ADH) qui est constitutif ; ce systéme a permis de renforcer ’hypothese selon laquelle la
mobilité due au mouvement de flagelles est liée a I’ATP (Eyquem et al., 2000). Il est mis en
évidence chez Pseudomonas fluorescens immobile en anaérobiose mais qui devient mobile en
présence d’arginine (J.L Avril et al, 1992).

Les especes du genre Pseudomonas produisent une couche d’exopoly- saccharide entourant
leurs cellules, la protégeant de la phagocytose par les macrophages chez les mammiféres. Cette
couche d’exo-polysaccharide (E.P.S) leur permet de former des bio films, grace aux quels elles
peuvent rester collées aux surfaces, de telle maniére qu’il est difficile de les déloger (Visca et
al., 2007). Ce genre produit beaucoup de poly hydroxy alcanoates et d’alginates ainsi que
d’autres substances métaboliques. Ce qui les rend d’un grand interét biotechnologique
(Holloway, 1992).

EJames A. Sullivan  www.cellsalive.com

Figure N° 01 : Pseudomonas spp.

(Site N°01:http://www.bact.wisc.edu/Bact303/MajorGroupsOfProkaryotes )
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*De nombreuses especes ou souches de Pseudomonas, ne cultivent pas a 37°c, alors que la
température de 30°c conviennent a tous pathogenes et saprophytes (Eyquem et al., 2000). La
culture est facile sur milieu compléxe avec ou sans production de pigment. Ils sont capables
de cultiver sur des milieux minéraux synthétiques avec une source simple de carbone : acétate,
pyruvate (Eyquem et al., 2000).

I-1-2- Les caractéres physiologiques

La caracteristique physiologique la plus importante est la production du pigment, certaines
produisent des pigments fluorescents soluble dans I'eau .Ce sont les pigments jaunes verts
appelés pyocianine et pyoverdine qui diffusent dans le milieu et apparaissent fluorescents en
lumiere ultra-violette (Jerome J. et al., 2004).
| -1-3- La classification

Le genre Pseudomonas sensu stricto est communément divisé en deux groupes : les
Pseudomonas spp. Fluorescents (par exemple P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida ou P.
syringae) et les Pseudomonas spp. Non-fluorescents (par exemple P. alcaligenes, P. fragiou P.
stutzeri). Les autres especes Pseudomonas sensu lato (groupes ARN Il a V) ont été reclassées
dans d’autres genres. (Kersters et al., 1996).

Le plus grand succes de la classification des Pseudomonas, selon les caracteres
génotypiques fat atteint par Palleroni et ses collaborateurs. Qui ont classifiés ce groupe
bactérien en cing sous-groupes d’ARNT, sur la base d’homologies ARN/ADN (Palleroni et al.,
1973).Toutefois ces sous classes d’ARNr sont phylogénétiquement trop éloignés, et finalement
seules les bactéries appartenant au groupe ARNr | sont retenues dans le genre Pseudomonas
(Peix et al., 2009)

I-1-4-L’identification des différents especes de Pseudomonas :
L’identification est basée sur différentes parametres présentés dans le tableau N°01

(A.Eyquem et al, 2000).
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Tableau N° 01 : Caractéres d’identification des principales espéces de Pseudomonas (A.
Eyquem et al., 2000).

caracteres P.aeruginosa | P.fluorescens | P.putidia | P.stutzei | P.simendocina | P.alcaligéns | P.pseudoalcaligens
oxydase + + + + |+ + +
flagelles 1 1 1 1|1 1 1
King A + - - - |- - -
KingB - + + - |- - -
Reduction NO3 + + - + |+ - -
ADH + + + - |+ = =
Hydrolyse - - - - |- - -
Exuline " " — -
gélatine
Assimilation :
Glucose + + + + |+ - i
Trehalose _ + - |- -
Maltose - - - T |- .
Mannito n n — .
m.inositol " - — T - -
Lactose " " " 1 " "
Caractere Culfure Lécithine+ culture | Colonies PHE - PHB +
complémentaire | 41°+ Culure 41°- | 41°- Jaune Fructese- | Frucrose +
plissées

I-2- Pseudomonas fluorescens

Les bactéries appartenant au groupe des Pseudomonas spp fluorescents sont parmi les
plus abondantes dans la rhizosphere. Dans certains cas, elles représentent plus de 60% de la
microflore bactérienne totale du sol (Digat et Gardan, 1987). D’ou leur application comme
agents de contréle biologique grace a leurs abondance dans les sols naturels et les racines des
plantes (Sands et Rovira, 1971). Les Pseudomonas, principalement I’espéce P. fluorescens, sont
connues depuis longtemps pour leur aptitude a réduire I’incidence des maladies racinaires dans
certains champs, ainsi qu’a inhiber la croissance d’un grand nombre d’agents phytopathogenes
in vitro.

Pseudomonas fluorescens est une bactérie Gram négatif, oxydase positive, en forme de

batonnet appartenant au genre des Pseudomonas. Elle est mobile grace a des multiples
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flagelles. De plus, elle tient la deuxiéme partie de son nom (fluorescens) du fait qu’elle est
fluorescente. Cette fluorescence est due a la production d’un pigment appelé fluorescéine. Sa
température de croissance optimale se situe entre 20°c a 30°c. Sa croissance a 42 est négative ;
ce point est important par la différencier de Pseudomonas aeruginosa (Eyquem et al., 2000).
1-2-1-Une diversité taxonomique importante

L’espéce P. fluorescens compte parmi les especes qui présentent une forte hétérogéneite
phénotypique et génotypique. En 2000, Bossis et al ont rassemblé des informations concernant
les différentes études taxonomiques entreprises au sein de 1’espéce P. fluorescens.
L’espéce comprend maintenant 5 biovars, dont 1’appartenance repose sur l’assimilation de
différents éléments carbonés. L’utilisation de clés dichotomiques (Bossis et al 2000), ainsi
que le sidérotypage permettent de déterminer avec précision I’appartenance d’une souche
bactérienne a un biovar donné. Toutefois, la désignation de cette espéce est encore
controversée car elle ne correspond pas a la définition génotypique actuelle de I’espéce
bactérienne. Les pourcentages d’hybridation ADN/ADN entre souches de la méme espéce, et
dans certains cas du méme biovar, sont fréeguemment inférieurs a 50%. La diversité de la

structure du génome apparait plus grande que la diversité physiologique (Ginard et al., 1997).

FigureN® 2 : Structure de Pseudomonas fluorescens

(Site N°02:http:/web.mst.edu/~microbio/B1022_2009/images_2009/Pseudomonas-1.jpg)

Les Pseudomonas spp. fluorescents sont connus pour leurs aptitude d’adhésion aux

particules du sol et au rhizoplan, mais sont aussi mobiles et prototrophes (de Weger et al.,
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1994), produisant des antibiotiques (Garbaye, 1994 ; Natsch et al., 1994), et des enzymes
hydrolytiques (Lim et al., 1991; Neilsen et al., 1998; Neilsen et Sorensen, 1999) . Ces bactéries
sont d'excellents compétiteurs vis-a-vis de la microflore fongique et bactérienne du sol par leur
temps de génération in situ relativement court (Garbaye, 1994).

Les espéces de Pseudomonas fluorescents ont un grand pouvoir de chélation du fer et
pourraient rendre I'ion ferrique inaccessible aux autres microorganismes. Elles peuvent aussi
reconnaitre et utiliser les sidérophores produits par d'autres souches, alors que ces derniéres ne
sont pas capables d'utiliser le sidérophore qu'elles produisent (Mercado-Blanco et Bakker,
2007).

Pseudomonas fluorescens diminuent la sévérité de la maladie et stimulent la croissance
des plantes comme le riz (Sakthivel et Gnanamanickam , 1987), la pomme de terre (Kloepper et
al.,1980) , et le blé (Weller et Cook, 1983).

Il —Partenaire végétal : Le BLé

Le blé est la principale ressource alimentaire de I'humanité (Feillet, 2000). Le blé est une
plante annuelle appartenant a la famille des graminacées. Elle fait partie du groupe des
monocotylédones (plantes dont la graine est entiére) . Ses deux principales formes d'utilisation
sont la fabrication de pain et de pates. Toutefois, le blé possede d'autres applications en
industrie agro-alimentaire qui utilise les farines ou les semoules comme matiéres premiéres, par

exemple la patisserie (Feillet,2000).

Le blé est également employé dans l'alimentation animale. L'utilisation, bien que
relativement limitée dans les pays industrialisés revét une importance particuliére pour
certains pays en développement et pourrait représenter, a certain titre, un potentiel de
développement intéresant.
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Figure N° 03: Les grains de blé
(Site N°04 : fr.wikipedia.org/wiki/Grain_de_ble ).

Le blé peut étre attaqgué par de nombreuses maladies a différents stades de son
développement. Ces attaques peuvent occasionner des pertes importantes lorsque les variétés
utilisées sont sensibles et les conditions de I'environnement sont favorables a I'expansion des

maladies.

De nombreuses maladies fongiques peuvent attaquer les différents organes du blé, a
différents stades de son développement (Parry et al., 1995). Parmi les moisissures toxinogénes
qui contaminent de nombreuses plantes au champ, notamment les céréales et le mais, les plus
préjudiciables appartiennent au genre Fusarium spp. Ces moisissures sont a 1’origine de pertes
considérables au niveau des récoltes et de la détérioration de la qualité des grains liée a des
maladies connues sous le nom fusariose (Doguiet ,2010). De plus, certaines espéces fongiques
synthétisent des mycotoxines qui s’accumulent dans les grains, c’est le cas pour la plupart des

especes responsables de la fusariose (Parry et al., 1995).
I11-La maladie : (La b ed esoirasufé )

La fusariose de I’épi est une maladie fongique affectant les céréales et due a des
champignons du genre Fusarium (Chandelier et al., 2003 ). Elle est favorisée par des temps
doux et pluvieux entre le stade de la floraison et le stade de la formation des graines. En plus
de comporter des risques de pertes de rendement considérables , la fusariose peut produire des
mycotoxines dangereuses pour le bétail et I'numain (Lacroix, 2008). Les symptomes des

fusarioses sur épis sont diversifiés : dessechement des glumes avec un liseré brun, épillets
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échaudés (parfois épi entier blanc), colorations roses sur les glumes. Les grains atteints sont

maigres et présentent une coloration blanche ou rose (Agrios, 2005)

Figure N°04 : La fusariose de I'épi

(Site N° 05 :www.agro.basf.fr/.../la...ble/.../Fusariose.htm)

* La fusariose de 1’épi peut étre causée par une vingtaine d’espéces du genre Fusarium et une
espéce du genre Michrodochium (Arseniuk et al., 1999). Parmi ces espéces, cing sont
principalement responsables de la fusariose, il s’agit de F. avenaceum, F. culmorum, F.

graminearum, F. poae et Michrodochium nivale (Parry et al., 1995).
I11-1-Les types de fusariose

Le terme "fusariose" des céréales regroupe trois types de symptomes (Parry et al, 1995).

- Seedling Blight : fusariose des semences, provoquent des manques a la levée et des fonts des

semis.
- Foot Rot : fusariose du collet, entrainant la nécrose de ces tissus

-Head Blight : fusariose de I’épi .
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s

Seedling Blight Foot Rot Head Blight
Figure N°5 : Les Types de fusariose (Parry et al., 1995)
IV- L'agent causal de la fusariose : (Le Fusarium )

Les Fusarium sont parmi les champignons telluriques les plus agressifs, causant des
flétrissements et des pourritures sur de nombreuses espéces végétales cultivées. (Benhamou et
al., 1997). Ce genre inclue des champignons imparfaits appartenant a la classe des
Deutéromycetes. Les formes parfaites ou téléomorphes de quelques espéces de Fusarium sont

connues, et appartiennent a la classe des Ascomycete (Nelson et al., 1983) .

Le champignon se conserve dans le sol grace a ses chlamydospores et au mycélium capable
de survivre sur les débris. La dissemination se fait au niveau du sol par les eaux de
ruissellement, le vent ou les éclaboussures ou les importations dans I'exploitation de terreaux

ou de plantes contaminés.

La croissance de Fusarium dépend de certaines conditions et notamment des conditions
météorologiques de tempeérature (> a 15°C) et d’humidité (teneur en humidité dans le substrat
entre 22 et 25 %) durant la floraison. Lorsque toutes les conditions sont réunies, 1’infestation
est massive et il y a production de grains fusariés qui peuvent engendrer des pertes allant de 30
a 70 % sur la production totale (Chandelier et al., 2003).

L’infection par le Fusarium est favorisée par des conditions de pluie et d’humidité qui
surviennent pendant la période épiaison-floraison chez les céréales et la sortie des soies chez le
mais (Bailey et al., 2004).


http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlamydospore
http://fr.wikipedia.org/wiki/Myc%C3%A9lium
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Fusarium spp peuvent se comporter comme saprophytes lorsque les conditions
environnementales ne sont pas propices. En hiver par exemple, Fusarium spp sont capables de
survivre dans le sol et les débris végétaux ce qui constitue au champ une source de
contamination importante (Schaafsma et al., 2001). La dissémination des spores par le vent ou
les insectes est également une autre voie de contamination (Sutton ,1982). Une fois sur les
plantes, les spores y pénétrent via les blessures provoquées par des ravageurs et /ou le canal des
soies chez le mais et les anthéres chez le blé (Miller et al., 2004; Schmale et al., 2005).

Quand les conditions environnementales sont favorables, les spores germent, le mycélium
envahit les grains et conduit a la production de mycotoxines (Butkeraitis et al., 2004; Munaut
& Hove, 2004; Ogido et al., 2004; Tran et al., 2005).

IVV-1-La morphologie microscopique

Les champignons du genre Fusarium sont des moisissures filamenteuses (Laurent, 1998) .Le
principal caractere morphologique des Fusarium est la présence de macroconidies fusiformes et
cloisonnées (le nom de Fusarium vient du latin « fusus » car les spores de ces moisissures sont

en forme de fuseau (Roquebert, 1998)) .

IV-2-La Taxonomie

Le genre Fusarium appartient au phylum des Deutéromycétes (champignons
imparfaits), car la plupart des especes étaient d’abord décrites sur la base de caractéres
morphologiques et une reproduction sexuée n’a pas été observé (Lepoivre, 2003). Ces formes
imparfaites (anamorphes) sont caractérisées par un mycélium septe et la production de conidies
hyalines généralement unicellulaires sur des conidiophores libres; elles sont classées dans le
groupe des Moniliales (Lepoivre, 2003). De plus, Fusarium produit des macroconidies
composées de 2 a plusieurs cellules. Leur forme recourbée typique avec une cellule apicale plus
ou moins pointue est un des critéres d’identification des représentants du genre ; dans beaucoup
d’especes on observe une cellule basale en forme de pied (Seifert, 2001). La production de
métabolites secondaires et notamment de toxines (mycotoxines et phytotoxines) est courante
parmi les Fusarium, et le profil de ces composés peut étre utilisé pour la classification des
especes (Thrane, 2001).

IVV-3- La production des mycotoxines

Les espéces du genre Fusarium peuvent produire trois grandes familles de mycotoxines

appelées fusariotoxines : les fumonisines, les trichothécenes et la zéaralénone . La biosynthese



Synthése bibliographique

de ces fusariotoxines se déroule majoritairement au champ par opposition a celle d’autre
mycotoxines telles que les aflatoxines et les ochratoxines dont la production a lieu au cours de
stockage. Les fusariotoxines sont tres stables et leur présence sur les grains et produits
céréaliers n’est pas totalement éliminée par les étapes de nettoyage des grains et au cours des

processus industriels (Hazel et Patel, 2004; Karunaratne et al., 1990; Ryu et al., 2002).
IV-4-Caractéres culturaux généraux

Les Fusarium poussent sur milieu Sabouraud, mais se développent mieux sur
gélose au malt ou sur milieu PDA (potato-dextrose-agar). Leur température optimale de
croissance est comprise entre 22 et 37°C. Sur les milieux de culture, les Fusarium forment des
colonies duveteuses ou cotonneuses de couleur variable (blanche, créme, jaune, rose, rouge,
violette ou lilas) selon les espéces. Le revers peut étre creme, rouge a pourpre, lilas ou violet.

Les pigments diffusent souvent dans la gélose (Chermette et Bussieras, 1993).

Figure N °06 : La morphologie microscopique de Fusarium sp
(Site N° 06 :http /www.studyblue.com)
V-Moyens de lutte contre le Fusarium

Différents moyens de lutte existent, cependant la prévention reste la meilleure arme contre les
épidémies de fusariose en champ.

V-1-L’utilisation des fongicides

De nombreux fongicides sont disponibles pour lutter contre les champignons (Thangavelu et
al, 2004).Mais, aucun fongicide ne réprime complétement le champignon de la fusariose de
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I’épi. L’usage d’un fongicide contribue a réduire I’incidence de la maladie et le contenu des
grains en toxines. Sous des conditions trés favorables a I’infection, le fongicide aide a obtenir

une récolte qui rencontre les exigences des utilisateurs (Lauzon ,2007).

V-2- Les pratiques culturales

La production de spores infectieuses a partir des déchets végétaux présents dans les
champs est la premiére étape du cycle infectieux de F. graminearum. 1l convient donc de ne pas
réutiliser les déchets végétaux pour fumer les cultures. Au niveau du semis, il est recommandé
de semer les céréales dans un sol bien travaillé. Idéalement le sol doit favoriser une germination
et une levée rapide. De cette maniére la jeune plante peut étre plus robuste pour faire face a une
infection. Une pratique d’alternance de culture apporte des effets bénéfiques compte tenu de la
préservation nécessaire des ressources du sol. De plus, elle induit une variation naturelle de la
flore favorable a la résistance aux pathogénes (Asran et al., 2003).

L’irrigation, la fertilisation azotée et le contréle des adventices jouent également un role dans

le développement de la fusariose (Wagacha et Muthomi , 2007)

V- 3- Les PGPR en tant qu’agents de lutte biologique
La lutte biologique consiste a combattre une maladie causée par un organisme au moyen

d'un autre organisme. La rhizosphere constitue une région du sol ou ’activité bactérienne est
trés intense. Ces bactéries, sont capables de coloniser efficacement les systéemes racinaires et
influencent de maniére bénéfique la plante en stimulant sa croissance et / ou en la protégeant
contre des infections par des agents phytopathogenes. Ces bactéries rhizosphere sont alors
reprises sous le terme PGPR (Plant Growth-PromotingRhizobactéria) (Haas et Defago, 2005).
V- 1-Mode d’action des PGPR

Durant les dernieres décennies du siécle dernier, des recherches considérables ont démontré
que plusieurs microorganismes de diverses origines phylogénétiques sont capables d’inhiber
différents agents pathogénes. Les microorganismes a 1’origine de cette inhibition utilisent plus
d’un mécanisme pour la suppression des pathogenes et la réduction de 1’incidence des maladies
a savoir : compétition, antibiose ou parasitisme (Chet et al. , 1990).
IIs agissent en partie, par la sécrétion de substances antimicrobiennes ayant soit une activité
antifongique (Smirnov et Kiprianova , 1990) soit une activité antibactérienne (Veselova et al
2008).Ces capacités antagonistes et PGPR (plant growth promoting rhizobactéria), sont dues a

des mécanismes directs et indirects.
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V- 2-1-Intéraction PGPR/Pathogéne
% La compéetition

* La compétition pour I'espace et les nutriments

On a beaucoup discuté I'idée qu’une rhizobactérie a croissance rapide pourrait éliminer les
pathogenes fongiques par la compétition pour le carbone et les sources d'énergie. Les PGPR
doivent étre présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique sur
les plantes et pour étre capable d’instaurer une compétition pour les nutriments dans la
rhizosphere (Haas et Defago 2005). Outre la vitesse de croissance intrinseque, les autres
propriétés renforcant le potentiel colonisateur d"une souche sont la mobilité (présence d"un
flagelle) (Jofre et al., 2004), le chimiotactisme et la faculté d"utilisation des composes excrétés
par les racines en tant que sources de carbone et d"azote (Berggren et al. 2001; Gupta 2003;
Grover 2004). Les bactéries se trouvent dans des environnements hautement compétitifs,
comme I’interface sol /racines (rhizosphere). Dans de telles niches, elles sont en compétition
perpétuelle pour les nutriments, aussi bien que pour 1’éspace écologique.

*La compétition pour le fer et production des sidérophores

Les Pseudomonas fluorescens ont la capacité de synthétiser des sidérophores qui sont des
molécules extracellulaires chélatrice du fer nécessaire a leur croissance (Ongena et al., 2002).
Les composeés ont une grande affinité pour le fer ferrique (Fe3+), Ce dernier est présent dans le
sol a faible concentration sous forme de Fe(OH); (Kapulnik, 1996 ; Lynch, 1990).

En chélatant les ions ferriques présentes dans la rhizosphere par exemple ; elles les rendent
ainsi non disponibles pour les champignons pathogenes, ce qui provoque une diminution de sa
croissance (Isabelle Sick et al., 2010).

Pseudomonas fluorescens peuvent aussi reconnaitre et utiliser les sidérophores produits par
d’autres souches, alors que ces dernieres ne sont pas capables d’utiliser les sidérophores
qu’elles produisent .cette particularit¢ peut favoriser la souche dans le processus de la
colonisation et la compétition pour le substrat mieux que d’autres habitants microbiens de la

rhizosphére (Ongena et al., 2002).

% Antibiose et parasitisme

L'antibiose est l'inhibition d'un micro-organisme par le produit metabolique d'un autre

(Gagné, 1984). L antibiose est probablement le mécanisme le plus connu et peut-étre le plus
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important utilisé par les PGPR pour limiter I"invasion de pathogénes dans les tissus de la plante
hote. Il consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogene via la production de
métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques (Peypoux et al., 1999). Certaines
souches de PGPR ont la capacité d’excréter des métabolites qui jouent un rdle important dans
I"inactivation des facteurs de germination du pathogene ou la dégradation de leurs facteurs de
pathogénicite comme les toxines. Ainsi, la capacité de certaines bactéries a parasiter et a
dégrader les spores des pathogénes a travers la production d’enzymes détruisant la barriere
cellulaire a été démontrée (Whipps, 2001).
V- 2-2-Intéraction PGPR/ Plante
% Lastimulation de la croissance des plantes

Les PGPR améliorent la croissance des plantes directement ou indirectement. La
promotion indirecte se produit lorsque ces bactéries empéchent ou diminuent les effets nocifs
des microorganismes phytopathogénes par colonisation et production d’antibiotiques. La
promotion directe consiste a améliorer la croissance des plantes. Elle se fait soit en fournissant
a la plante des phytohormones favorisant la croissance végétale ou de faciliter I'absorption de
certains ¢léments nutritifs de 1’environnement par production des sidérophores ou par fixation
d’azote (Doumbou et al., 2001). Les modes d’action des PGPR sont : la production de
phytohormones (Frankenberger et Arshad, 1991), la production de sidérophore (O’Sullivan
et O’Gara, 1992; Loper et Henkels, 1999), la solubilisation des phosphates (Kloepper et al.,
1989).

% Renforcement de la capacité défensive de plante

La reconnaissance par la plante de certaines bactéries de la rhizosphére peut conduire a
une réaction d'immunisation lui permettant de mieux se défendre vis-a-vis d'une attaque par un
organisme pathogene (van Loon, 2007). Cette « immunisation » de la plante est appelée
résistance systémique induite (ISR) (van Loon et al., 2005 ; Jourdan et al., 2008). Ce
phénomene d'induction de résistance systemique par les rhizobactéries est considéré comme
une stratégie prometteuse dans la lutte biologique contre les maladies des cultures (Ramos
Solano et al., 2008). L“ISR peut étre induite par des microorganismes variés incluent des
bactéries a Gram positif comme Bacillus pumilus, ou des bactéries a Gram neégatif
appartiennent au genre Pseudomonas (fluorescens, putida, aeruginosa), et aux entérobactéries

comme Serratia (marcesens, plymuthica) ou Pantoea agglomerans (Jourdan et al., 2008).
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¢ Diminution de I’agressivité du pathogene :

Un agent de biocontréle peut également agir en affectant les facteurs de pathogénicité de
I’agent pathogéne (Jijakli, 2003) . L’expression potenticlle de certains de systémes de
régulation (compétition, antibiose...etc.) aboutirait a ’atténuation de virulences des agents
pathogenes (les endopolygalacturonases ou pectate...etc.) sur le site de I’infection. Ce
mécanisme correspond a une détoxication et/ou une inhibition de la synthése des facteurs de
virulence des pathogenes. (Isabelle Sick et al, 2010). La carence en fer, par exemple, est
impliquée non seulement dans les processus de compétition, mais aussi dans la régulation de

I’expression de facteurs de virulence des pathogenes (Isabelle Sick et al., 2010).

Facteurs abiotigues
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Figure N°07 : Intéractions entre les Pseudomonas spp. fluorescents, les microorganismes
pathogenes et les cellules racinaires (Rabhi , 2011)
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I -Matériels :
I -1-Matériel biologique
% Souches de Pseudomonas fluorescens
| -1-1- L’échantillonnage:

Pour realiser notre travail, nous avons utilisé des échantillons de sol prélevés des
champs de blé a partir de la wilaya de Khenchela.

Les échantillons sont prélevés a partir de la rhizosphére (15 & 20 cm de profondeur) et
sont stockés dans le réfrigérateur a 4°c jusqu’au leurs utilisation.
I -1-2 -Isolement de Pseudomonas fluorescens:
L’isolement des bactéries appartement au genre Pseudomonas du sol rhizosphérique a
été effectué par la méthode des suspensions-dilutions décrite par Vidhyasekaran et al,
(1997).comme Il'indique le Figure N°08

+ Préparation de la solution mere :

A partir d’un échantillon de sol destiné a ’analyse microbiologique, 10g de sol sont
pesé puis introduit dans un erlen meyer de 200 ml contenant 90ml d’eau physiologique
stérile, et sont agités a 1’aide d’un agitateur pendant 30 minutes, pour récupérer les
bactéries de la rhizospheére.

Le contenu de I’erlen meyer représente la solution mére.
+ Préparation des dilutions :
Dans un tube contenant 9ml d’eau physiologique stérile, 1ml de la solution mere est
ajoutée, ce qui représente la dilution (10™).
- 1ml de cette dilution a été mélangé avec 9ml d’eau physiologique correspondra

a la dilution (102), On continue ainsi jusqu’a I’obtention de la dilution (107).

1l

Y
L =i L J e RS -
= Ae— memammmwmy  Emm———

Figure N ° 08 : Les étapes de dilution
(Site N° 07 :http://www.physics.csbsju.edu/stats/chi_fit.html)
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+ Le milieu de culture:
Le milieu utilise pour I’isolement des Pseudomonas fluorescens est le King B dont la

composition se trouve dans 1’annexe.

- | -1-3- Ensemencement de milieu de culture
- Le milieu de culture king B est répartit dans des boites de pétri & une hauteur
d’environ 3 a 4 mm.
- A Tl’aide d’une micro pipette, on préleve 01lml de la solution mére et de chaque
dilution, ensuite, on fait 1’étalement sur toute la surface de la boite de pétri par une
pipette pasteur coudée sous forme d'un réateau.
- L’incubation se fait a 30°C pendant une durée de deux a trois jours
I-1-4-Purification des souches

Aprés 2 a 3 jours d’incubation, nous passons a I’étape de purification des cultures
puisque cette étape est indispensable pour avoir des souches bactériennes pures.
* La sélection des colonies est basée sur l'aspect macroscopique des colonies a savoir
I’aspect fluorescent des colonies, la couleur, la forme, le diamétre, 1’opacité.
(Martinneau, 1996). Chaque type de colonie est prélevé ensuite purifié par repiquage
successif sur le milieu King B jusqu’a 1’obtention au sein d’une boite de pétri des
colonies homogeénes.
Il -2- Conservation des souches

Les souches isolées sont conservées dans des tubes a essai contenant le milieu King B
incliné .Les souches sont ensemencées sur la pente des tubes, puis incubées a 30°C
pendant 24 a 48 heures. Les tubes dans lesquels il y a eu une croissance seront conservés
a 4°C jusqu'a leur utilisation (Marchal et Bourdon, 1982). Pour la conservation pendant

une longue durée, Il faut ajouter le glycérol 10 % au milieu de culture.

Figure N° 09 : Milieu King B incliné pour la conservation des souches bactériennes
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+« Le champignon : Fusarium
Les souches fongiques utilisées sont obtenues aprés isolement par la méthode
suivante :

Les échantillons (les plantes de blé) qui présentent les symptémes de la maladie
sont decoupes, ensuite désinfectés par I'éthanol pendant 02 minutes, puis dans I'eau
de Djavel pendant 15 minutes, suivie d'un rincage par I'eau distillée stérile, puis ils
sont séchés dans un papier absorbant stérile . Les échantillons sont déposés dans
des boites de pétri contenant le milieu PDA, puis sont incubés a la température
ambiante du laboratoire pendant 07 jours (Boureghda , 2010) . Aprés l'incubation,

plusieurs repiquages ont été effectués jusqu'a I'obtention des souches pures.

Figure N° 10 : Des souches de Fusarium pures

1-2-Matériel végétale
-Les grains de blé : sont obtenues a partir des champs de blé de la wilaya de Khenchela

I1- Identification phénotypique des isolats bactériens
L'identification des souches isolées est réalisee en se basant sur I’étude
morphologique et des tests biochimiques.
11-1-Etude morphologique
11-1-1- Aspect macroscopique
L’observation de l'aspect macroscopique des colonies permet d'effectuer une premiere
selection, avec une orientation possible des résultats au cours de I'identification.
o D’apres Joffin et Leyral (2006), les éléments d’identifications macroscopiques

sont :
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-La couleur des colonies est blanchatre a creme et produisant un pigment fluorescent
dans le milieu a 365 nm sous ’effet des UV. Le diameétre des colonies est compris entre

1et3 mm.

e La Production de pigment fluorescent:
La production du pigment fluorescent a été recherchée sur milieu King B. Apres une

incubation de 24 a 96 heures 30 °C, le développement du pigment fluorescent a été

révélé a I’ceil nu ou par la chambre noir a UV.

Figure N° 11: La chambre noir a UV

Il -1-2- Aspect microscopique:
e Lacoloration de Gram
Ce test permet de distinguer les bactéries Gram+ et Gram- en fonction de la teneur
en lipides de la paroi.
v Préparation des frottis :
- Mettre une goutte d’eau distillée au centre d'une lame a 1’aide d’une pipette Pasteur
- Prélever une colonie a partir des colonies des souches purifies.
- Déposer la colonie a coté de la goutte pour la visualiser et la mélanger avec 1’eau.
- Sécher les frottis.
v" Technique de coloration :
- Verser le violet de gentiane. Laisser agir pendant une minute.
- Ajouter du lugol (solution d’iode- iodo-iodurée), et laisser agir 20 secondes.
-Décoloration avec le mélange d'éthanol et d' acétone (volume par volume) pendant 30
secondes.

- Sécher le frottis sur le bec bunsen
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* L'observation se fait par I'ajout de I'nuile a immersion . Les bactéries Gram positif se

colorent en violet alors que les bactéries Gram négatif se colorent en rose .

11-2- Les Tests biochimiques

11-2-1- Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme ayant la propriété de décomposer le peroxyde d’hydrogene
(H20,) avec dégagement d'oxygéne selon la réaction suivante:

Catalase
H20> lg, H,0 + % O,

v' Latechnique

La catalase a eté révélée en déposant sur une lame en verre propre, une colonie

bactérienne en présence de H,0,.

Figure N°12 : Le test catalase

Une réaction catalase positive se traduit par ’apparition de bulles, suite au dégagement
gazeux d’oxygeéne (Lévy etal., 1992).
Il -2-2- Le test de I'oxydase
Le test est a la base de I’identification des bactéries Gram -.

-Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase des
bactéries a partir de leur culture en milieu gélosé. Cette enzyme est capable d’oxyder un

réactif : le N diméthyl paraphényléne diamine
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v' Latechnique

A laide d'une pince, Déposer sur une lame propre un disque de diméthyl-
paraphényléne diamine (disque oxydase) préalablement trempé dans de ’eau distillée

stérile.

— Prélever une partie de la colonie a étudier a 1’aide d’une ance de platine et 1’étaler

sur le disque.
e Lalecture

Une coloration violette foncée apparait immédiatement sur le disque ou en quelque
seconde puis elle vire vers le noir ; La réaction est tardive entre 10 et 60 secondes, et elle

est négative apres 60 secondes.

11-2-3- Test Mannitol Mobilité :

Le milieu Mannitol mobilité permet la recherche simultanément de la fermentation du

mannitol et la mobilité des bactéries (Marchal et Bourdon, 1982).

Figure N° 13: Milieu Mannitol mobilité

v' Latéchnique
On ensemence le milieu Mannitol par piqure centrale a I’aide d’une pipette Pasteur ou
I'ance de platine chargée de culture a étudier. Incubation a 30°C, pendant 24 heures a 48
heures.
e Lalecture:

- Fermentation du mannitol entraine le virage du milieu au jaune.
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-Les souches mobiles diffusent a partir de la ligne d’ensemencement tandis que les

souches immobiles croissent uniquement le long de la pigure.

Figure N° 14 : Ensemencement du Mannitol mobilité

Il -2-4-Test de la température de 4°c et 41°c:

Pour ce test, il est trés important d'identifier les souches bactériennes qui poussent a
ces deux températures, car seul Pseudomonas aeruginosa qui peut supporter une
température allant jusqu'a 42°c.

v' Latechnique
- Les tubes contenant I'eau physiologique stérile sont ensemencés a l'aide d'une ance de
platine, par les 56 souches.
-L'incubation est réalisée a la température 41°c dans 1’étuve et 4°c dans le réfrigérateur

pendant 24 a 48 heures.

Figure N° 15 : Des tubes contenant I'eau physiologique stérile
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Il -2-5-Test de I'arginine déshydrogénase
+ Le milieu de culture

Le milieu de culture utilisé dans ce test est le milieu de Moeller (Annexe)

Figure N°16 : Le milieu moeller

v' Latechnique
A l'aide d'une ance de platine, inoculer les tubes qui contiennent le milieu de culture
avec les bactéries a identifier.
- Ajouter environ 01ml d'huile de paraffine dans chaque tube.
-Pour chaque souche: -02 tubes pour milieu moeller (t¢émoin);

-02 tubes pour milieu moeller + arginine

-Incubation des tubes dans I'étuve de 18 a 24 heures.
*La Lecture

-Réaction positive: le milieu demeure violet ou rose

-Réaction négative : le milieu devient jaune orange

Il -2-6-Test de gélatinase (Collagénase)

La gelatine peut étre incorporée dans un milieu de culture afin de mettre en évidence sa
dégradation par certaines bactéries possédant une gélatinase. Cette enzyme hydrolyse le
collagéne en acides aminés ou en peptides (Joffin et Leyral, 2006)
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= Milieu de culture a la gélatine

Les composants de ce milieu se trouvent dans 1’annexe.

Figure N° 17 : Le milieu de culture a la gélatine

v' Latechnique

- Le milieu a la gélatine est préparé, On fait leur ensemencement par piqure centrale
-Incubation pendant 24 a 48 heures a 30°C.

- Enlever les tubes de gélatine nutritive de I'étuve et les placer dans le réfrigérateur a
4°C pendant 30 minutes ou dans un bain de glace pendant 3 a 5 minutes.

e Lalecture
* Si la gélatine nutritive est liquide, ceci indique que la gélatine a été hydrolysée par la
bactérie.

* Si le milieu est un gel, aucune hydrolyse ne se produisait,

Figure N° 18 : Ensemencement de milieu a la gélatine
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Il -2-6-Test de lipase
v' Latechnique
Une gélose en boite de Pétri (ici la gélose est le King B), additionnée de tween 80 a
16ml/l (monoléate de sorbitol), est ensemencée par spots a partir d’une culture en
milieu solide de la souche a étudier.
-Incubation 24a 48heures a 37°C.

Figure N° 19 : Ensemencement de milieu en spots

e Lalecture

Apreés incubation, les colonies des souches lipase (+) sont entourées d’un halo opaque
formé suite a la précipitation d’acides gras issus de la lipolyse
-11-3- Identification des souches par la galerie Api 20 NE

La galerie APl 20 NE se compose de 20 micro-tubes contenant milieux et substrats
sous forme déshydratée. Il permet I’identification des bacilles Gram (-) non
entérobactéries par la réalisation rapide et facile de tests biochimiques miniaturisés.

Les réactions produites durant la période d’incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés par I’addition de réactifs.

v' Latéchnique

- Préparer une suspension de la bactérie
. Inoculer une grosse colonie (diamétre de 2-3mm) de la bactérie dans une solution de 0.85% NaCl,
on doit s’assurer que la suspension est homogeéne sans agrégats de bactéries qui flottent .
Puis incubation des suspensions dans I'étuve.
- Inoculer la bande API
En tenant la bande a un léger angle avec le dessus de la table, on inocule la suspension bactérienne
dans chacun des puits avec une pipette pasteur stérile.
-Ensemencement de la galerie API 20E.
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-Tableau N° 02 : Tableau de lecture de la galerie APl 20

QTE Résultat
Tests Composants actifs | (M9/ Réaction / Enzyme — —
P CUP) y negative | positive
0,136 | Réduction des nitrates en nitrites NIT1 + NIT2 /5min
NO; Potassium nitrate
incolore Rose-
rouge
Réduction des nitrates en azote Zn/5min
Rose “ incolore
TRP L-tryptophane 0,2 Formation d’indole JAMES / immédiat
(TRyptoPhane) [Mincolore Vert Rose
pale / jaune
GLU D-glucose 1, Fermentation (GLUcose) Bleu a vert jaune
ADH L-arginine 1,92 Arginine DiHydrolase jaune | Oronge/
rose/rou
ge
RE Urée 0,76 UREase jaune | Oronge/r
ose/roug
e
ESC Esculine citrate de fer 0,56 Hydrolyse(p-glucosidase) jaune | Gris/mar
0,72 ron/noir
GEL Gélatine 0,6 | Hydrolyse (protéase) (GELatine) Pasde | Diffusio
diffusion du ndu
pigment | pigment
noir
PNPG 4-nitrophényl-pD- 0,22 B-galactosidase (para- incolore jaune
glactrpyranoside NitroPhényle-BD-
Galactopyranosidase)
GLU D-glucose 1,56 Assimilation (GLUcose) transparence | Trouble
ARA L-arbinose 1,4 Assimilation (ARAbinose) | Transparence | Trouble
MNE D-mannose 1,36 Assimilation (ManNosE) | Transparence | Trouble
MAN D-mannitol 1,28 Assimilation (MANitol) | Transparence | Trouble
NAG N-acetyl-glucosamine 1,4 Assimilation (N-Acétyl- | Transparence | Trouble
Glucosamine)
MAL D-maltose 1,84 Assimilation (MALtose) | Transparence | Trouble
GNT Potassium gluconate | 0,78 Assimilation (potassium | Transparence | Trouble
GlucoNaTe)
CAP Acide caprique 1,12 Assimilation (acide CAPrique) | Transparence | Trouble
ADI Acide adipique 1,56 Assimilation (acide ADIpique) | Transparence | Trouble
MLT Acide malique 2,28 Assimilation (MaLaTe) | Transparence | Trouble
CIT Trisodium citrate 0,8 | Assimilation (Trisodium ClTrate) | Transparence | Trouble
PAC Acide phénylacétique Assimilation (Acide | Transparence | Trouble

PhénylACétique)
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Figure N° 20 : La galerie APl 20 NE
e Lalecture
*La lecture de ces réactions se fait a 1’aide du Tableau de lecture (Annexe), et
I’identification est obtenue a ’aide du tableau d’identification (Annexe).

Il -Test d’antagonisme
11 -1-Test d’antagonisme in vitro

Ce test est effectue pour vérifier I'existence d'une éventuelle action inhibitrice des
souches isolées vis-a-vis d'un agent phytopathogéne: Le Fusarium.

Le milieu utilisé pour cette étude est le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) qui est un
milieu de culture propice pour la croissance d'une large gamme des champignons
phytopathogeénes a étudier.

+ Le milieu de culture
Pour ce test, on utilise le milieu PDA (Composition dans 1’annexe)
111 -1-1-Test de double culture

Les 56 isolats , ont été étudiées in vitro contre le Fusarium.
-Le test d’antagonisme fongique été réalisé sur le milieu de culture solide (PDA)
v Latechnique
Un disque de 07 mm de diamétre d'un mycélium est prélevé a partir d'une culture fraiche de 6

jours a l'aide d'un embout, puis placé au centre de la boite de Pétri contenant le milieu PDA

(Potato Dextrose Agar) inoculé avec les cultures bactérienne étudiée. Le témoin est inoculé
uniquement par le champignon a tester (Hariprasad et al., 2009). Pour chaque boite de pétri,
on teste l'activité antifongique de 03 a 05 souches ; La distance entre les souches est de
02 a 03cm.

Cette confrontation des bactéries avec les champignons cryptogames est suivie pendant

une semaine a température ambiante, la distance entre 1’extrémité des colonies et celle
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du mycélium fongique est alors mesurée, et est comparée au témoin ne contenant que le

mycélium fongique

Figure N° 20: Préparation de la double culture
I11 -2-Test d'antagonisme in planta

111 -2-1- Stérilisation du sol et boites :

e Stérilisation du Sol

- Prélever une grande quantité de sol a partir des champs de blé, et le tamiser a l'aide

d'un tamis.
-Mettre le sol tamisé dans des béchers de 03L et les couvrir par un papier aluminium.

- La stérilisation du sol se fait dans I'autoclave a 120°C pendant O1heure.

Figure N° 21 : Des béchers contenant le sol .

e Stérilisation des boites :

- Prendre des boites en plastique et faire leurs stérilisation avec I’Ethanol une par une

devant le bec benzéne.

32




Matériel et méthodes

- Renverser les boites jusqu’a son séchage complet.

Figure N° 22 : La stérilisation des boites

- Placer le sol stérile dans les boites et les couvrir par le papier aluminium.

Figure N° 23 : Placement du sol dans les boites

111 -2-2- Stérilisation et germination des graines de blé :
e Stérilisation des graines
- Prélever 04 ou 05 flacons, chaque flacon contient une quantité de graines de blé.
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- Ajouter I’éthanol a chaque flacon et on laisse pendant 02 minutes.

-Verser 1’éthanol et ajouter 1’eau de Djavel a chaque flacon et laisser agir pendant 15

min.
- Verser 1’eau de Djavel.
-Laver les grains par I’eau distillée stérile et répéter cette opération 10 fois.

- A la 11éme fois, ajouter 1’eau distillée stérile dans chaque flacon et le laisser pendant

30 min jusqu’au le gonflement des graines.

- Puis, verser les graines dans un papier absorbant stérile pour égoutter ces derniéres.

Figure N° 24 : La stérilisation des graines de blé

e Lagermination des graines
- Verser le King B préparé dans des boites de pétri devant le bec benzéne et laisser les

boites ouvertes (pendant 3min).
- Placer et séparer les graines dans les boites.
- Couvrir les boites par un papier aluminium.

- Conserver les boites dans un milieu convenable (température ambiante).
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Figure N° 25 : La germination des graines de blé

111 -2-3- Plantation des graines : (19/03/2014)
- Apreés la germination des grains, on les plante dans les boites qui contient le sol stérile,

dans chaque boite,on dépose quatre graines . La plantation se fait devant le bec bunzen.

-Irriguer le sol par 1’eau distillé stérile.

Figure N° 26: La plantation des graines de blé

35




Matériel et méthodes

111 -2-4 -Préparation les inoculum de Pseudomonas et Fusarium :

v L'inoculum de Pseudomonas :

- Verser I'eau physiologique stérile dans 07 flacons stériles de 250 ml, pour faire 07

inoculum de bactéries parmi les bactéries identifiés.
- Inoculer chaque flacon par une souche bactérienne un par un.

-Incubation des flacons dans 1’étuve 24 a 48 heurs jusqu’a I’obtention d’une solution

trouble et homogeéne.

Figure N° 27 : L'inoculum de Pseudomonas fluorescens apres l'incubation

v L'inoculum de Fusarium
- Verser le milieu PDA liquide (500 ml) dans quatre flacons stériles de 250 ml.
- Les boites de pétri qui contient le Fusarium sont grattés par une spatule pour récupérer
le maximum du matériel fongique, puis I’inoculer dans les flacons qui contient le PDA
liquide.
- Incubation des flacons dans 1’étuve pendant 05 a 07 jours.
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Figure N° 28 : Préparation du I'inoculum de Fusarium

111 -2-5- Inoculation des boites par Pseudomonas et fusaruim
On a divisé les 100 boites en :

- 04 boites avec le champignon (Fusarium) et sans souches (Pseudomonas fluorescens).

- 07 boites avec les souches (Pseudomonas fluorescens). Chaque boite est inoculée par

une souche avec 04 répétitions pour chaque souche, donc on a 28 boites.

- 07 boites avec les souches bactériennes et avec le champignon avec 04 répétitions,

donc on a 28 hoites.
-Les autres boites restent comme des témoins

- Dans les boites qui contiennent les souches sans ou avec le champignon, chaque

graine est inoculée avec 2mL de souche.- -
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Pour le champignon, l'inoculation se fait par pulvérisation.

Figure N° 30 : Inoculation des boites par le champignon Fusarium

IV -Mesure le diametre de croissance du mycélium fongique

v Latechnique
A l'aide d'un embout de 07mm, On coupe un échantillon de gélose qui contient le
champignon et on le dépose aux centre d'une boite de pétri qui contient le milieu PDA,

-On a 07 souches de Fusarium, pour chaque souche, on fait 02 répétitions.

-L'incubation des boites se fait dans I'étuve a 30°C pendant 07 jours, L’évolution de la
croissance mycélienne est effectuée toutes les 24heures par la mesure du diamétre de la

colonie mycélienne du champignon pathogene.
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Figure N° 31 : Le test de croissance de mycélium fongique
V -ldentification des souches de Fusarium

Dans le but d’identifier les isolats fongiques, plusieurs critéres sont recherchés ;car
sur les milieux de culture, les Fusarium forment des colonies duveteuses ou cotonneuses
de couleur variable (blanche, creme, jaune, rose, rouge, violette ou lilas) selon les
especes. Le revers peut étre creme, rouge a pourpre, lilas ou violet. Les pigments
diffusent souvent dans la gélose (Chermette et Bussieras, 1993). Le principal caractere
morphologique des Fusarium est la présence des macroconidies fusiformes et

cloisonnées (Roquebert, 1998)
v' Latéchnique
- Déposer sur une lame une partie d’un échantillon fongique,

- Ajouter quelques gouttes de colorant lacto-fushine sur le frottis puis le recouvrir par

une lamelle.

-Faire I'observation microscopique aux grossissements * 40 et *100.
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Figure N° 32 : Préparation d'un frottis fongique pour l'identification

40




Conclusion

Dans une premiére partie, 1’isolement effectué nous a permis de sélectionner 60
souches bactériennes dont la pluparts des isolats comme étant des Pseudomonas
fluorescens, qu'ils ont les caractéristiques suivantes : Bacille Gram négatif produit un
pigment fluorescent sur le milieu King B, oxydase positif , catalase positif ,
production de l'arginine déshydrogénase , croissance a 4°c et pas a 41°c, et la
présence de flagelle ( exprimé par la croissance sur milieu mannitol mobilité ). Mais
la caractérisation par les galeries montre qu’uniquement 6 isolats présentent 1’espece

Pseudomonas fluorescens

Dans une deuxiéme partie, le test antagoniste de nos isolats in vitro et in vivo, est
en fonction de la production de substances antifongiques qu’on peut apprécier sur
gélose, et par la stimulation de la croissance de plante.

Pour I'espece de Fusarium isolé et responsable de la maladie de fusariose de blé

appartient a I’espece Fusarium culmurum.

Ces résultats montrent que nos isolats de Pseudomonas fluorescens, sélectionnes
sur la base de leurs propriétés phénotypiques, métaboliques reconnus dans
I’antagonisme peuvent constituer un moyen de lutte biologique efficace contre le
Fusarium pour limiter I’utilisation des produits chimiques.

Pour l'identification des souches , I’analyse de I’ADN reste la seule technique qui

permette une meilleure identification des isolats.
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1- Résultats
I- Isolement des souches :
e Les colonies bactériennes isolées du sol sur milieu king B présentant l'aspect
fluorescent sont observées sous UV a 365nm, (a fin de noter la présence ou I'absence
de fluorescence) sont retenus, et nous ont permit la constitution d’une collection de 60
souches bactériennes fluorescentes.
e L'identification des isolats est déterminée a base de I'aspect phénotypique des colonies,

de I'examen microscopique et des caracteres biochimiques spéciaux, les résultats sont

représentés dans Figure N° 34 .

Figure N° 34: Photos d'isolement des bactéries a partir du sol.

¢+ Aspect morphologique

Les colonies des souches bactériennes retenues sur le milieu King B, ont une coloration
blanchatre a créeme, mais seulement 56 souches qui apparaissent fluorescentes sous UV, Apres
48 heures d’incubation le diametre des colonies se situe entre Olet 03 mm et sont généralement

abondantes. Les resultats sont representés dans la photo si dessous.
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Figure N° 35 : Photo des souches sou UV
Apres ce test, 4 souches sont éliminées (S3 .S31. S57. S60) car ne présentent pas 1’aspect

fluorescent.

Figure N° 36 : Photo de repiquage des souches.
I1- Caracterisation:
v' L’étude microscopique : L'observation microscopique a été réalisée aprés une

coloration de Gram des 60 souches. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau

-Tableau N° 111 : Résultats de la coloration de Gram des isolats purifiés.

Souche | Gram Souche | Gram Souche Gram Souche Gram
S1 - S16 - S31 + S46 -
S2 - S17 - S32 - S47 -
S3 + S18 - S33 - S48 -
S4 - S19 - S34 - S49 -
S5 - S20 - S35 - S50 -
S6 - S21 - S36 - S51 -
S7 - S22 - S37 - S52 -
S8 - S23 - S38 - S53 -
S9 - S24 - S39 - S54 -
S10 - S25 - S40 - S55 -
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S11 - S26 - S41 - S56 -
S12 - S27 - S42 - S57 +
S13 - S28 - S43 - S58 -
S14 - S29 - S44 - S59 -
S15 - S30 - S45 - S60 +

L’observation microscopique apres la coloration de Gram révéle que les 56 souches, sont

bacilles & Gram négatif, et 4 souches sont des Gram positive (S3 .S31. S57. S60), Ce Résultat

été confirmatif on le comparant avec la production de pigments de ses souches.

Figure N° 37 : Photo du Gram.

Les tests biochimiques.

Apreés la purification des 56 souches, les tests biochimiques réalisés sont :

v Recherche de l'oxydase: le test de I’oxydase considéré comme caractére taxonomique

permettant de discriminer aisément les Pseudomonas fluorescents (Palleroni et al.,

1984; Jacques, 1994; Bossis, 1995), nous a permis de détecté une oxydase chez tout

nos souches , le résultat est exprimé dans la photo suivante:( Figure N°38).

Figure N°38

: Photo du test d'oxydase.
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v" Recherche de la catalase : Une réaction catalase positive se traduit par 1’apparition de
bulles, suite au dégagement gazeux d’oxygene (Lévy et al., 1992). Toutes les bactéries
sont catalase positives. Le résultat est exprimé dans la photo.( Figure N°39).

Figure N°39: Photo du Test de la catalase.

e Test Arginine déshydrogénase : L’arginine représente une source d’azote intéressante
dans les milieux riches en mati¢re organique. Elle constitue une source d’énergie en
aérobiose et en anaérobiose. La complexité du catabolisme de I’arginine révele I’intérét
de ce substrat pour les microorganismes (Cunin et al., 1986). La dégradation de
I’arginine est une voie caractéristique des Pseudomonas spp. fluorescents saprophytes
(Thornley, 1960).

*Les 56 souches testées donnent des resultats positifs. (Figure N°40) .

e Coloration Jaune : 1l y a eu acidification du milieu liée a I’utilisation du glucose mais il
n’y a pas eu réalcalinisation . Le substrat (arginine) n’a donc pas été dégradé alors La
bactérie ne possede pas I’ADH

e Coloration violette : 1l y a eu acidification du milieu liée a la fermentation du glucose
puis il y eu réalcalinisation du milieu liée a la dégradation du substrat (arginine ) par la

bactérie alors La bactérie posséde I’ADH.

Figure N°40 : Résultat du test arginine déshydrogénase.
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v' Test de lipase : De nombreuses bactéries douées d’activité lipolytique et estérasique.
Les graisses sont décomposées en acides gras et glycérol par une enzyme appelée la
lipase. Les lipases sont des enzymes constitutives, extracellulaires, capables
d’hydrolyser les lipides. Les souches lipase positif donnent la présence d’un halo
opaque formé suite a la précipitation d’acides gras issus de la lipolyse (Degroot et al.,
1991). Tous nos souches testées donnent des résultats positifs ceci est exprimé par la
photo. (Figure N°41).

Figure N°41 : Test positif de la lipase .

v" Recherche de la gélatinase: La gélatinase ou collagénase est une protéase qui
hydrolyse le collagene en acides aminés ou en peptides. La production de protéases
extracellulaires, comme ¢évidence 1’hydrolyse de la gélatine, est une propriété
universelle de P. aeruginosa, présente chez P. fluorescens mais absente chez P.putida
(Stanier et al., 1966).

v' L'hydrolyse ou la liquéfaction de gélatine est montrée par un test dans lequel
I'organisme se développe dans un milieu nutritif a solidifié par la gélatine. La gélatine
nutritive est liquide uniquement a 1’endroit de la piqure fait par ’ance de platine, ceci
indique que la gélatine a été hydrolysée par la bactérie.

Nos 38 souches bactériennes disposent d’une gélatinase et 18 souches ne disposent pas.
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Figure N°42 : Résultat positif du test gélatinase.

v' Test Mannitol-Mobilité : Le mannitol est un dérivé de réduction du mannose. La
réduction des oses simples peut se faire sur les fonctions aldéhyde ou acétone : on
obtient alors des polyalcools .Ce polyalcool peut étre fermenté par la bactérie avec
libération de produits acides qui font virer I’indicateur de pH du rouge en milieu
basique au jaune en milieu acide. Donc : bactérie mannitol (+).

e La fermentation du mannitol a été observée chez 47 souches. Un virage de I’indicateur
au jaune a également été noté. Ceci peut s’expliquer par le fait que 1’acidification
produite par les bactéries aérobies strictes.

e En ce qui concerne la mobilité, les 56 isolats sont mobiles suite a leurs diffusion a partir

de la ligne d'ensemencement, qui assure que nos 56 souches possedent des flagelles

.Les résultats sont représentés dans la photo.( Figure N°43).

mannitol(+) mobilité ( +)

Figure N°43 : Résultat de mannitol mobilité.
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v" Croissance a la température de 4°C et 41°C : Ce test est trés important car il permet
de différencier les bactéries psychrophiles (4°C) et de celles qui sont mésophiles

(41°C). La croissance bactérienne est estimée par ’apparition des troubles dans I'eau

Résultats et discussions

physiologique. On observe si les souches poussent a ces températures ou pas.

e A partir des résultats obtenus, on distingue que nos souches sont capable de se

multiplier a une basse température 4°C et uniqguementllpoussent a 41°C.

Figure N° 44: Photo de Culture a température 04 C°.

Figure N° 45 : Photo de test négatif a température 41 C°.

Les résultats des tests sont présentés dans le tableau N° 04

Tableau N 04 : Résultats des tests biochimiques réalisés.

oxydase | catalase | Arginine Lipase | Gélatinase | Mannitol | T°4°c | T°41°C
Te déshydrogénase mobilite
souch
S1 + + + - - -[++ + -
S2 + + + + + ++ + -
S3 + + + - + -[++ + +
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]

S52 + + + + - ++ + -

S53 + + + + + ++ + +
S54 + + + + + ++ + +
S55 + + + - + ++ + +
S56 + + + - + -+ + -

% (+):Résultat positive .
(-):Résultat négative .

R/
L X4

I11- Identification Par Les Galeries Api 20 NE :

L'utilisation de galeries APl 20NE permettent généralement un diagnostic correct des

espéces P. aeruginosa, P. chlororaphis, P.fluorescens, P. plaida et P. stutzeri (Lacroix et

al., 1995).

Nos résultats avec cette identification montrent que nous disposons de 06 souches de

Pseudomonas fluorescens, une Pseudomonas aeruginosa et une Pseudomonas putida, et les

autres appartiennent a d’autres espéces.

L’utilisation de galerie permette d’identifier les Pseudomonas, mais 1’analyse de I’ADN

reste la seule technique qui permette une meilleure identification des isolats.

Tableau N 05 : Résultats identification Par Les Galeries Api 20 NE

0,994
0,693
0,76
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693
0,999
0,693
0,693
0,693
0,693

EXC ID 0,86
PAS BON 0,09
PAS BON 0,04
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09

PAS BON 0,12
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09

PAS BON 0,09
PAS BON 0,09

PSEUDOMONAS FLURESCENS
CHRYSEOMONAS LUTEOLA

PSEUDOMONAS FLUORESCENS

CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA

CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA

CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
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0,693
0,921
0,868
0,873
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693
0,967
0,354
0,846
0,693
0,875
0,69 3
0,98 2
0,69 3
0,98 2
0,97 6
0,69 3
0,86 3
0,69 3
0,69 3
0,475
0,50 3
0,899

PAS BON 0,09
TBID 0,64
PAS BON 0,15
PAS BON 0,25
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
BON D 0,33
PAS BON 0,6
PAS BON 0,33
PAS BON 0,09
PAS BON 0,22
PAS BON 0,09
TB 1D 0,70
PAS BON 0,09
BONNE ID 0,44
BON ID 0,36
PAS BON 0,09
TB ID
PAS BON 0,09
PAS BON 0,09
EXCID 0,81
PAS BON 0,11
PAS BON 0,15

CHRYSEOMONAS LUTEOLA
PSEUDOMONAS FLUORESCENS
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
BURKHOLDERIA CEPACIA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
PSEUDOMONAS FLUORESCENS
SPHINGOBACTERIUM MULTIVORUM
AEROMONAS HYDROPHILAE/CAVIAE
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
PSEUDOMONAS FLUORESCENS
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
PSEUDOMONAS PUTIDA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
BURKHOLDERIA CEPACIA
PSEUDOMONAS FLUORESCENS
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
PSEUDOMONAS AERUGINOSA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
CHRYSEOMONAS LUTEOLA
RALSTONIA PICKETTII
BURKHOLDERIA CEPACIA
BURKHOLDERIA CEPACIA

V- Test d’antagonisme

v Test d’antagonisme in vitro (Test de double culture) : Le pouvoir antagoniste a été

testé par la mise en contact de nos isolats avec le champignon pathogéne, a fin de voir

I’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium. L’activité antagoniste de ces

bactéries est en fonction de la production de substances antifongique qu’on peut

apprécier sur gélose. Ces substances sont produites de manieres constitutives

observables sur PDA, ou les colonies fongiques sont nettement colorees, et ou la

coloration est plus accentuée lors de confrontations fongiques a proximité du mycélium.

En milieu de culture solide (PDA), 56 souches ont été testées pour leur pouvoir

antagoniste.

e Deux isolats de Fusarium (souche S4 et S3) ont été confronté avec nos isolats

bactériens, les observations ont portées sur I’existence ou I’absence d’une inhibition de

la croissance myceélienne.
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e Apres 06 jours, les résultats obtenus, dans nos essais d’antagonisme in vitro, suggerent
que 11 isolats bactériens seulement ont montré une activité antagoniste appréciable
sur la croissance de Fusarium (souche S4), alors que 45 souches ne présentent aucune
activité. Les résultats sont représentés dans les photos (N° 46).

e Alors que le test effectuer avec la souche S3, a montré des résultats complétement

différentes; 3 isolats seulement ne montrent pas I'effet antagoniste contre Fusarium
(Photo N 47).

+ Le tableau des résultats pour les deux tests se trouve en( annexe 3).

Recto Verso

Figure N° 46: Résultat négatif de 1’activité antifongique de nos souches contre Fusarium

'ﬂz:‘,g 1 ‘m‘

Figure N° 47 : Photos du résultat positif de I'activité antifongique.
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» Test d’antagonisme in planta: comme expliqué dans matériels et méthodes, les
plantes de blés sont divisés en Trois groupes, le premier étant le témoin, le deuxiéme été
inoculer avec la souche et le champignon, le dernier uniquement inoculer par le

champignon (Le test été réaliseé avec la souche fongique S5).

-Aprées 11jours de la plantation, ont a mesuré la longueur des plantes de blé et les résultats

exprimés se trouvent dans le tableau N°05

Tableau N°05: Résultats de moyenne de la longueur des plantes de blé pendant 44 jours.

souches apres Apres Apres Aprés Apreés

11 jours 18 jours 25 jours 35 jours 44 jours
jours

Souches 05 | 17,53 cm 23,93 cm 25,90 cm 27,93 cm 34,10 cm
Souches 06 | 18,13 cm 27,23 cm 28,50 cm 28,80 cm 29,06 cm
Souches 08 | 17,5cm 29,19 cm 29,36 cm 29,46 cm 31,43 cm
Souches 09 17,83 cm 25,40 cm 25,50 cm 30,30 cm 31,66 cm
Souches 10 | 19,73 cm 28,00 cm 28,36 cm 30,66 cm 31,37 cm
Souches 11 | 16,86cm 25,00 cm 28,10 cm 28,23 cm 30,36 cm
Souches 12 | 16,93 cm 26,33 cm 26,50 cm 28,33 cm 29,40 cm
Les témoins |20,20 cm 31,67 cm 33,83 cm 35,20 cm 35,40 cm

e Les résultats des témoins comparer avec les autres boites inoculés avec les souches
bactriennes et le champignon montrent que :
v’ La croissance des plantes de blé témoins, été plus rapide par rapport a celle des autres

boites inoculés par les souches les premier jours.
RS
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Figure N° 48 : Plantes témoins.

Figure N°49: plantes inoculées par les souches bactériennes.

v' Aprés 07 semaines, On observe un ralentissement de croissance des plantes témoins
jusqu'a la mort de la plupart de ces plantes. Par contre, les plantes inoculées par les
souches bactériennes continuent leur croissance, ceci indique que nos souches
bactériennes stimulent la croissance des plantes de blé .Le tableau N°6 et les photos

suivantes expriment ces résultats.

Tableau N°06 : Reésultats de la longueur des plantes inoculés par Pseudomonas fluorescens

apres 07 semaines.

la longueur (cm) La moyeénne
Souche 05 35 34 34,5 34,5
Souche 06 47,3 33 35 38,34
Souche 08 42,5 38 30 36,83
Souche 09 33 33,6 29 31,86
Souche 10 36,5 351 33 34,86
Souche 11 42 37 36,4 38,46
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Figure N°51 : Photos des plantes inoculées par les isolats apres 07 semaines.

> Les plantes infectés par Fusarium avaient développé des flétrissements et la
symptomatologie observée aprés deux semaines de I’inoculation du pathogéne a montré
des taches brunes sur les feuilles.

¢+ Avec la Souche 05,08, 10 : une moyenne stimulation de la croissance avec un effet
moyen d'antagoniste contre Fusarium.

s Avec la Souche 06, 11: Bonne stimulation de croissance avec une bonne effet
antagoniste contre Fusarium.

¢+ Avec Souche 09 : Faible stimulation de croissance avec effet antagoniste de Fusarium

sur la culture de blé.

R/
°

Avec Souche 12 : Ni stimulation de la croissance ni effet antagoniste.
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FigureN°5 : Effet de Fusarium sur les plantes témoins.

Figure N°53 : Effet de Fusarium sur les plantes inoculées par Pseudomonas fluorescens
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> Mesure le diamétre de croissance du mycélium fongique.

Tableau N°07: Résultats des moyenne de mycélium fongique pendent 5Jours (d=0 ,7cm).

Souches | Souches | Souches | Souches | Souches | Souches | Souches

1 2 3 4 5 6 7
Jours1 | 1,85 1,15 1,65 1,05 1,20 0,95 1,25
Jours 2 | 04 1,85 2,50 2,10 2,85 2,55 2,95
Jours 3 | 6,25 3,25 4,90 4,20 5,30 4,10 4,80
Jours4 | 7,75 4,80 6,90 6,20 7,55 5,55 6,20
Jours 5 | 8,20 6,05 8,00 7,90 8,20 6,45 7,65

- Les résultats illustrés dans le tableau précédent expriment le diamétre de croissance du
mycelium fongique des 07 souches.
- La croissance des souches 01 et souches 05 sont plus rapide que les Souches 02, 03, 04, 06.

Figure N°54 : La croissance du mycélium fongique aprés aux premier jour

Figure N°55 : La croissance du mycélium fongique apré 2jour.
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Figure N°57 : La croissance du mycélium fongique aprés 04jours

Figure 58 : La croissance du mycélium fongique aprés 05 jours
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Figure 59: La croissance du 07 souches fongiques apres 05 jours.

1V -ldentification des souches de Fusarium.

Les isolements effectués a partir des échantillons du blé présentant les symptémes typiques
de la fusariose , ont permis d'obtenir un total de 07 isolats. Apreés I’isolement de 07 souches
de Fusarium , on a essayé d'identifier ces souches, Mais vue le temps réduit de mémoire, on a
fait que l'identification d'une seule souche (La souche 01).

La caractérisation été basé sur les critéres suivants :

* La taille et la forme des macroconidies.
* La présence ou l'absence des microconidies.
* L'aspect et la coloration du mycélium sur milieu PDA.

* La présence ou l'absence de chlamydospores.

-L'aspect et la coloration du mycélium sur milieu PDA

L'isolat 01 : Sur milieu PDA, cet isolat donne des colonies de couleur qui vire du blanc
vers le rose. Le mycélium est cotonneux, aérien et abondant devient rouge en contact avec
le milieu, les macroconidies sont abondante. La présence de spores portées par les
macroconidies est également observee, les microconidies sont absentes. Cette description

correspond a I' espece Fusarium culmorum selon Tousson et Nelsson ( 1976), Zi llinsky
(1983) et Leslie et Summere 1l (2006 ).

Ces résultats sont exprimés par la photo. (N°60).
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*Macroconidies. * Mycélium cloisoné. * Conidiophore.

* |a sporulation.

Figure N°60: Résultats de I'observation microscopique des frottis fongiques.
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Annexe

Milieux de culture

-Annexe 1:

- Le king B: (Camille Delarras, 2007).

-Peptone

- Glycérol

- Sulfate de potassium

- Chlorure de magnésium

- Agar

-L'eau distilée

PH=6,8

-Milieu Moeller

-Extrait de levure

-L-arginine

-Glucose

-Bromocrésol pourpre

-Ethanol

-Chlorure de sodium

-L'eau distilée

Milieu de culture a la gélatine

Peptone

Extrait de viande

Na cl
Gélatine
Eau distillé

209

15 ml
159
159
209
1000 ml

03¢
059
0lg
0,16 mg
01 mL
059

1000 ml

109
049
259
120 g
1000 ml
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Arginine
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Bromocr%C3%A9sol_pourpre
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
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-Milieu Levane
-Sucre de table
-D- glucose
-Agar

-L'eau distilée

-Milieu de culture PDA
-Pomme de terre

-Sucre de table

-D — Glucose

-Agar

L'eau distilée
-L’eau physiologique

Na cl

L'eau distilée

Annexe

50¢g
259
20 g

1000 ml

(Potato Dextrose Agar)
200 g
20 g
20 g
20 g

1000 ml

09¢g
1000 ml
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-Annexe 2:

-Tableau d’identification de la galerie APl 20 NE .
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Annexe

-Annexe 3.

-Tableau des Résultats Test d’antagonisme in vitro (Test de double culture)

Test d’antagonisme in vitro Test d’antagonisme in vitro
isolats Fusarium Fusarium isolats Fusarium Fusarium
bacteriens | (souche S3) bacteriens | (souche S3) | (souche S4)
(souche S4)
Souche 01 + + Souche 29 + +
Souche 02 + + Souche30 + +
Souche 03 + + Souche31 + +
Souche 04 + + Souche32 + +
Souche 05 + + Souche33 + +
Souche 06 + + Souche34 + +
Souche 07 + + Souche35 + +
Souche 08 + + Souche36 + +
Souche 09 + + Souche37 + +
Souche 10 + - Souche38 + +
Souche 11 + + Souche39 + +
Souche 12 + + Souche40 + -
Souche 13 + - Souche4l + +
Souche 14 + + Souche42 + +
Souche 15 + + Souche43 + +
Souche 16 + - Souche44 - +
Souche 17 + - Souche45 + +
Souche 18 + - Souche46 + +
Souche 19 + + Souche47 + -
Souche 20 + + Souche48 + +
Souche 21 - - Souche49 + +
Souche 22 + + Souche50 + +
Souche 23 + - Souche51 + +
Souche 24 + + Soucheb2 + +
Souche 25 + - Souche53 + +
Souche 26 + + Souche54 + +
Souche 27 + - Soucheb5 - +
Souche28 + + Souche56 + +

% (+):Résultat positive de Test d’antagonisme in vitro.
% (-):Résultat négative de Test d’antagonisme in vitro.




Annexe

-Tableau des Résultats de la longueur(cm) des plantes de blé pendant 44 jours

souches | Souche | Souche | Souche | Souche | Souche | Souche | Souche | Les
05 |06 08 09 10 11 12  |témoins
Jours
Aprés 11 | 18,00 20,00 | 18,20 | 19,7 17,10 | 17,50 | 20,00
jours 16,50
16,02 | 17,40 | 16,00 | 18,30 | 20,20 | 17,00 | 18,00 | 20,50
18,04 | 18,20 | 16,00 |17,00 |19,30 | 16,50 | 15,30 | 20,10
Aprés 18 | 26,00 | 26,40 | 24,50 | 26,50 |24,00 |20,00 | 26,40 | 29,50
jours 24,50 | 28,30 | 28,20 | 28,50 |26,50 |24,50 | 25,60 |30,00
23,70 | 26,60 | 29,10 | 29,10 | 27,60 | 25,80 | 26,00 |31,00
Aprés 25 | 29,60 | 29,00 |28,60 |28,80 |2680 |24,70 |27,00 |31,00
jours 27,20 | 30,00 | 29,00 |30,00 |28,00 |27,50 |26,70 |31,80
26,60 | 28,80 | 30,50 |29,60 |29,90 |23,10 |28,30 | 33,00
Aprés 35 | 29,80 | 29,60 |28,90 |30,20 |28,40 |2580 |28,40 |33,30
jours 28,40 |30,10 |[31,00 |30,10 |27,20 | 28,40 | 26,9 34,00
28,50 | 29,00 | 29,16 |31,00 |30,30 |29,80 |29,80 |34,10
Apres 44 | 31,00 | 30,50 |31,20 |31,10 | 30,50 |33,00 |26,90 | 34,70
jours 37,00 30,00 |33,00 |30,40 |[31,90 |29,90 | 29,90 | 25,50
34,30 |29,70 | 30,40 |31,00 |33,00 |30,10 | 29,10 | 37,00

-Tableau des Résultats des diametre de mycélieme fongique pendente 5 Jours

(d0=0,7cm)

Jours

Souche

Souche

Souche

Souche

Souche

Souche

Souche

Bl
souches

B2

Bl | B2

Bl

B2 | B1

B2 | B1

B2

Bl | B2

Bl | B2

Joursl | 2.3

14

11112

02

13|11

01 |13

1,1

09 |01

1,213

Jours2 | 4.3

3.7

02 |17

2,5

2,502

2,2 | 2,7

03

2,5 126

31128

Jours3 | 6.6

5.9

03 |35

4.9

49 | 4,2

4,2 | 05

5,6

04 |42

49 | 4,7

Jours4 | 7.7

7.8

52|44

07

6,8 | 6,2

6,2 | 8,1

07

56 |55

6,2 | 6,2

Jours5 | 8.2

8.2

6,2 |59

08

08 |79

79 8,3

8,3

6.4 |65

76|77

B1 :Boitel

B2 :Boite2.
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Abstract

Some microorganisms, primarily bacteria, are able to effectively colonize the root
systems and beneficially influence the plant growth stimulating and / or protecting against
infections with plant pathogens. These rhizosphere bacteria are then listed under the term
PGPR, among these bacteria the Pseudomonas fluorescens.

Pseudomonas fluorescens are considered as biological compounds agricultural land
and are responsible for the control of fungal diseases in crops, and stimulate the growth of
plants such as wheat.

Wheat can be attacked by the phytopathogenic fungus Fusarium is a soil fungus more
aggressive, causing considerable yield losses.

PGPR are also widely found among potential biocontrol agents ,because they use more
than one mechanism for the elimination of pathogens and reducing the incidence of
diseases namely: competition, antibiosis or parasitism.

In our work, we have isolated 60 strains of Pseudomonas spp. fluorescents After
morphological, physiological and biochemical characterization, we found that only 06
species have the Pseudomonas fluorescens.

From our study, it was also shown that there is a large positive effect of the bacteria
Pseudomonas fluorescens on the increase and growth of wheat plants and also an

antagonistic effect against the phytopathogenic fungus (Fusarium).

Key words: The rhizosphere, Pseudomonas fluorescens, Wheat, Fusarium, PGPR



Résumé

Résumé

Certains micro-organismes, principalement des bactéries, sont capables de coloniser
efficacement les systemes racinaires et influencent de maniére bénéfique la plante en
stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre les infections par des agents
phytopathogenes. Ces bactéries de la rhizosphere sont alors reprises sous le terme PGPR
( Plant Growth Promoting Rhizobactéria), parmi ces bactéries le genre Pseudomonas et

essencialement I'éspece Pseudomonas fluorescens.

Les Pseudomonas fluorescens sont considérées comme des composés biologiques du
sol agricole, et sont responsable de la suppression des maladies fongiques dans les
cultures, et stimulent la croissance des plantes comme le blé.

Le blé peut étre attaqué par le champignon phytopathogene le Fusarium qui est un

champignon tellurique plus agressif, causant des pertes de rendement considérables.

Les PGPR sont aussi largement retrouvées parmi les agents potentiels de lutte
biologique puisqu'elles utilisent plus d’un mécanisme pour la suppression des
pathogenes et la réduction de I’incidence des maladies a savoir : compétition, antibiose,
ou parasitisme.

Dans notre travail, nous avons pu isoler 60 souches de Pseudomonas spp.
fluorescents, aprés une caractérisation morphologique, physiologique et biochimique, la
plupart de ces souches présentent I'espéce Pseudomonas fluorescens ;

Mais la caractérisation par les galeries montre qu’uniquement 6 isolats présentent
I’espéce Pseudomonas fluorescens, vue les mauvaises conditions du laboratoire .

A partir de notre étude, on a montré aussi qu’il ya un grand effet positif des bactéries

de Pseudomonas fluorescens sur I’augmentation et la croissance des plantes de blé et

aussi un effet antagoniste contre le champignon phytopathogéne (Le Fusarium).

Mots clés : La rhizosphere, Pseudomonas fluorescens, le blé , Le Fusarium , PGPR ,
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