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Parametres influencant la lutte biologique contre la fusariose
vasculaire de la tomate et la pourriture noire des racines de
concombre: du laboratoire a la pratique.

Résumé

Le but de ce travail est d'optimiser I'emploi de micro-organismes pour lutter
contre la fusariose vasculaire de la tomate, dont 1'agent pathogene est Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, et 1a pourriture noire des racines de concombre, dont
l'agent pathogene est Phomopsis sclerotioides. La souche non-pathogeéne Fo47 de F.
oxysporum et les souches CHA00, Pf153 et Pf36 de Pseudomonas fluorescens ont été
utilisées. D'autres souches de bactéries ont ét€ isolées de divers sols. Environ 10 % de
ces souches protégent le concombre ou la tomate dans des essais en pots; aucune
corrélation n'est observée entre des tests d'antibiose in vitro et les essais de protection in

vivo.

La souche Fod7 protege les tomates contre la fusariose vasculaire dans quatre
biotests différents qui évitent le contact direct entre 'antagoniste et le pathogéne. La
souche Fo47 augmente également les activités chitinolytique et glucanolytique dans les
plantes. Ces observations suggerent que la souche Fo47 induit une résistance dans les
plantes de tomate. La souche Fo47, mise au contact des racines avant le pathogene,
protége les tomates contre la fusariose vasculaire dans de la terre naturelle et dans de la
laine de roche. Une dose de Fo47 dix fois plus importante est nécessaire dans la terre
naturelle que dans la laine de roche. La souche Fo47 proteége les plantes dans la laine de
roche si la solution nutritive contient du Fe-EDDHA, mais pas si elle contient du Fe-
EDTA. La souche CHA(O, apportée au moment de la plantation en méme temps que le
pathogéne, augmente la protection des plantes due 2 la souche Fo47 introduite au semis;
aucune augmentation de protection n'a lieu lorsque la bactérie et la souche Fo47 sont
apportées simultanément au momenr du semis. La bactérie n'augmente pas la protection
des plantes dans la laine de roche. Cela indique que I'augmentation de la protection dans
la terre est probablement due a la suppression de pathogénes mineurs présents dar{s la
terre naturelle, mais absents dans Ia laine de roche. La souche Fo47 protege les plantes
et augmente la récolte des tomates dans une serre expérimentale de prodution, mais est
moins efficace dans une serre commerciale naturellement infestée par F. oxysporum f.
sp. lycopersici et Meloidogyne sp. La combinaison de la souche Pf36 avec la souche
Fo47 diminue, par rapport a la souche Fod47 employée seule, les variations entre les
différentes répétitions, et augmente la protection des plantes et le rendement des
tomates dans la serre commerciale.



La souche Pf153 et quatre autres souches bactériennes protegent les plantes de
concombre dans différents sols. La souche Pf153 protége mieux les plantes lorsqu'elle
est produite sur un milieu nutritif pauvre; ce fait n'est pas associé avec une meilleure
colonisation des racines, et n'est observable qu'en terre naturelle contenant une
population de micro-organismes résidents. La souche Pf153 et quatre autres souches
bactériennes, ajoutées lors de la premiere culture, protegent mieux la deuxiéme culture
de concombre que la premicre ou la troisieme. L'addition de Fe-EDDHA au sol
augmente plus la protection des plantes par la souche Pf153 lors de la premiere culture
que lors de la seconde. La souche Pf153 ne colonise pas la rhizosphere de maniere
active mais de maniere passive avec l'eau de percolation. Dans une serre commerciale
naturellement infestée par P. sclerotioides, les cinq bactéries testées, ajoutées au
moment de la plantation ou aprés, n'augmentent pas le rendement des concombres, mais
les souches CC2c et TM1'b2 réduisent l'incidence de la maladie sur les racines.

Les résultats obtenus, aussi bien dans les conditions commerciales que dans les
essais en pots, sont prometteurs et encourageants. Une utilisation dans la pratique de
micro-organismes antagonistes pour combattre les maladies causées par des agents
pathogenes telluriques devrait €tre possible dans un proche avenir.



Parameters influencing biological control of Fusarium wilt of
tomato and black root rot of cucumber: from laboratory to
commercial greenhouse. |

Abstract

The purpose of this study was to optimise the use of antagonistic microorganisms
to control Fusarium wilt of tomato caused by F. oxysporum f. sp. lycopersici and black
root rot of cucumber caused by Phomopsis sclerotioides. Nonpathogenic F. oxysporum
strain Fo47 and Pseudomonas fluorescens strains CHAOQO, Pf36, and Pf153 were used.
Additional bacterial strains were isolated from different soils. About 10% of these
strains protected cucumber or tomato plants in pot trials. There was no correlation
between in vitro antibiosis and disease protection.

Strain Fo47 protected tomato against Fusarium wilt in four different biotests
without being in direct contact with the pathogen and increased chitinase and B-1,3-
glucanase activities in the plants, suggesting that it induced host resistance. When added
before the pathogen, Fo47 protected tomato plants against Fusarium wilt in natural soil
and in rockwool. A ten-fold higher dosage of Fo47, however, was needed for protection
in natural soil as compared to rockwool. In rockwool, the iron chelator used in the
nutrient solution influenced protection with Fo47; a high level of protection was
obtained using Fe-EDDHA, while no protection was observed when Fe-EDTA was
used. In natural soil, CHAOO introduced at transplanting with the pathogen enhanced
protection by strain Fo47 introduced at seeding but not when the agents were applied
simultaneously at seeding time. Protection in rockwool was not enhanced indicating
enhancement may be due to suppression of minor pathogens present in natural soil but
absent in rockwool. Strain Fo47 protected the plants and increased tomato yield in an
experimental greenhouse but was less effective in a commercial greenhouse naturally
infested with F. oxysporum f. sp. lycopersici and Meloidogyne sp. The combination of
P. fluorescens strain Pf36 with Fo47 reduced variation between replications as |
compared to Fo47 alone, and increased protection and yield in the commercial
greenhouse.

P. fluorescens P£153 and four other strains protected cucumber against black root
rot in three different soils. Protection by Pf153 was significantly improved when the
inoculant was produced in nutrient-poor medium. There was no effect on root
colonization. Increased protection occured only in natural soil with a resident

microflora. In continuous cucumber culture, individual soil application of Pf153 and



four other strains at the beginning of the experiment resulted in better protection of the
second crop as compared to the first or third. Soil enrichment with Fe-EDDHA
increased protection of the first crop by Pf153 more than the second. Effective
rhizosphere colonization by Pf153 was passive with irrigation water but not active. In
the commercial greenhouse naturally infested with P. sclerotioides, five bacterial strains
added at or after transplanting did not significantly influence cucumber yield. Two
strains, CC2¢ and TM1'b2, however, did significantly reduce incidence of root disease.

Disease control obtained under commercial condition and in pot trials using Fo47
and bacteria strains demonstrated the potential for practical application of biological
control of soilborne pathogens.
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1. INTRODUCTION

L'intensification des cultures et la simplification des rotations culturales, en
particulier dans les serres, sont a l'origine de problémes nouveaux. Les maladies causées
par les micro-organismes pathogenes d'origine tellurique prennent constamment de
l'importance. Ces maladies sont actuellement difficiles 2 combattre (Messiaen et al.,
1991). La lutte chimique est chére, peu efficace et discutable du point de vue
écologique; d'autre part, 'emploi intensif de fongicides peut sélectionner des souches de
pathogeéne résistantes a ces produits. L'emploi de variétés résistantes a ces maladies est
une solution possible. Toutefois, il en existe peu et, d'autre part, de nombreux
pathogeénes possedent différentes races, l'apparition de nouvelles races réduisant a néant -
l'efficacité de la résistance génétique verticale des plantes. L'emploi de la stérilisation
du sol dans les serres de production est répandu. En Suisse, l'utilisation du bromure de
methyle étant interdite, les producteurs ont généralement recours au traitement des sols
a la vapeur. Un tel traitement laisse un sol microbiologiquement vide. Si un pathogéne
est introduit dans ce sol avant d'autres micro-organismes, il peut s'y développer
facilement et causer d'importants dégéts aux cultures (Rowe et Farley, 1981; Marois et
al., 1983; Alabouvette et al., 1982). D'autre part, ce traitement n'atteint que la couche
superficielle du sol, alors que les agents pathogénes peuvent survivre dans les couches
inférieures. La recherche de nouvelles méthodes de lutte contre les maladies telluriques
a, de ce fait, pris beaucoup d'importance de nos jours. La lutte biologique représente a
cet égard une solution intéressante. '

1.1. La fusariose vasculaire des tomates

La prémiére description de la fusaﬁose vasculaire des plantes de tomate,
Lycopersicon esculenturm Mill., date de 1886 (C.M.1., 1970). L'agent pathogene,
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, appartient & l'ordre des Hyphales, dans la classe
des Hyphomycetes, dans le groupe des Deutéromycetes (Agrios, 1988). Il produit trois
types de spores asexuelles (Agrios, 1988): les microconidies uni- ou bicellulaires, seules
présentes dans la plante-hote; les macroconidies, en forme de croissant, comprenant
trois a cing cellules, formées sur des débris de plantes mortes; les chlamydospores,
formées a partir de mycélium ou de macroconidies, représentant les spores de résistance
du champignon. En 1'absence de plante hdte, le pathogene, parasite facultatif, survit
dans le sol sous forme de mycélium ou plus fréquemment de chlamydospores; en
présence de la plante héte, des hyphes ou des tubes germinatifs pénétrent 2 l'intérieur



des racines dans la zone d'élongation ou par des blessures; une fois dans le xyléme, le
champignon produit des microconidies qui envahissent toute la plante. La plante
présente un stress hydrique qui provient soit des vaisseaux qui se bouchent sous I'action
combinée du mycélium, des microconidies et de substances mucilogineuses produites
par la plante en réponse a l'attaque du champignon, soit de toxines produites par le
champignon, comme l'acide fusarique (Toyoda et al., 1988), soit de ces causes
combinées. Environ deux mois apres le repiquage, les plantes de tomate présentent alors
des symptdmes typiques jaunissement et de flétrissement des feuilles, brunissement des
vaisseaux et ;ejet des fruits (Agrios, 1988; MacHardy et Beckman, 1981).

Les F. oxysporum pénétrent directement les racines non-blessées dans leur zone
d'élongation (Agrios, 1988). Cependant, l'efficacité de cette pénétration peut €tre
augmentée par la microflore et la microfaune du sol. Ainsi, dans de la terre naturelle,
Kerr (1963) a démontré que Pythium sp. peut permettre a F. oxysporum f. sp. pisi de
pénétrer dans les racines de petits pois et ainsi détruire les plantes, alors que ni le
Pythium ni le Fusarium seuls ne causent de dommage aux plantes. Les nématodes
Meloidogyne sp. sont également connus pour leur capacité a favoriser la pénétration des
Fusarium spp. dans les plantes (Mai et Abawi, 1987; Porter et Powell, 1967). Il se peut
aussi que le substrat utilisé pour la culture hors sol augmente la sensibilité des tomates
aux fusarioses. Tout d'abord, dans un systéme hydroponique, la morphologie des
racines est différente de celle observée dans la terre (Wild, 1974). D'autre part, certains
substrats, comme la laine de roche, sont abrasifs et provoquent des microblessures aux
racines des plantes (Thinggaard, 1986), blessures pouvant servir de porte d'entrée au
pathogene.

La désinfection du sol a la vapeur ou a I'aide de fumigeants est difficile; son effet
en est de relativement courte durée, car le champignon colonise le sol jusqu'a une
profondeur de 90 centimetres (Crueger, 1983) et peut recoloniser le sol a partir des

couches inférieures (Marois et al., 1983). De ce fait, la lutte contre cette maladie est
actuellement surtout basée sur l'emploi de variétés de tomate résistantes. Trois races
physiologiques ont été répertoriées pour F. oxysporum f. sp. lycopersici (Jones et Woltz,
1981); pour chacune de ces races un géne de résistance est connu chez la tomate
(Vanderplank, 1984; Scott et Jones, 1989; Bournival et Vallejos, 1991; Chellimi et
Dankers, 1992).



1.2. La pourriture noire des racines de concombre

Cette maladie fongique a été décrite pour la premicre fois par van Kesteren en
1967. Elle a été depuis observée dans presque tous les états européens, au Canada et en
Malaisie (C.M.L,, 1975). L'agent pathogene, Phomopsis sclerotioides, appartient a
l'ordre des Sphaeropsidiales, dans la classe des Coelomycetes, dans le groupe des
Deutéromycetes (Agrios, 1988). P. sclerotioides est un parasite des racines des
curcubitacées; des taches nécrotiques isolées se forment tout d'abord sur les petites
racines; celles-ci deviennent étranglées et meurent; dans les stades plus avancés, les
racines deviennent grises puis noires, et de nombreux pseudosclérotes se forment sur la
surface des racines; le champignon peut s'étendre sur la base de la tige; dés que les
racines commencent 2 pourrir, des chloroses et des nécroses apparaissent sur le feuillage
et la plante montre des symptomes de flétrissement généralisé; les fruits n'arrivent plus
a maturité (Dixon, 1981; C.M.L., 1975).

P. sclerotioides est favorisé par des températures élevées (20-25°C). Il peut
survivre deux ans et plus en saprophyte dans le sol. La dissémination du pathogene a
lieu principalement par le sol. Les fongicidés n'étant pas assez efficaces (McKeen,

1957; Dixon, 1981; Koponen et al., 1992), la stérilisation du sol a la vapeur est le seul
moyen direct de lutte possible. Le champignon colonise toutefois également les couches
profondes du sol, et de 1a recolonise les couches supérieures apres leur stérilisation
(Lauber, communication personnelle). Un greffage des plantes de concombre sur des
pieds de courge (Cucurbita ficifolia)est parfois utilis€ dans la pratique, les courges étant
moins sensibles a cette maladie. ' '

1.3. Lutte bidlogique contre les agents pathogénes telluriques

Il y a déja de nombreuses années que différents sols ne permettant pas aux
maladies telluriques de se développer ont été observés (sols dits suppressifs ou
résistants). Dans la plupart des cas, une cause biologique a cette suppressivité a pu étre
démontrée (Schippers, 1992). Divers micro-organismes, bactéries et champignohs,
isolés de ces sols, montrent une activité antagoniste vis 2 vis des agents pathogenes (tab.
1.1, 1.2). L'emploi de ces micro-organismes pour lutter contre les maladies d'origine
tellurique fait I'objet de recherches intensives (revues bibliographiques dans: Asher et
Shipton, 1981; Baker, 1992; Bruehl, 1987; Chet, 1987; Baker et Dunn, 1990; Baker et
Dickman, 1993; Lemanceau, 1992). Les résultats obtenus sont intéressants et les
premieres préparations a base de ces micro-organismes arrivent sur le marché
actuellement (Lewis et Papavizas, 1991a). Toutefois, des études complémentaires sont
encore nécessaires afin de mieux comprendre le mode d'action de ces micro-organismes



(1661) youyInm

(b861) 10¥Eg 10 Buom
(e861) %000 18 JolIOM
(0g61) 1e 19 J8ddao|y
(8861) BAINOY 18 BUBQSUg
(8861) 78 0 Sued

(1661) 2u8ANOgEY 18 NESOUBWST
(1661) 1B 10 UBWEET]
(1e661) 12 18 Yhng

(9861) sso1 J8 nx
(9861) ueboT 10 sapoyy

(1661) Jeyeys 1o ussned

(1661) Jeyeyo 18 enbeH-inweyssy3
(9861) lleqdwe) jo Jadde)

(1661) Joddaory

(8s61) & 10 MOyoog

(£261) usug,O 18 Jeyoejewniyl

919

3IGUWIOdU0D
sjewo

sipey

19180

8.8} 8p awwod
a.us} ap swiwod
sjewo]
apieInon

ol1d

uojo)
8I1quI0ou0)

a.49) 8p sswwiod

1001} *1eA siuiweb seafwouuewnees)

‘dds *} wriodsAxo wnuesny

BIONOJOIED BIUIMIT
1oi1siadooA -ds °j wniodsAxo wniesny
1UBjOos EjUO)OOZIYY
1o1L] XA SIUIBID SeoAWouUUBLINGEY)

UBJOS BIUOJOOZIYY
S8pI010Jajos Ssisdowoyd
1s018qn)-1ue|os eipojdipofnog
18 Buljoseseyd eunoydosoew

sjuaosaionyy ‘dds seuowopnasq
‘ds saoeqojeLWI4

wnouedef wniqoziyiApeig
saploofw g e siwnd snjjroeg

(6861) ueyes looueH 1UBJOS Wnesny
101S18d0oA]
(c661) 1e 19 PRYd ajewo | -1oipey “ds '} wniodsAxo wnuesny
(0o661) 7B 19 JB1I814 E=111:T) njuep ds 'y wniodsAxo wniesn4
(S.61) BueyD 19 jyepawiwoy siew Wwnesos wnyesny siigns snjjroeg
wnoayuisea ds °j wruodsAxo
(1661) 18UD 1B JEQU| uojo) wnuesn4 18 IUBJ0S BILOIOOZIYY OBIABD SEUOLLIOIOY
sanbiydeiboiqiq seousigjoy soloy sejue|d saugboyed seby sojsiuobejuy

"8AIISNBYXS uou ajsi "salsiuobejue saugioeq ap SaYonos sep 2oAe anbiinjia) sulbuo,p salpelew SejuaIgyIp 81juod sejueld sep uoyo8Iold “|'} "qel



(1661) BuoH 18 Bunyo
(1661) BuoH 18 Buny)
(1L661) yeyeys jo ussned
(0661) ud 10 aeeg

(6861) ZoumIeA[-sel0Y 19 BIOJA-BIS[EARZ
(1661) Jegeyo 1o usanied

(e661) BANWIY 19 BI0AO

(6861) & 10 yed

(#861) wWeMoUBWERURUY) 18 [BjRLWIEBUN
(2861) & 18 UBQET

(9861) e 18 ZINIS

(1661) 1ddaoiy

(9861) %009 18 J8jIdM
(8861) te1puro) 18 JOYHEM
(8861) 18do

(0861) d1nouedng 1o [[emoH
(2861) ‘1 18 pe|3

(1661) obeyeq e syong

aweses
awesgsg

ajewoj
assioseN

ajewo)
ajewo)
sipey
ainod

‘dds snuyo

219} 8p swwoy
oeqe}

uoj0n

sesi1aNq
81quIooU0?)

polysesed “1eA BuUBOOIU BIOWdOAYS
wnoauiseA “ds “y wniodsAxo wniesn4
101510d0oA] *ds "y wniodsAxo wniesny
‘ds wnuesny

11510dooA] “ds “y wniodsAxo wniesnd
101518d09A] *ds '} wniodsAxo wnuesn4
iweydes “ds 'y wniodsAxo wnuesny
isdeo eiodofy4

uyo seuowoyuex
OBIYED LNIIIIEA
gjooiseq sisdoirgjeiy |
JUBJOS BlUOOZIYY

‘dds wniyiAd
seplo1j0Iajos sisdowoyd

"dds seofwojdasng
SUB0S9ISIBW BIBIIS
Aojiiew wniqoziyy
uaznjs seuowopnasd

Bloedao seuowopnasd

syuaosalony) ‘dds seuowopnasy

sanbiydeiboiiqiq seousigiey

selgy sajueld

seaugboyjed sjuaby

sajsiuobejuy

"9NISNEYXe UOU 8)SI "SaISIUOBRIUR SBLgIoR] Bp SBLONOS Sap 98Ae anbunjja} auibuo,p saipejew Ssajualgylp a1uod sajueld sep uonoslold (auns) "' "qel



(0661) Nd 10 ojeag
(1661) O3 1@ ojejoIsse)

(9861) & 10 UOIEY

(91661) sezineded 18 sime

(0661) 1 19 SIMaT]

(1661) Jeyeys 12 anbeH-jnweysaygy
(1661) seyeys 18 usaned

(6861) 1B 19 ORBYD

(0661) Wd 10 ejeag

(z661) 1€ 18 yonbewex
(0661) uoclbuIpg 19 JBIN0T
(2661) B 38 Wyonbewe A
(g861) 1€ Jo JeIpnESINOY
(1661) ounfeiy 10 BYNZa |
(2661) Yuiiey 1o ewisod
(1661) Joxeg 1o [9apuepy
(1661) sddiym 18 abpng

assioeN
sjewo]

sjewo|

uojon
ajewo}
apJejnow
ajewo|
2IqUIOOU0)
assioseN

ajewo|
ajewo |
sjewoj
sjewo|

asiel

18livO
2I1QUIOdU0Y)
aniie| 16 uejeD

-s1oipe)

101S180d00A]
wnulswnong

-S1oipel
101S18d09A)
101S18000A]
oeuebely
yuelp

wnuuawnong

‘ds wnuesng
UEBJOS BIUOIOOZIYY
101S10d0oA]

‘ds "} wnuodsAxo wnisesny

UBJOS BIUOIOOZIYY
1UEJOS BILOIOOZIYY
eujjoaseyd eujwoydosoepy

‘ds "} wruodsAxo wniesnd
‘ds '} wnuodsAxo wnuesn4

“ds wnuesny

oeliyep wnijjroen
101SJ8d0oA]

‘ds *} wniodsAxo wniiesn4
‘ds "y wnuodsAxo wnisesny
‘ds- "} wryodsAxo wnuesn4
‘ds "} wnsodsAxo wniesny
‘ds "} wnyodsAxo wnuesny

‘ds "} wniodsAxo wnuesny

WnJoNoJaIoS BIUNOIB[OS

rjodsAjod esnpawiiuiy
wnyonoids| sNLWoje)

SaoIpRJBSUI STIOJE)

SUBJIA LUNIPEJOOID)

saugboyjed
-uou wniodsAxo wniiesny

SUBJIUILL WNUAYIOIUOD

(8961) |yepswwoyj 18 Bueyn SIEN “ds wnuesny wnsoqoyb wniwojaey?
(2661) Yoaquaoyos 1o uuewbieg ajewo] 1is1adoof] “ds °y wniodsAxo wnuesny
oesuauebpi

(2661) Moaquaoyog 19 uuewbieg ajewo "nd asuauebiyoI 18)0eqire|) asualn WNIUoWaIdY

(1661) OIN 18 Oje|jOISSE) ajewo] IUBJOS BIUOIOOZIYY 8BMOLIOW BIODSO[NEIY

sanbiydeiboijqiq seoualgey saloy sejue|d seusboyjed sjusby mmﬁ_comsg

"aAlSNEYXe Uou 8)sI ‘sajsiuobejue suoubidweyo ap sayonos sap 5aAR anbunjia) auIbLo,p Saipejew Sajualgyp 8:u0o sajueld Sap UOHILI0IY 2’} ‘gl



(q1661) sezireded 18 simen
(0661) Wd 18 9jeag
(1661) sddiym 18 abpng

(1661) Jegeys Je snbey-|nweysay3

(1661) Jegeys e usanred
(6861) 1B 19 OBYD
(0661) Wd 10 sjeag

(0661) 7B 18 SIme
(0661) pueydl 18 OSopie)
(0661) Wd 10 ajeag

(8861) sezireded 1o uspswn-y

(1661) tegeys je enbeH-inweysay3

(8g861) sezineded 1o uspswin
(5861) & 1o JalSny-yoIAsjoIyd)
(0661) tpueyog jo osopied

(8861) wesedweylisens 18 uemaq

(0661) Wd 18 ajeeg

(1861) SIOPUIM

(1661) Jegeys 1o enbeH-inweyssiy3

(1661) leyeyn 18 usaned

uojon
assioleN

anye| 18 usie)
apJenopy
ajewo|
2I1QWIOOU0YH)
assioleN

alewo|
100UBH
assioteN

sajue|d sasianQq
apIenopy
sajuejd sasi1oN(q
91q ‘siped ‘uojo)
jooueH

21g

assioleN

siod

apJenop
sejewo}

1UBJOS BILOIOZIYY

‘ds wnesny

WINIOROI8[IS BIUHOIBIS

euljoaseyd euiwoydoioey

101518d02A] “ds *} wniodsAxo wnuesn4
wnuuawnong ds 'y wniodsAxo winiesnd
‘ds wnuesn4

1UEBJOS BIUOKOZIYY
‘ds elwoooziyy
‘ds winesn4

BEBIIYEP WN[IOIBA

euljoeseyd euitwoydosoep

‘dds eluijosafos

‘dds eluojooziyy

‘ds Bruoyooziyy

100U} “JeA siuiwelb SaoAIoUUEBLLINIEL)
‘ds wnuesn4

BluopOzZIyY-Wniyhd
-wniesn4-saoAwoueydy ap axajdwon

euljoaseyd euituoydosoep
11s18dooA] ds "y wniodsAxo wnuesny

‘dds eunepoyou
apLIA BLIIBPOYILLL

wnuBIZIBY BULIBPOYIII]

wmewey euiiepoyal ]
SnAgy seofwoiee]

Bl sA1jogAyoe)s
WNIOAOIIB[OS Wniwisapliods
IUEBJOS BIUOOOZIYY

1bury axi-eluor0ZIyY

‘dds wniyhg

winiqnu winijoIued

WNolexo Wniiousd

SnuIoE|l S8oAWojioeed

sanbiydei60)|qiq SeouULI90Y

Sajoy see|d

seaugboyjed suaby

saisiuobejuy

"9AljSneYxe uou ajsi "sejsiuobeiue suoubidweyd ep sayonos sep 98Ae anbunja) auibLop SaIpejew SaUBIGHIP S13U00 Sajue|d Sap uonodLloId (BUNS) ‘'L "qel



et ainsi de mieux pouvoir exploiter leur potentiel protecteur. En effet, un grand
probléme lié a I'emploi de ces micro-organismes est la variabilité du degré de protection
obtenu lors de leur application a grande échelle (Weller, 1988; Sumner et al., 1992).

L'emploi de composts suppressifs pour contrdler les maladies telluriques fait
également 1'objet de nombreuses recherches, les premiers résultats étant trés
encourageants (Lumsden et al., 1980; Reisinger et al., 1992; Hoitink et al., 1991; Phae
et al., 1990; Svedeling, 1989; Chung et Hoiting, 1990; Filippi et Pera, 1989). L'action
des composts sur les pathogenes est due a leurs caractéristiques physiques, chimiques et
surtout microbiologiques (Hadar et al., 1992; Hoitink et Fahy, 1986; Reisinger et al.,
1992). -

1.3.1. Emploi de bactéries antagonistes

Les pseudomonades appartiennent & la microflore naturelle de la rhizosphere
(Schlegel, 1981). De nombreux travaux ont montré que ces micro-organismes peuvent
protéger diverses plantes contre des agents pathogenes telluriques et favoriser la
croissance de celles-ci (revues bibliographiques: Weller, 1988; Défago et Haas, 1990;
Kloepper, 1993). Les mécanismes de protection de ces bactéries sont également discutés
dans ces revues: compétition pour le fer (voir aussi Scher, 1986), pour les sites
d'infection ou pour les nutriments, parasitisme, production de cyanide, induction de
résistance dans la plante, production de substances de croissance de la plante,
dégradation des toxines du pathogeéne (voir aussi Utsumi ez al., 1988, et Toyoda et al.,
1988). Une bonne colonisation des racines est une condition requise pour l'activité
antagoniste de ces bactéries (Bull ez al., 1991; Lugtenberg et al., 1991; Parke, 1990;
Schroth et Hancock, 1982; Weller, 1988). Les bactéries antagonistes protegent les
plantes contre des pathogénes majeurs, mais peuvent également avoir une action
importante contre les pathogenes mineurs, c'est a dire contre les micro-organismes qui

. réduisent la croissance des plantes sans que des symptdmes nets de maladie ne se
développent (Défago et Haas, 1990). Gamliel et Katan (1993) observerent par exemple
un effet protecteur plus important de souches de Pseudomonas sp. dans un sol non traité
que dans un sol solarisé; ils attribuent cet effet a la suppression par le Pseudomonas sp.
des pathogenes mineurs dans le sol non traité.



1.3.2. Emploi de souches non-pathogénes de Fusarium oxysporum

Différents sols résistants aux fusarioses ont été décrits (Alabouvette et al., 1979;
Smith et Snyder, 1971). La cause microbiologique de ces résistances a pu étre
démontrée (Rouxel et al., 1977; Scher et Baker, 1980; Tamietti et Alabouvette, 1986).
Rouxel et collaborateurs (1979) ont pu mettre en évidence le role de souches non-
pathogenes de F. oxysporum dans les mécanismes de protection d'un sol suppressif de
Chateaurenard (F). Avec une de ces souches, la souche Fo47, Alabouvette et al. (1987)
ont pu protéger des plantes de tomate contre la fusariose vasculaire dans des sols
conductifs si ces derniers étaient au préalable stérilisés.

Trois hypotheses principales ont €té formulées pour expliquer les mécanismes de
cette protection (Alabouvette, 1990): (i) compétition pour le carbone, (i) compétition
pour le fer, (iii) compétition pour la colonisation des racines.

(i) Louvet et al. (1981) ont observé que la germination des chlamydospores des
agents pathogenes F. oxysporum f. sp. melonis, £. sp. lycopersici, f. sp. dianthi, f. sp.
raphani et f. sp. cucumerinum est réduite dans les sols suppressifs de Chateaurenard.
Alabouvette et collaborateurs (1985b) en expliquent la cause par la concurrence pour le
carbone. Ces auteurs montrérent qu'un amendement en glucose augmente trois fois plus
la respiration microbienne dans un sol suppressif que dans un sol conductif, et qﬁ'ainsi
la source énergétique est plus rapidement consommée. De ce fait, 1a germination des
chlamydospores du pathogene est influencée négativement. D'autre part, Alabouvette et
al. (1984a, 1984b) ont observé une population totale de F. oxysporum spp. dix fois plus
abondante dans un sol suppressif que dans un sol conductif, alors que la population
pathogene reste semblable dans les deux sols.

(ii) Une compétition pour le fer semble également jouer un rdle dans la protection
des plantes avec les souches non-pathogenes de F. oxysporum. D'aprés Lemanceau et al.
(1986), les souches non-pathogenes de F. oxysporum synthétisant le plus de
sidérophores (fusarinines) sont les plus efficaces pour protéger les plantes contre les
fusarioses vasculaires. D'autre part, 1'apport de fer chélaté a EDTA dans un sol se traduit
par une augmentation de la maladie, alors que I'utilisation du ligand EDDHA diminue la
gravité de la maladie (Lemanceau et al., 1988). Le ligand EDDHA, présentant une forte
affinité pour le fer, provoque ainsi une diminution de la concentration de fer disponible
(Scher et Baker, 1982).

(iii) Schneider (1984) a observé que le nombre de sites d'infection des racines de
céleri est limité, et pense que si ceux-ci sont occupés par une souche non-pathogeéne de
Fusarium, 1a souche pathogéne ne peut plus infecter les racines. Une compétition
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parasitaire pour la colonisation des racines jouerait donc un role important dans la
protection des plantes avec des souches non-pathogenes de F. oxysporum.

Une quatrieme hypothése de mécanisme impliqué dans la protection des plantes
avec des souches non pathogenes de F. oxysporum est la résistance induite. Mandeel et
Baker (1991) ont protégé des plantes de concombre contre la fusariose vasculaire avec
une souche non-pathogene, sans que les souches pathogene et non pathogeéne ne soient
en contact direct. Gessler et Kuc (1982) ont de leur c6té induit la résistance du
concombre contre la fusariose vasculaire par I'emploi d'une souche de F. oxysporum
pathogene du melon. D'autre part, Tamietti et collaborateurs (1993) purent mesurer des
changements physiologiques, semblables a ceux observés lors de la résistance induite,
dans des plantes de tomate traitées avec une souche de F. oxysporum non pathogene.

1.3.3. Lutte biologique contre la fusariose vasculaire des tomates

L'emploi de souches non-pathogenes de F. oxysporum (voir chap. 1.3.2) est
certainement un des moyens de lutte biologique le plus étudié contre la fusariose
vasculaire des tomates. Ces souches non-pathogénes proviennent pour la plupart de sols
résistants aux fusarioses vasculaires (Alabouvette et al., 1979; Smith et Snyder, 1971).
L'emploi direct de ces sols comme moyen de lutte est théoriquement possible: on peut
protéger des cultures d'oeillet, de tomate, de melon, et de cyclamen contre leurs
fusarioses vasculaires en introduisant 10 % de sol résistant dans un sol sensible a la
fusariose ou dans un substrat de culture (Alabouvette et al., 1980b). Toutefois, 'emploi
d'une telle quantité de sol résistant dans la pratique poserait des problémes techniques et
des coiits difficilement surmontables.

De nombreux autres microorganismes réduisent l'incidence de la fusariose
vasculaire des tomates: Acrophialophora sp., Aspergillus sp., Chaetomium sp.,
Stachybotrys sp., Thielavia sp., Bacillus sp. (Kapoor et Kar, 1988); Pseudomonas sp.

" (Freitas et Pizzinatto, 1991); Serratia plymuthica et Pseudomonas sp. (Frommel et al.,
1991); Streptomyces spp. (El-Abyad et al., 1993; Parveen et Ghaffar, 1991);
Pimelobacter sp. (Parveen et Ghaffar; 1991), Pseudomonas fluorescens (Lemanceau et
Alabouvette, 1991), Rhizobium meliloti (Parveen et Ghaffar, 1991), Serratia
marscescens (Zavaleta-Mejia et Rojas-Martinez, 1989), Acremonium kiliense
(Bargmann et Schoenbeck, 1992), Paecilomyces lilacinus (Parveen et Ghaffar, 1991).

Une nouvelle stratégie de lutte contre la fusariose vasculaire de la tomate a été
développée par Utsumi et collaborateurs (1988) et Toyoda et collaborateurs (1988).
Sachant que l'acide fusarique est important dans la pathogénése de F. oxysporum f. sp.
lycapersici (Gdumann, 1958; Kern, 1972; D'Alton et Etherton, 1984), ils ont, d'une part,
cloné dans Escherichia coli un gene responsable de la détoxification de 1'acide
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fusarique. D'autre part, ils ont recherché un mutant de Pseudomonas solanacearum
possédant cette faculté; I'inoculation de plantes de tomate avec ces bactéries les
protegent contre la fusariose vasculaire.

1.3.4. Situation dans la pratique de ia lutte biologique contre les champignons
pathogenes

Le micro-organisme antagoniste homologué ayant connu le plus de succes pour
lutter contre une maladie est sans conteste Agrobacterium radiobacter K84 et ses
dérivés. Ce microorganisme est commercialisé sous les noms de "Galltrol" (AbBio
Chem, Inc., Orinda, CA, USA), de "Norbac 84-C" (New BioProducts, Inc., Corvallis,
OR, USA) et "NoGall" (Bio-Care Technology, Woy Woy, New South Wales,
Australie); il est efficace contre la tumeur bactérienne causée par Agrobacterium
tumefaciens. Trés peu d'autres microorganismes sont a ce jour commercialisés comme
moyen de lutte contre les maladies en général et contre les maladies fongiques en
particulier. L'entreprise Ecogen, Inc. (Langhorne, PA, USA) a homologé en 1988 une
souche de Pseudomonas fluorescens, sous le nom de "Dagger G", pour lutter contre la
fonte des semis dans les cultures de coton (Rich, 1988): le marché pour un tel produit
est estimé a 20 millions de dollars (Davies, présentation 2 AgBiotech '88, janvier 1988:
Biopesticides-biotechnology at its best). La production de ce produit a toutefois été
stoppée deux ans plus tard. Un autre fongicide microbiologique, basé sur une souche de
Streptomyces sp., a €té développé par l'entreprise finnoise Kemira (Helsinski), et est
actuellement commercialisé sous le nom de "Mycostop"” (White et al., 1990). Un
troisieme produit biologique, "F-Stop", & base de souches de Trichoderma harzianum, a
été homologé par l'entreprise Eastman Kodak (Rochester, NY, USA) en 1991.
L'entreprise W. R. Grace et Co.-Conn. (Colombia, MD, USA) a également lancé sur le
march€ une préparation a base d'un antagoniste, Gliocladium virens; ce produit, "GL-
21", sert 4 la lutte contre les maladies de fonte de semis causées par RAizoctonia spp. et
Pythium spp. (Lumsden et al., 1991). Une autre préparation, "Quantum-4000", basée
sur un isolat australien de Bacillus subtilis, est vendue par l'entreprise Gustafson (Inc.,
Dallas, TX, USA) comme préparation favorisant la croissance des plantes; ce produit
montre toutefois un effet protecteur des plantes contre Rhizoctonia sp. et F usarium sp.
(Backman er al., 1984).

De nombreuses entreprises testent actuellement des préparations a base de micro-
organismes antagonistes en vue d'une prochaine homologation (Glass, 1993). La souche
non-pathogeéne Fo47 est également testée & grande échelle en France actuellement; ces
tests devraient aboutir dans un proche avenir sur I'homologation d'un produit
commercial (Alabouvette, communication personnelle).



12

Plusieurs raisons sont responsables du nombre restreint de produits commerciaux
a base de micro-organismes antagonistes actuellement sur le marché. Les pathogénes
foliaires sont actuellement relativement bien contr6lés par 1'emploi de fongicides, bons
marchés et relativement faciles & employer; les produits biologiques ont de ce fait grand
peine a concurrencer ces produits chimiques. La lutte chimique contre les agents
pathogenes d'origine tellurique est par contre beaucoup moins efficace. Des antagonistes
avec un bon potentiel de protection sont connus; toutefois, des recherches
complémentaires sont encore nécessaires afin que ces micro-organismes puissent
exprimer de maniere constante leur potentiel antagoniste. La complexité des sols, tant
du point de vue physico-chimique que du point de vue biologique, et des connaissances
encore imparfaites des mécanismes de protection et des facteurs les influangant (Lewis
et Papavizas, 1991a) sont les causes d'un manque de reproductivité des résultats lors des
essais réalisés dans les conditions de la pratique (Weller, 1988; Alabouvette et al., 1987;
Sumner et al., 1992; Hagedorn et al., 1993).
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1.4. But du présent travail

Le but du présent travail était d'optimiser I'emploi de micro-organismes
antagonistes dans la pratique. Pour cela, deux relations hote - pathogéne ont été
choisies: tomate - Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici et concombre - Phomopsis
sclerotioides. Des souches de bactéries antagonistes déja isolées a l'institut de phytiatrie
de I'EPF-Zurich et la souche non-pathogene Fo47 de Fusarium oxysporum (isolée par
Alabouvette, INRA-Dijon) ont été utilisées. En sus, 1isolation et le screening d'autres
souches de bactéries ont été entrepris.

Plusieurs questions fondamentales concernant 1'action des micro-organismes
utilisés ont d'autre part été traitées:

a) Outre les mécanismes de protection connus pour la souche non-pathogéne Fo47
(Alabouvette, 1990), cette souche peut-elle induire une résistance dans les plantes de
tomate 7

b) Une augmentation de la protection des tomates contre la fusariose par la souche
Fod7 peut-elle étre obtenue grace a un emploi combin€ de cette souche avec des
bactéries antagonistes ?

c) Quels facteurs peuvent influencer le pouvoir protecteur des souches
antagonistes de bactéries ?
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Milieux de culture et solutions nutritives

Sauf indications contraires, tous les milieux et solutions sont autoclavés pendant

20 minutes a 121°C.
. Milieu gélosé B de King (King et al., 1954)

protéose peptone No. 2 (Difco, Detroit, USA)
MgSO4 . 7 H,O
K,HPO, .3 H,O
glycérine (87%)
agar bactériologique (Difco)
H,O bidistillée
. Milieu gélosé au lait

"skim-milk" (Oxoid, Basingstoke, UK)
"blood agar base" (Oxoid)
extrait de levure (Difco)
agar bactériologique (Oxoid)
H,O bidistillée
. Milieu malt gélosé

extrait de malt (Oxoid L39)
agar bactériologique (Difco)
H,O bidistillée
. Milieu gélosé mou a l'eau
agar bactériologique (Difco)
H,O bidistillée
. Milieu liquide B de King (King et al., 1954)

protéose peptone No. 2 (Difco)
MgSO4 T H2O

K,HPO4 . 3 H,O

glycérine (87%)

H,O bidistillée

20
1,5
L5
8,4

17

1000

15

0,5
13,5
1000

15
17
1000

8,5

1000

20
1,5
L5
8,4

1000

E‘U’QS_‘UQOQ(N

ammoooo

E‘OQOQ

E‘OQ

aammm
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Milieu liquide M1 de Roughley (M1; Roughley, 1970)

K,HPO, . 3 H,O
MgSOy4 . 7 HyO

CaCO;

extrait de levure (Difco)
sucrose

H,O bidistillée

Milieu liquide de malt 2%

| extrait de malt (Oxoid L39)
H,O bidistillée

0,98
0.4
0,4

10
1000

20
1000

Milieu liquide mannitol - extrait de levure (Pattison and Skinner, 1974)

K,HPO, . 3 H,O

MgSO,4 .7 H)O

Na(Cl

CaCl, . 6 H,O

FeClz . 6 H,O

d-mannitol

extrait de levure (Difco)

H,O0 bidistillée

pH 6,8-7,0, ajusté avec du NaOH ou du HCl
Milieu minimal succinate (MMS, Meyer et Abdallah, 1978)

K,HPO,
KH,POy4
(NHy), x SOy
MgSOy4 . 7 H,O
succinate
agar bactériologique (Difco)
H,O bidistillée
pH7
"Nutrient Yeast Broth" (NYB)

"nutrient broth" (Difco)
extrait de levure (Difco)
H,O bidistillée

0,65
0,1
0,2
0,2

0,017
10

1
1000

25

1000

ae gQ 0o 0o 0w 02

gQ Og 0@ OQ OQ OQ OQ

oQ
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. "Potato Dextrose Agar" (PDA)

"potato dextrose agar” (Difco)
H,O bidistillée

technique maraicher de Geneve, légérement modifiées)

solution mere a
Ca(NO3), . 4 H,O
H,O bidistillée

solution mere b
‘MgSO4.7H,0
K»SOy4
KH,PO,
H,0 bidistillée

solution mére ¢
MnSO4 . H,0
Na;B407 . 10 H,0
CUSO4 .5 H20
ZnSO4 .7 H,O
Na,MoOy . 2 H,O
acide nitrique 62%
H,O bidistillée

solution mere d
Fe-EDDHA*
(Sequestrene 138 Fe, Ciba-Geigy, Béle-CH)
EDDHA (Sigma, St-Louis, USA)
H,O bidistillée

* Fe3* chélaté avec de l'acide éthylene diamine O-hydroxyphénylacétique

solution meére d'

Fe-EDTA*
EDTA
H,O bidistillée

* Fe3* chélaté avec de l'acide éthylene diamine tétraacétique

39
1000

Solutions nutritives pour culture hors sol (d'aprés Andreas Wigger, office

147
1000

60
29
13
75
11
1000

310
317
60
130
12
0,1
1000

2,5

04

1000

2,53
0,35
1000

oQ

B_OQ

2282888 gmmmec

o

g O
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La composition des solutions nutritives pour l'arrosage des plantes varie selon leur
age; elle est donnée dans le tableau 2.1. Le pH des solutions est ajusté a 5,5 avec du
NaOH ou du HCL

Tab. 2.1. Composition des solutions nutritives pour I'arrosage des plantes de tomate en
culture hors-sol.

Solution nutritive
I II I

Age des plantes

(jours) 0-5 6-28 29 - 56
Solution mére a [ml] 6,5 7,2 9,5
Solution mére b [ml] 6,0 7.5 9,0
Solution mere ¢ [ml] 10,0 10,0 10,0
Solution mére dou d 10.0 10.0 10,0
[mi]

H,0 bidistillee [ml] 967,5 965,3 961,5

. Solution nutritive de Knop (Ziegler, 1983)

Ca(NO3), . 4 H,0O 1 g
KH,PO4 0,25 g
KCl 0,25 g
MgS0O4 . 7 H,0O 0,25 g
Fe-EDDHA (Sequestrene 138 Fe, Ciba-Geigy, Bale-CH) 0,02 g
solution de microéléments de Hoagland ' 1 ml
H,O bidistillée - 1000 ml
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. Solution de microéléments de Hoagland (Hoagland et Snyder, 1933)

g o 0o OQ O 0o O U9 0o OQ Ow O3 O9

MnCl, . 4 H,0 0,38
LiCl 0,028
SnCl, . 2 H,0 0,028
CuSO, . 5 HyO 0,056
ZnSO, .7 Hy)0 0,056
Aly(SO4)3 . 18 Hy0 0,056
NiSOy . 6 H)0 0,056
H;BO; 0,61
Co(NO3), . Hy0 | 0,056
Kl 0,028
KBr 0,028
TiO, 0,056
MoO; 0,028
H,0 bidistillée 1000 ml

2.2. Substrats de culture utilisés
2.2.1. Terreaux

Pour les essais en pots, le semis des plantes est effectué dans du terreau Potgrond
BF4 4C (M. de Baat B. V., Coevorden, NL), a I'exception des essais réalisés avec des
plantes de concombre de la variété Aramon; ces derniéres sont semées dans du terreau
Brill Erden No 5 (Torfwerk Gebr. BRILL, Georgsdorf, D).

2.2.2. Terres naturelles

Les terres naturelles, employées pour les essais en pots, sont présentées dans le
tableau 2.2. Sauf indications contraires, elles sont tamisées a 8 mm avant I'emploi, et ne .
subissent pas d'autre traitement.
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Tab. 2.2. Terres employées.pour les essais en pots

Terre

Provenance

Remarque

Champ Eschikon

Serre Fehraltorf

Serre Tessin

Tunnel Valais

Terre St Aubin

Eschikon ZH, coord. 694
125/255 275

Fehraltorf ZH, exploitation
maraichere des fréres Gerber

Cadenazzo Ti, exploitation
maraichére biologique de M.
Cattori

Chateauneuf VS, sous-station
fédérale de recherches
agronomiques des Fougeéres,
terre provenant de tunnels
cultivés en tomates depuis trois
ans

St Aubin FR, terre mise a
disposition par Ciba-Geigy Bale

Terre légére provenant d'un
champ en friche

Terre légére riche en humus,
soit désinfectée a la vapeur, soit
natureliement infestée de
Phomopsis sclerotioides

Terre iégere riche en humus,
soit désinfectée a la vapeur, soit
naturellement infestée de
Fusarium sp.et de Meloidogyne
sp.

Terre argileuse, naturellement
infestée de Pyrenochaeta
lycopersici

Terre argileuse, désinfectée a
80 °C puis laissée reposer
quelgues mois avant utilisation

2.2.3. Terre artificielle

La composition de la terre artificielle est décrite dans le tableau 2.3. Avant

utilisation, la terre artificielle est autoclavée deux fois 30 minutes a 121°C.

Tab. 2.2. Composition de la terre artificielle (d'apres Keel et al., 1989)'

Sable de quartz (Zimmerli
"Mineralwerke AG, Zurich,
CH)

Vermicullite (Vermica AG,
Bozen, CH)

HoO bidistillée

1,56 -2,0 mm
08 -1,2 mm
0,5 -0,75mm
0,1 -0,5 mm
0,08-0,2 mm
farine de quartz K5

expansée avec H,O,, puis

moulue a 120 um

0,700 kg
0,650 kg
0,650 kg
2,000 kg
3,000 kg
2,000 kg
1,000 kg

1000 mi
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2.2.4. Laine de roche

_ Pour le semis des plantes, des bouchons de laine de roche A0 36/40 trou 10/10
(Grodan, Hedehusene, DK) sont utilisés. Avant le semis, ils sont imbibés avec de la
solution nutritive hors-sol I (1,5 1 de solution pour 35 bouchons). Les plantes sont
repiquées 17 jours plus tard dans des blocs de laine de roche DM 6.5 G trou 40/42
(Grodan) préalablement trempés dans de la solution nutritive hors-sol II.

2.3. Bactéries

Trois souches de Pseudomonas fluorescens utilisées proviennent de la
bactériotheque du groupe de phytiatrie de 'EPF-Zurich, a savoir les souches CHAQO,
Pf153 et Pf36. Les autres souches ont été isolées dans le cadre de ce travail.

2.3.1. Isolement de nouvelles souches de bactéries

L'isolement de nouvelles souches de bactéries est effectué d'apres la méthode de
Stutz (1985) légéremenf modifiée. Des plantes de concombre et de tomate sont semées
dans de la terre provenant de sols de la région de Morens (FR) suppressifs a
Thielaviopsis basicola (Stutz, 1985) ou dans de la terre provenant de Cuba. Environ
huit semaines apres le semis, les racines des plantes sont lavées avec de 'eau bidistillée,
coupées en fragments d'environ un demi-centimetre et déposées sur du milieu gélosé B
de King. Apres une incubation de 48 heures 4 24°C, les colonies de bactéries sont
repiquées sur du milieu gélosé B de King et purifiées par dilution.

2.3.2. Conservation des souches de bactéries

Les souches purifiées sont cultivées 16 heures dans du NYB a 24°C, puis
mélangées 1:1 avec de la glycérine (87%) autoclavée; aprés une heure d'incubation a
température ambiante, les souches sont placées a -80°C et stockées.

2.3.3. Production de I'inoculant bactérien

Une dilution des bactéries stockées a -80°C est tout d'abord effectuée sur du
milieu g€losé B de King et incubée 48 heures. Une colonie de bactéries est alors
prélevée et placée dans un erlenmeyer de 100 ml contenant 25 ml de NYB, et incubée
16 heures & 24°C a 140 rpm (rayon de 1'agitateur 2 cm). Un prélévement de 200 l de
cette culture est ensuite étalé sur une boite de Pétri contenant du milieu gélosé B de
King; aprés une incubation de 24 heures a 24°C, le tapis bactérien est mis en suspension
dans 25 ml d'eau bidistillée. Pour la production en milieu liquide, le préléVement de 200
ul de la culture NYB est ajouté dans un erlenmeyer de 100 ml contenant 25 ml du
milieu désiré; aprés une incubation de 18 heures & 24°C, le milieu est centrifugé 10
minutes a 1000 g, le supernageant est jeté et le culot repris dans 25 ml d'eau distillée.
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Pour les essais concernant l'influence du milieu de culture sur la capacité des bactéries 2
protéger les plantes, les suspensions de bactéries sont centrifugées, le supernageant
€liminé et le culot repris dans 25 ml d'eau distillée; cette opération de lavage est répétée
deux fois.

2.4. Champignons

Les souches de Fusarium sp. et de Pythium sp. utilisées (tab. 2.4.) sont conservées
a 3°C sur du milieu malt gélosé, celle de Phomopsis sclerotioides sur du PDA. Pour la
production de I'inoculant, les champignons sont inoculés sur le méme milieu que celui
employ€ pour la conservation et incubés deux a trois semaines & 24°C (P. sclerotioides
27°C) dans l'obscurité. Pour la production de l'inoculant des souches Fol8 et Fol8Rb30
de F. oxysporum . sp. lycopersici et Fod7 de F. oxysporum, trois rondelles de 8 mm de
diametre sont prélevées a partir de cultures en boites de Pétri, placées dans des
erlenmeyers a chicane de 500 ml contenant 300 ml du milieu liquide de malt, et agitées
trois jours (140 rpm, rayon 2 cm) a 24°C; le milieu de culture est éliminé par filtration,
les conidies reprises dans de l'eau distillée et leur concentration déterminée a l'aide
d'une cellule de Thoma. Pour la production des autres souches de champignons, 3
rondelles de 8 mm de diametre prélevées a partir de cultures en boites de Pétri sont
placées dans des erlenmeyers de 300 ml contenant 25 g de graines de millet autoclavées
deux fois de suite pendant 30 minutes a 121°C et 15 ml d'eau bidistillée stérile, et
incubées 3 semaines (Pythium ultimum: 10 jours) a 24°C (P. sclerotioides: 27°C).

Pour les essais en serres commerciales avec la souche Fo47, 500 ml de suspension
aqueuse de conidies sont incorporés dans un kilo de talc, le tout-étant séché a l'air
ambiant pendant trois jours.

2.5. Matériel végétal

Les variétés de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) et de concombre
(Cucumis sativus L.) utilisées sont présentées dans le tableau 2.5. Avant le semis, les
graines sont désinfectées 30 minutes dans de 1'eau de Javel 1%, puis abondamment
rincées avec de l'eau bidistillée. Sauf indications contraires, les graines sont semées
dans du terreau; les plantules sont repiquées dans la terre d'essai, 17 jours apres le semis
dans le cas de la tomate, 7 jours apres le semis dans le cas du concombre.
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Tab. 2.4. Souches de champignons utilisées.

Souche

Provenance

Remarque

Fusarium oxysporum
Schiecht f. sp. lycopersici
Snyd. & Hans, souche Fol8

Fusarium oxysporumf{. sp.
lycopersici souche Fol8Rb30

Fusarium oxysporum
Schlecht souche Fo47

Fusarium oxysporum
Schlecht. f. sp. cucumerinum
souche CBS680.89

Pythium ultimum Trow
souche Pu67-1

Phomopsis sclerotioides .
Kest. souche L3

INRA Dijon-F, Dr. C.
Alabouvette

Groupe phytiatrie, EPF-Z

INRA Dijon-F, Dr. C.
Alabouvette

Baam-NL

Ailelix Agriculture,
Missisauga, Canada

" Centre de recherches en

horticulture, arboricutture et
viticulture de Wédenswil
(FAW), CH, Dr. H.-P. Lauber

Race 1, pathogéne des
plantes de tomate

Mutant naturel de la souche
Fol8, résistant a > 30 ppm de
bénomyl

Souche non-pathogéne

Souche pathogéne des
plantes de concombre

Tab. 2.5. Variétés de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) et de concombre (Cucumis

sativus L.) utilisées.

Variété

Provenance

Remarque

Tomate "Bonny Best"

Tomate "Balca"

Concombre "Pandorex"

Concombre "Aramon"

Concombre "serpent de
chine”

Peptoseed Co., Saticoy,
Cal.,, USA

Samen Moser, CH

Sluis et Groot, NL

Rijk Zwaan, NL

GvZ, CH

Aucune résistance aux
maladies

Résistance a la verticilliose
et au virus de la mosaique
du tabac

Aucune résistance aux
maladies causées par des
pathogénes telluriques

Aucune résistance aux
maladies causées par des
pathogénes telluriques

Aucune résistance aux
maladies
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2.6. Tests in vitro

2.6.1. Mise en évidence qualitative de I'acide cyanhydrique produit par les
bactéries

La production d'acide cyanhydrique par une bactérie, sur le milieu gélosé B de
King, est mise en évidence par le virement au bleu d'un papier buvard traité selon la
méthode de Castric et Castric (1983) et placé a l'intérieur de la boite de Pétri, de
maniere a ce que le papier buvard reste sec. Les papiers buvards sont imbibés d'une
solution de chloroforme contenant par ml 5 mg d'acétoacétate d'éthyle cuivrique Cu(Il)
(Kodak, Rochester, NY, USA) et 5 mg de 4,4'-méthylene-bis-(N,N-diméthylaniline)
(Fluka, Buchs, CH). Aprés imprégnation, les papiers buvards sont séchés et conservés a
l'abri de la lumiere a température ambiante. Dans ces conditions, la qualité des papiers
buvards reste excellente pendant plusieurs mois.

2.6.2. Mise en évidence de la production de sidérophores par les bactéries

Les souches bactériennes sont réparties sur du milieu minimal succinate et sur du
milieu minimal succinate contenant 100 pl d'/EDDHA (Sigma) par ml. Aprés une
incubation de deux jours a 24°C, les souches sont caractérisées pour leur capacité a se

développer et a produire des sidérophores fluorescents sur chacun des milieux.
2.6.3. Mise en évidence de la production d'antibiotiques par les bactéries
2.6.3.1. Extraction (d'apres Keel, 1989)

Cent microlitres d'une culture NYB (109 ufc/ml) sont répartis par boite de Pétri
contenant du milieu gélosé B de King ou du milieu malt gélosé, le tout étant incubé
deux jours a 24°C, dans l'obscurité. La gélose avec les bactéries est alors découpée en
morceaux d'un centimetre carré et extraite avec de 1'acétone (20 ml d'acétone acqueux
80% pour 2 boites, agité¢ 30 minutes a 150 rpm). L'acétone est ensuite évaporée sur un

“ évaporateur rotatif. La phase aqueuse contenant les antibiotiques est acidifiée avec 2,5
mi d'HCI 2N par 100 ml, mélangée avec la mé€me quantité d'ester acétique et
centrifugée dix minutes. Les échantillons sont alors laissés a décanter jusqu'a la
séparation des phases. La phase apolaire des échantillons est filtrée a travers un filtre
hydrophobe (616 wa 1/4, Macherey-Nagel, Diiren, D). Le filtrat est complétement
réduit a I'évaporateur rotatif par 40°C, repris dans 1 ml de méthanol acqueux (50%,
pour HPLC, Fluka), refroidi et mis dans une bouteille a échantillon de 2 ml (Hewlett-
Packard, Béle, CH), puis conservé a -20°C.
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2.6.3.2. Chromatographie liquide sous haute pression (HPLC: High-Performance-
Liquid-Chromatography)

Les échantillons sont analysés au moyen du systéme HPLC de Hewlett-Packard,
modele HP 1090L avec détecteur UV "UV-Diode-Array-Detector” (DAD). La phase
stationnaire est constituée d'une précolonne (4 x 30 mm) et d'une colonne de séparation
(4 x 100 mm), toutes deux remplies avec du nucléosile 120-5-C18 (systeme a
cartouche, Macherey-Nagel). La température des colonnes est réglée a 50°C. La phase
mobile est composée d'éthanolamine (0,05 % dans de I'eau filtrée millipore; Fluka;
ajustée a un pH de 2,8 avec de I'0-acide phosphorique 85%; solution A) et du nitril
d'acétone (100%; Fluka; solution B). Les solvants sont dégazés avec de I'hélium.

L'élution est réalisée avec les gradients suivants:

Temps [min.] Solution A [%] Solution B [%]
0,00 : 85 15
2,00 80 20
5,00 80 20
6,00 50 50
12,00 40 60
13,00 0 100
15,00 0 100

Les colonnes sont équilibrées aux concentrations initiales du solvant pendant cinq
minutes aprés 1'€lution. Les substances sont analysées avec une absorption spécifique
UV de 290 nm pour le monoacétylphloroglucinol, de 270 nm pour le 2,4-
diacétylphloroglucinol, et de 313 nm pour la pyoluteorine. Le temps de rétention du
monoacétylphloroglucinol est de 6,9 minutes, celui du 2,4-diacétylphloroglucinol de
12,2 minutes et celui de la pyoluteorin de 9,7 minutes.

2.6.4. Test de fongistase sur le milieu (d'apres Misaghi ef al., 1982, légerement
modifié) |

Une colonie de bactéries est inoculée sur une boite de Pétri, contenant un milieu
gélosé, sur le périmetre d'un carré de 6 cm de cdté. Apres une incubation de 24 heures 2
24°C, une rondelle (diametre 5 mm) de gélose maltée d'une culture de champignon est
déposée au centre du carré. Les boites de Pétri sont alors incubées a nouveau a 24°C.
Apres 4 ou 7 jours, selon la vitesse de croissance du champignon testé, la croissance
radiale du champignon est mesurée et la diminution de croissance par rapport au
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champignon croissant dans des boites de Pétri sans bactérie calculée (% de diminution
de croissance).

2.7. Extraction et quantification des protéines "PR"
2.7.1. Extraction a partir de tissus entiers

Le matériel végétal est conservé a -80°C jusqu'a l'extraction. Il est mélangg,
encore congelé, a un tampon phosphate 0,05 M (KH,PO,4 / NapHPOy), pH 7,0, dans
une proportion de 1:4 (p/v). Il est alors homogénéisé avec un Ultra-Turrax (type TP-
18/19) pendant une minute & 20 000 rpm. L'homogénat est ensuite filtré a travers quatre
couches de gaze et centrifugé pendant 20 minutes a 3°C (10 000 g). A 'exception des
échantillons destinés a la détermination de la chitinase et de la chitosanase, le
supernatant est dialysé pendant 18 heures dans de I'eau bidistillée. Les échantillons sont
alors stockés a -40°C.

2.7.2. Extraction du jus intercellulaire

Les deuxiémes et troisieémes feuilles de plantules de tomate sont infiltrées in
vacuo d'apres la méthode de Parent et Asselin (1984), simplifiée. Les feuilles fraiches
sont placées dans un tampon phosphate/citrate 32 mM/84 mM de pH 2,8 contenant 1%
de mercaptoéthanol (25 ml par gramme de feuille). Le tout est infiltré sous vide d'air
pendant 20 minutes. Les feuilles sont alors épongées sur du papier "kleenex", roulées et
introduites dans une seringue en plastique de 10 ml placée dans un tube de
centrifugation. Le jus intercellulaire est obtenu en centrifugeant les tubes 10 minutes a
5°C (1 000 g).

2.7.3. Mesure de I'activité [3-1,3-glucanase

De la laminarine (Sigma) est utilisée comme substrat, et la quantité de sucres
réduits déterminée (Pegg et Young, 1981); 100 pl d'extrait sont mélangés a 200 pl de
substrat (10 mg de laminarine par ml de tampon phosphate/citrate de Mclllvaine (1921),
pH 5,6), et le tout est incubé une heure a 44°C. La réaction est arrétée avec 300 pl de la
solution de stoppage de Somogyi (1952). Le tout est chauffé 10 minutes a 100°C, puis
300 pl de réactif de Nelson (1944) sont ajoutés; le tout est alors centrifugé cinq minutes
(1'000 g) et 1'absorption mesurée a 520 nm. Des échantillons standards sans substrat et
avec respectivement sans enzyme dénaturé ont été également conduits en parallele. La
quantité de sucres réduits est déterminée a l'aide d'une courbe d'étalonnage réalisée avec
des solutions de glucose diversement concentrées. Une activité enzymatique d'une unité
est définie comme la quantité d'enzyme libérant 100 pg d'équivalent glucose par ml de

mélange de réactif en une heure, 2 44°C et un pH de 5,6.
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2.7.4. Mesure de 1'activité B-1,4-glucosidase

Une concentration de 5 mg / ml de p-nitrophenyl-B-D glucopyranoside (PNPG,
Sigma), dissoute dans un tampon de sodium d'acétate 0,1 M (pH 5,2) est utilisée comme
substrat. Le mélange de réaction contient 100 pl d'extrait de plante et 400 pl de substrat.
Apres une période d'incubation de trois heures a 34°C, la réaction est arrétée par
chauffage a 100°C pendant sept minutes. Apres refroidissement, 500 ul de Tris 0,1 M
sont ajoutés au mélange et le tout centrifugé cinq minutes a 1 000 g. La densité optique
est mesurée a 400 nm (Pegg et Young, 1981). Une activité d'une unité est définie
comme la quantité d'enzyme produisant 100 pg de p-nitrophenol par ml de mélange de
réaction en une heure, a 34°C et a un pH de 5,2. La transformation des valeurs de
densité optique en activité est réalisée 2 I'aide d'une courbe d'étalonnage.

2.7.5. Mesure de I'activité chitinase

De la chitine marquée radioactivement est utilisée comme substrat (Cabib, 1988;
Boller et al., 1988). Le mélange de réaction contient 50 pl d'extrait de plante, 100 pl de
tampon phosphate 67 mM (pH 6,6) et 100 pl de chitine-[3H]. Aprés une incubation de
10 minutes a 37°C, la réaction est arrétée avec 250 pul d'acide trichloracétique (TCA).
La chitine non dégradée est séparée par centrifugation (1 000 g pendant 10 minutes), et
300 pl du supernatant est mélangé a 15 ml de cocktail de scintillation Optiphase "Hi
Safe I1", la radioactivité étant mesurée pendant 15 minutes dans un compteur a
scintillation Beckmann LS1801. L'activité enzymatique est calculée en pkat, un katal
(kat) étant défini comme la quantité d'enzyme dégradant une mole de chitine par
seconde, a 37°C et a un pH de 6,6.

2.8. Tests in vivo
2.8.1. Tests avec tomates

Sauf indications contraires, les graines de tomate, désinfectées 30 minutes dans de
I'eau de Javel 1%, sont semées dans du terreau autoclavé 30 minutes a 121 °C. Les
essais sont réalisés sous un régime de température de 25 / 20 °C et 16 heures de lumiére
par jour.

Le gravité de la maladie des tomates est évaluée sur la base d'un indice de
Jjaunissement des plantes (tab. 2.6).
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Tab. 2.6. Classes d'évaluation de la fusariose vasculaire des plantes de tomate (agent
pathogéne Fusarium oxysporum {.sp. lycopersici)

% de feuillage avec jaunissement, en classes Valeur employée pour les analyses
statistiques
0 (plante saine) 0
0,1-5 2,5
51-20 12,5
20,1-40 30
40,1-599 50
60 -79,9 70
80-949 57,5
95-99,9 97,5
100 (plante morte) 100

2.8.1.1. Systéeme en pots

Dix-sept jours apres le semis, trois plantules sont repiquées par pot de 450 ml
dont le fond est pourvu de 100 ml de sable de quartz grossier (1,8-2,2 mm) puis rempli
avec 350 ml de terre d'essai. Les micro-organismes antagonistes sont ajoutés, suivant les
variantes, au semis (mélangés a la terre de semis), au repiquage (racines des plantules
trempées 15 minutes dans une suspension de conidies ou de bactéries), ou dans la terre
d'essai (micro-organismes mélangés i la terre trois jours avant le repiquage). L'agent
pathogene est incorporé a la terre d'essai deux jours avant le repiquage. L'essai est
récolté, suivant I'évolution de la maladie, entre six et huit semaines apres le repiquage.

2.8.1.2. Systeme en laine de roche

Les graines de tomate, désinfectées 30 minutes dans de 1'eau de Javel 1%, sont
semées dans des bouchons de laine de roche imbibés de solution nutritive (1,5 litre de
solution nutritive pour 35 bouchons). Les plantules de tomate sont repiquées, bouchons
retournés, dans des blocs de laine de roche préalablement imbibés de solution nutritive.
Ceux-ci sont alors placés sur des assiettes en plastique retournées, afin que la solution
nutritive en surplus puisse s'écouler. L'arrosage des plantes est effectu€ a 1'aide d'un
systéme goutte a goutte. Les micro-organismes antagonistes sont, suivant les variantes,
introduits soit dans les bouchons (en suspension dans la solution nutritive) avant le
semis, soit dans les blocs (en suspension dans la solution nutritive utilisée pour le
trempage des blocs). L'agent pathogene est apporté au pied des plantules
immédiatement apres le repiquage (100 ml d' une suspension de conidies par plantule).
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L'essai est récolté, suivant 1'évolution de la maladie, entre cinq et sept semaines apres le
repiquage.

2.8.1.3. Systéme de plantes a deux hypocotyles

Deux semaines apres le semis, les tiges des plantules sont coupées au ras du
terreau, fendues en deux, chaque partie de la tige étant alors placée dans une éprouvette
contenant de la solution nutritive de Knop diluée 1:3. Aprés une semaine, de nouvelles
racines se sont formées sur chaque c6té de la tige. Chaque systéme racinaire est alors
placé dans un erlenmeyer de 100 ml rempli de solution de Knop diluée 1:1. Suivant les
variantes, un des systemes racinaires est placé dans une suspension de conidies de
l'agent antagoniste. Dix jours plus tard, une suspension de l'agent pathogéne est ajoutée
sur le méme ou sur l'autre systéme racinaire, apres que les racines aient été€ coupées a
deux centimetre de la base de 'hypocotyle. L'essai est récolté, suivant 'évolution de la
maladie, entre cing et sept semaines apres 1'adjonction de I'agent pathogene.

2.8.1.4. Systeme marcottage

Dix-sept jours apres le semis, les plantules sont repiquées dans des pots en
plastique de 350 ml remplis avec de la terre d'essai autoclavée (30 minutes a 121 °C).
Deux semaines plus tard, la tige de chaque plante est courbée et fixée dans un autre pot
en plastique de 350 ml rempli avec de la terre d'essai autoclavée. Les microorganismes
antagonistes sont ajoutés a la terre du premier pot avant le repiquage. L'agent pathogéne
est ajouté a la terre du deuxiéme pot, trois jours avant le marcottage. L'essai est récolté,
suivant I'évolution de la maladie, entre six et huit semaines apres 1'adjonction de I'agent
pathogéne.

2.8.1.5. Systéme des boutures

Dix-sept jours apres le semis dans des bouchons de laine de roche, les tiges des
plantules sont coupées a 0,5 cm au-dessus de la surface du substrat et repiquées dans du
terreau autoclavé (30 minutes & 121 °C). Les micro-organismes antagonistes sont
ajoutés a la laine de roche avant le semis. L'agent pathogéne est ajouté au terreau avant
la transplantation des boutures. L'essai est récolté, suivant 1'évolution de la maladie,
entre cing et sept semaines apres I'adjonction de 1'agent pathogene.

2.8.1.6. Systéme bénomyl

Dix-sept jours apres le semis, les racines des plantules sont rincées sous 1'eau
courante et placées dans de la solution de Knop diluée 1:1 contenant les agents
antagonistes, en suspension. Une semaine plus tard, les plantes sont transférées pour
deux jours dans de la solution nutritive de Knop diluée 1:1 contenant 30 ppm de

bénomyl, puis placées dans de la solution nutritive de Knop diluée 1:1 contenant I'agent
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pathogene résistant au bénomyl, les racines des plantules ayant au préalable été coupées
a 2 cm de la base de l'hypocotyle. L'essai est récolté, suivant I'évolution de la maladie,
entre cing et sept semaines apres 1'adjonction de I'agent pathogene.

2.8.2. Tests avec concombre

Sauf indications contraires, les graines de concombre, désinfectées 30 minutes
dans de I'eau de Javel 1%, sont semées dans du terreau autoclavé 30 minutes a 121 °C.
Les essais sont réalisés sous un régime de température de 25 / 20 °C et 16 heures de
lumiére par jour.

La gravité de la maladie est évaluée sur la base d'un indice de brunissement des
racines (tab. 2.7.).

Tab. 2.7. Classes d'évaluation de la pourriture noire des racines des plantes de concombre
(agent pathogéne Phomopsis sclerotioides).

% de racines attaquées, en classes Valeur employée pour les analyses
statistiques

0 (plante saine) 0
0,1-5 25
51-20 12,5

20,1 -40 30
40,1-59,9 50

60 -799 70
80-949 57,5
95-999 97,5
100 (plante morte) 100

2.8.2.1. Systeme de screening en tubes PVC

Sept jours aprés le semis, les plantules de concombre sont repiquées dans des
tubes en PVC de 5 cm de diametre et 25 cm de longueur (une plante par tube). Ces
tubes sont remplis de bas en haut avec 5 cm de sable grossier ( 1,842,2 mm), 5 cmde
terre des champs autoclavée (30 minutes a 121 °C) infestée artificiellement de
Phomopsis sclerotioides souche L3 (4 g d'une culture sur millet de trois semaines par
litre de terre), et 15 cm de terre des champs autoclavée (30 minutes a 121 °C) contenant
les bactéries 2 tester (107 ufc / ml terre). L'arrosage des tubes est réalisé automatique-
ment avec un systéme goutte a goutte. Environ quatre semaines apres le repiquage, les
plantes sont coupées au-dessus de la premiere feuille. La récolte est effectu€e environ
trois semaines plus tard.



31

2.8.2.2. Systéme en pots

Sept jours apres le semis, deux plantules sont repiquées par pots de 450 ml dont le
fond est recouvert de 100 ml de sable de quartz grossier (1,8-2,2 mm) puis remplis avec
350 ml de terre d'essai. Les micro-organismes antagonistes sont apportés, suivant les
variantes, au semis (mélangés a la terre de semis) ou dans la terre d'essai (mélangés a la
terre trois jours avant le repiquage). L'agent pathogene est introduit 2 la terre d'essai
trois jours avant le repiquage. L'essai est récolté, suivant I'évolution de la maladie, entre
huit et dix semaines apres le repiquage.

2.8.2.3. Systeme gnotobiotique

La culture des plantes est effectuée dans des erlenmeyers a col large d'un litre
contenant 400 g de terre artificielle. Ces erlenmeyers sont fermés avec un bouchon
d'ouate et autoclavés deux fois 30 minutes a 121 °C. Ils sont arrosés avant le semis avec
15 ml de solution nutritive de Knop et 12 ml d'eau ou de suspension de bactéries. Des
graines de concombre, prégermées 48 heures sur du milieu gélosé mou a l'eau, y sont
repiquées (3 plantes par erlenmeyer). Quatre jours avant, l'agent pathogéne, cultivé sur
du millet, est introduit a la terre. La récolte est effectuée quatre semaines apres le
repiquage.

2.9. Statistique

Sauf indications contraires, chaque valeur est la moyenne d'au moins trois
expériences indépendantes, une expérience étant considérée comme une répétiton. Les
pourcentages sont transformés en Arc sin avant 1'analyse statistique. Chaque valeur est
comparée a chaque autre valeur par un test ¢ de Student (Sachs, 1984); les différences
significatives sont assurées a P = (,05.
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3.1. Isolement et caractérisation de bactéries protégeant les racines de
tomate contre la fusariose vasculaire et celles de concombre contre la
pourriture noire des racines

3.1.1. Isolement et caractérisation

Pres de 140 souches de bactéries ont été isolées A partir de sols suppressifs de la
région de Morens (tab. 3.1.1, 3.1.2) et d'une terre provenant de Cuba (tab. 3.1.3). Elles
ont été testées quant a leur pouvoir d'inhiber, sur trois milieux gélosés, la croissance de
la souche L3 de Phomopsis sclerotioides, agent de la pourriture noire des racines de
concombre, et celle de la souche Fol8 de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, agent
de la fusariose vasculaire de la tomate. Parmi les souches isolées de champs suppressifs
de la région de Morens, 84 ont ét€ isolées a partir de racines de concombre (tab. 3.1.1)
et 36 a partir de racines de tomate (tab. 3.1.2).

Environ 45 % des isolats produisent de I'acide cyanhydrique. Tous ces isolats
inhibent pratiquement complétement la croissance de P. sclerotioides sur le milieu
gélosé B de King, alors que F. oxysporum se montre moins sensible. Certains isolats
réagissent dans les divers tests de maniére identique, et il est probable que ce soit la

méme souche isolée plusieurs fois. Des études génétiques pourraient le démontrer.

3.1.2. Protection

Parmi les souches montrant des propriétés différentes dans les premiers tests
d'inhibition in vitro, vingt-huit ont été choisies et testées in vivo quant a leur pouvoir
antagoniste vis-a-vis de la pourriture noire des racines de concombre, et huit contre la
fusariose vasculaire des tomates. Plus de la moitié des souches de bactéries choisies
protegent efficacement les plantes (tab. 3.1.5, 3.1.6). Il n'existe toutefois aucune
corrélation entre les résultats d'antagonisme in vitro de ces souches et les résultats des
tests in vivo. Certaines souches, telle la souche T1gla, inhibant in vitro moins de 15 %
la croissance de P. sclerotioides sur les trois milieux testés, diminuent cependant de prés
de 90 % l'incidence de la maladie dans les tests in vivo. D'autres souches, telle 1a souche
CA1'b2, montrent la relation inverse. D'autre part, les souches protégeant les plantes de
concombre contre P. sclerotioides ne protégent pas forcément les plantes de tomate
contre F. oxysporum f.sp. lycopersici et inversement. Une caractérisation in vitro plus
poussée de 23 des souches testées in vivo a alors été entreprise (tab. 3.1.7): production
d'antibiotiques, de sidérophores (croissance sur milieu minimal), de protéase,
températures minimale et maximale de croissance. Aucune corrélation entre 1'une de ces
caractéristiques et la protection des plantes de concombre ou de tomate n'est observée.
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Tab. 3.1.1. Production de cyanide et inhibition in vitro de la croissance de deux souches de
champignons pathogénes par des souches de bactéries isolées a partir de racines de plantes de
concombre se développant dans des sols de la région de Morens (FR) suppressifs & Thievialopsis
basicola.

Souche  Cyanide Inhibition [%)] (@) de Phomopsis Inhibition [%} (8) de Fusarium
sclerotioides souche L3 sur milieu oxysporumf. sp. lycopersici
souche Fol8 sur milieu
PDA mak B de King PDA malt B de King
Ciat - 26 283 0 4 14 4
Cib1 - 0 0 59 0 0 28
Cxia2 - 15 30 65 ? 7 40
Cx1a5 - 9 17 77 ? 10 45
Cx1a6 - 0 0 95 ? 0 30
Cx1a7 - 9 31 70 ? 3 37
Cx1b2 - 43 14 70 ? 10 38
CM1a4 - 22 14 87 0 18 29
CM1b2 - 22 9 90 0 23 43
CM1c2 - 0 12 83 0 23 34
CM1d2 - 0 43 86 26 23 44
CM1d3 - 22 16 83 0 20 29
Cxt'al - 26 20 70 ? 10 38
Cx1'a2 - 0 43 7 ? 7 0
Cx1'a5 - 0 43 23 ? 0 0
Cx1'aé - 24 23 93 0 3 58
Cx1'b1 - 43 31 66 ? 3 30
Cx1'ct - 15 8 90 ? 0 25
Cx1'c2 - 60 28 82 ? 8 38
Cx1'c3 - 0 17 97 ? 2 35
CM1'b2 - 0 12 88 0 18 31
CM1'c2 - 5 15 81 0 21 35
CM1'd1 - 10 4 81 0 18 31
Cx2a1 - 33 31 18 15 15 0
Cx2a2 - 26 16 77 ? 10 40
Cx2b2 - 66 13 83 ? 22 50
Cx2b3 - 0 4 2 ? 8 8
Cx3a2 - 9 10 48 ? 17 35
Cx3b2 - 0 4 68 ? 3 25
Cx3d1 - 21 17 65 ? 8 35
- Cx4b1 - 0 8 65 ? 8 40
Cx4b4 - 21 20 70 ? 10 42
Cx4c1 - 0 5 77 ? 3 27
Cx5a3 - 43 13 38 ? 0 7
Cx5a8 - 26 19 47 ? 5 25
Cx6a4d - 0 11 100 ? 0 45
Cx6ab - 21 17 65 ? 13 37
Cx5b2 - 0 9 95 0 1 43
Cx5b4 - 33 13 61 10 10 43
Cx5c1 - 0 9 34 0 0 0
Cx5d1 - 0 8 59 4 3 31
Cxéb1 - 0 21 59 0 10 49
Cx6b2 - 0 10 92 0 0 42
Cx6¢c2 - 36 16 53 0 15 35
Cx6c3 - 27 14 62 8 7 35
Cx6d1 - 36 38 69 4 9 45
Cx7a2 - 42 10 55 2 1 49



Cx7a6 - 76 17 88 4 1 28
Cx7b1 - 0 17 62 4 7 46
Cx7ct - 30 13 64 0 6 45
Cx7¢2 - 0 17 74 23 28 35
Cx7¢3 - 0 18 55 23 7 17
Cx7d1 - 0 16 64 2 0 34
Cx7d5 - 36 17 73 8 4 46
Cx1at + 94 96 100 59 68 43
CM1a2 + 35 36 100 28 35 44
CM1a3 + 10 53 100 22 29 49
CM1b1 + 32 57 100 21 27 54
CM1b3 + 0 51 95 21 29 49
CM1b4 + 12 51 100 26 23 50
CMict + 27 39 100 28 21 46
CM1c3 + 10 53 100 21 35 53
CM1ic4 + 27 50 100 19 23 46
CM1d1 + 7 46 85 26 23 49
CM1d4 + 10 42 92 28 26 46
CrMb2 + 100 100 100 72 83 43
CM1'a2 + 80 92 100 76 66 47
CM1'a4 + 10 55 100 21 29 46
CM1'b2' + ‘5 47 100 31 26 47
CM1'b3 + 20 47 100 24 26 53
CM1'b4 + 2 46 100 34 23 44
CM1'c3 + 10 43 94 24 26 47
CM1'c4 + 5 47 99 21 29 47
CM1'd2 + 35 49 100 21 23 50
CM1'd3 + 32 46 100 21 23 49
CM1'd4 + 10 38 97 21 17 50
Cx2a3 + 0 43 ? ? 10 40
Cx3a5 + 0 ? ? ? 2 42
Cx4al + 21 19 100 ? 10 43
Cx4a2 + 0 23 100 ? 7 42
Cx4a4 + 0 25 100 ? 3 42
Cx4a7 + 0 23 100 ? 8 40
Cx5a6 + 0 21 92 0 10 46
Cx7b2 + 88 96 100 79 75 43

(@): Inhibition de P. sclerotioides souche L3 et de Fusarium oxysporum {. sp. lycopersici souche Fol8
sur milieu "potato dextrose agar" (PDA), sur milieu malt gélosé (malt) et sur milieu gélosé B de
King (B de King), d'aprés le test de Misaghi et al. (1982). 0% = pas d'inhibition de croissance,
100% = inhibition totale de la croissance du champignon.

Cyanide: production de cyanide sur le milieu gélosé B de King. Mise en évidence qualitative de I'acide
cyanhydrique d'aprés la méthode de Castric et Castric (1983).

? : valeur non déterminée.
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Tab. 3.1.2. Production de cyanide et inhibition in vitro de la croissance de deux souches de
champignons pathogénes par des souches de bactéries isolées a partir de racines de plantes de
tomate croissant dans des sols de la région de Morens (FR) suppressifs a Thievialopsis basicola.

Souche  Cyanide Inhibition [%] (@) de Phomopsis Inhibition [%] (8) de Fusarium
sclerotioides souche L3 sur milieu oxysporumf. sp. lycopersici
souche Fol8 milieu

PDA malt B de King PDA malt B de King
T1b2a - 16 6 100 0 3 32
T1gla - 11 14 13 31 24 0
T1g2 - 4 25 30 4] Q 38
T™M1a2 - 9 19 68 5 21 42
TM1a3' - 42 23 83 9 23 38
TM1a4 - 44 21 71 7 16 34
TM1b1 - 41 22 80 7 22 34
TM1b4 - 35 35 100 22 21 54
TM1b5 - 44 22 72 6 18 32
TM1c2 - 38 22 78 2 18 37
TM1c4 - 47 21 80 7 21 37
TM1c5 - 41 24 74 7 19 32
TM1d1 - 35 24 77 4 16 34
T™M1d2 - 44 25 78 6 18 35
TM1d3 - 44 61 78 7 57 37
TM1d5 - 32 71 78 6 66 34
TM1'a3 - 21 28 92 7 32 29
TM1'b4 - 0 24 81 16 38 32
TM1'c4 - 3 40 92 9 37 31
T™M1'd1 - 0 8 95 0 19 34
T™1'd4 - 0 10 a1 0 15 26
TM1a3 + 82 91 100 66 66 50
TM1a5 + 100 93 100 67 74 46
TM1b2 + 59 92 100 48 59 48
TM1c3 + 0 47 100 19 22 51
TM1d4 + 9 57 100 17 32 55
TM1'a1 + 88 94 100 63 75 45
.TM1'a2 + 88 96 100 63 75 45
TM1'a4 + 85 94 100 63 74 42
TM1'a5 + 76 93 100 65 .74 43
T™1'b2 + 76 94 100 72 72 48
TM1'03 + 24 51 100 17 28 52
TM1'c2 + 6 57 100 11 21 51
TM1'c3 + 15 53 100 19 24 49
TM1'c5 + 3 53 100 13 26 49
T™M1'd2 + 0 96 100 0 82 45

Explications voir tab. 3.1.1.
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Tab. 3.1.3. Production de cyanide et inhibition in vitro de la croissance de deux souches de
champignons pathogénes par des souches de bactéries isolées a partir des racines de plantes de
tomate et de concombre croissant dans un sol provenant de Cuba.

Souche Cyanide Inhibition [%) (@)de Phomopsis Inhibition [%) (3)de Fusarium
sclerotioides souche L3 sur milieu oxysporumf. sp. lycopersici
souche Fol8 sur milieu
PDA malt B de King PDA malt B de King
CTic - 14 0 62 2 12 44
CT1e - 14 7 63 0 12 39
CTig - 34 19 60 21 13 19
CT2b - 18 3 58 0 16 34
CT2c - 33 37 67 4 22 49
CTib + 84 69 100 21 30 68
CT1d + 84 68 100 18 26 69
CT1f + 74 60 100 18 26 64
CT2d + 29 56 100 20 30 51
CCila - 14 1 58 0 7 15
CCic - 43 4 70 16 12 51
CC2b - 5 7 55 0 13 32
CC1b + 30 49 100 20 36 44
CC2c + 68 61 100 20 33 69
ccad + 33 60 100 16 36 61

Explications voir tab. 3.1.1.
Les souches dont le nom commence par CT ont été isolées & partir de racines de tomate; celles dont
le nom commence par CC ont été isolées a partir de racines de concombre.

Tab. 3.1.4. Production de cyanide et inhibition in vitro de la croissance de deux souches de
champignons pathogénes par des souches de bactéries isolées a partir des racines de plantes.

Souche  Cyanide Inhibition [%] (8)de Phomopsis Inhibition [%] (@)de Fusarium

sclerotioides souche L3 sur milieu oxysporumf{. sp. lycopersici

souche Fol8 sur milieu
PDA malt B de King PDA malt B de King

Pf153 + 84 71 93 36 9 51
CHAO00 + 24 97 100 62 55 55
Esch1 + 32 95 100 34 70 66
Esch2 + 30 97 100 40 73 79

Explications voir tab. 3.1.1.
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Tab. 3.1.5. Protection de plantes de concombre contre la pourriture noire des racines, agent
pathogéne Phomopsis sclerotioides, par des souches de bactéries, dans de la terre des
champs autoclavée (3).

Souches produisant du cyanide

Souches ne produisant pas de cyanide

Souche (©) Protection [%](®) Souche (b) Protection [%](¢)
™1a3 () 85.7 Tib2a () 26.3
T™1a5 () 78.6 T1gta () 89.5
T™1b2 () 46.2 T1g2 () 21.1
™1d4 () 0.0 ™1d1 () 75.0
™12 () 100.0 ™1d3 () 57.2
cTib () 0.0 ™1d5 () 25.6
cTif () 13.0 ctal () 59.3
cT2d () 33.4 cib1 (9 3.7
cxial (O 59.3 cxib2 () 435
Cx702 () 79.2 cxte2 () 0.0
crb2 () 0.0 cx2b2 () 0.0
cM1a2 () 6.2 cx6as () 0.0
ccze () 84.4 cx7a6 () 13.0
ccad (M) 0.0 CMia4 (™) 875
cHaoo () 0.0

Pt153 () 78.9

(a): semis des graines de concombre, variété "Pandorex”, dans du terreau autoclavé; 7 jours

plus tard, repiquage des plantules dans des tubes en PVC (diameétre 5 cm, hauteur 25
cm) remplis de bas en haut avec 5 cm de sable de quarz (1,8 - 2,2 mm de diametre), 5
cm de terre dun champ (Eschikon-ZH), autoclavée, infectée avec Phomopsis
sclerotioides souche L3 (4 g d'une culture sur millet de trois semaines par | de terre), et
15 cm de terre d'un champs (Eschikon-ZH), autoclavée, contenant les bactéries (107 ufc
par mi de terre, culture des bactéries sur milieu gélosé B de King).

(b): souches de bactéries isolées a partir de racines de plantes croissant () dans des sols de

()

la région de Morens (FR) suppressifs a Thievialopsis basicola ou (™) dans un sol

provenant de Cuba.

: 0% = pas de réduction de la gravité de la maladie par rapport a la variante contenant

seulement le pathogéne, 100% = protection totale des plantes. Chaque valeur est la
moyenne de 6 tubes PVC, avec une plante par tube (essai de "screening”).
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Tab. 3.1.6. Protection de plantes de tomate contre la fusariose vasculaire, agent pathogéne
Fusarium oxysporum {. sp. lycopersici, par des souches de bactéries, dans de la terre
naturelle des champs(@).

Souche (0) Protection [%] (€) Souche (b) Protection [%)(©)
aucune 0.0 a

cHAoo () 11.6 ab cMia2 () 40.9 be
Pi153 () 39.6 ab ™1a3 () 52.0 c
cx7b2 () 36.4 be ™1a5 () 0.0 .
cxtal () 27.4 b ™12 () 0.0 -
cTib () 0.0 - ™1'as () 36.0 be

(a):

(b)

().

semis des graines de tomate, variété "Bonny Best", dans du terreau autoclavé; 17 jours
plus tard, repiquage dans des pots de 450 ml remplis de bas en haut avec 100 ml de
sable de quarz (1,8 - 2,2 mm de diamétre), et 350 ml de terre naturelle d'un champ
(Eschikon-ZH).

: souches de bactéries isolées a partir de racines de plantes croissant () dans des sols de

la région de Morens (FR) suppressifs a Thievialopsis basicola ou (*) dans un sol
provenant de Cuba. Les bactéries sont ajoutées a la terre deux jours avant le repiquage
des plantules (107 ufc par ml de terre). Le pathogéne, F. oxysporum f. sp. lycopersici
souche Fol8, est ajouté a la terre trois jours avant le repiquage (108 conidies par ml de
terre).

0% = pas de réduction de la gravité de la maladie par rapport a la variante contenant
seulement le pathogene; 100% = protection totale des plantes. Chaque valeur est la
moyenne de 3 expériences indépendantes, avec six pots par variante et expérience, avec
trois plantes par pot (sauf pour les souches CT1b, TM1a5 et TM1'b2: une expérience).
Chaque expérience est considérée comme une répétition. Les valeurs avec la méme
lettre ne sont pas significativement différentes & P = 0,05 d'aprés le test f de Student
réalisé avec les valeurs transformées Arc sin par rapport a la variante sans bactérie,
chaque valeur étant comparée a chaque autre valeur.
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3.1.3. Discussion

La recherche de souches antagonistes efficaces est la base de toute lutte
biologique. La technique d'isolement employée dans ce travail, a savoir isolement 2
partir des racines de plantes ayant poussé dans des sols suppressifs ou dans un sol
provenant de Cuba, a permis d'isoler un nombre relativement élevé de souches
bactériennes protégeant les plantes in vivo: plus de dix pour-cent du nombre total de
souches isolées. Aucun des tests de caractérisation réalisés in vitro ne permet de prévoir
I'efficacité d'une souche dans les tests de protection in vivo, ce qui confirme les travaux
de nombreux auteurs (Kommedahl et Windels, 1978; Wong et Baker, 1984; Lifshitz et
al., 1986). Burr et al. (1978) pensent qu'une bactérie protége mieux la plante de laquelle
elle a été isolée; ceci n'est pas le cas pour les souches isolées dans le cadre du présent
travail, aucune relation ne pouvant étre établie entre la plante d'origine des bactéries et
les cultures qu'elles protegent.

Le manque de corrélation entre les tests ir vitro et les tests in vivo ne signifie
toutefois pas que la caractérisation des bactéries sur milieux artificiels soit inutile. Elle
permet, en effet, de classer relativement rapidement les bactéries, en différents groupes.
On peut ainsi choisir pour les tests biologiques des souches ayant des propriétés
différentes. Cela réduit les chances de tester, par exemple, la méme souche, isolée
plusieurs fois.
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3.2. Protection des plantes de tomate contre la fusariose vasculaire par
résistance induite par la souche non-pathogene Fo47 de Fusarium
oxysporum

Quatre systeémes biologiques ont été utilisés pour tenter de démontrer I'induction
de résistance par la souche Fo47 contre la fusariose vasculaire de la tomate (fig. 3.2.1).
D'autre part, des analyses biochimiques ont été effectuées a partir des plantes de tomate
inoculées avec la souche non-pathogene Fo47 afin de confirmer I'hypothése de
l'induction de résistance.

3.2.1. Systemes biologiques

Dans chacun des quatre systemes biologiques étudiés, 1a souche pathogéné Fol8 de
F. oxysporum {f. sp. lycopersici et 1a souche non-pathogéne Fo47 sont séparées. La
séparation est soit temporelle, soit spatiale (fig. 3.2.1).

a) Systeme de plantes 3 gogblg’ hypocotyle. Dans ce systeme, I'hypocotyle des

tomates est fendu longitudinalement afin d'obtenir deux systémes racinaires; la souche
Fo47 est inoculée sur un des deux systémes racinaires 10 jours avant I'inoculation de
l'autre systeme racinaire avec la souche pathogene Fol8. Une réduction d'environ 35%
de la gravité de la maladie suite a I'inoculation de la souche Fo47 est observée quatre
semaines apres 1'inoculation du pathogene; cette différence n'est plus observée 6
semaines apres l'inoculation du pathogene (fig. 3.2.2, 3.2.3).

b) Systéme de marcottage. Dans ce systéme, une plantule de tomate est repiquée
dans un premier pot rempli de terre contenant la souche Fo47; dix-huit jours plus tard,
la tige de la plante est courbée et fixée dans un second pot rempli de terre contenant la
souche pathogene Fol8; un second systéme racinaire se développe dans ce deuxi¢me

pot. La souche Fo47 réduit d'environ 55% la gravité de la maladie dans ce systeme (fig.
3.2.4).
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A: systeme a double hypocotyle

18 jours

-

B: systeme de marcottage

18 jours

->

C: systeme de bouturage

21 jours

D: systeme bénomyl

18 jours
-
Fo47 Fol8 (D: Fol8Rb30, bénomyl
souche résistante
au bénomyl)

Fig. 3.2.1. Description schématique des quatres systemes biologiques utilisés pour la mise en
évidence de l'induction de résistance a la fusariose vasculaire de la tomate, agent pathogéne
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici souche Fol8, par la souche non-pathogéne Fo47 de
Fusarium oxysporum.
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100

80 -

60

Indice de maladie [%)]

Fol8/- Fo47 / Fol8 Fol8/- Fo47 / Fol8
Fo47+Fol8 / - Fo47+Fol8 /-

Fig. 3.2.2. Induction de la résistance a la fusariose vasculaire, agent pathogene Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, par la souche non-pathogéne Fo47 de Fusarium oxysporum, chez
des plantes de tomate possédant un double hypocotyle. A resp. B: indice de maladie quatre
resp. six semaines apres l'inoculation de la souche pathogene.

Dix-huit jours apres le semis, les hypocotyles de plantes de tomate, variété "Bonny Best",
sont fendus en deux, chaque partie étant placée dans une éprouvette contenant de la solution
nutritive de Knop diluée 1:3; un systeme racinaire se développe sur chaque partie de
I'hypocotyle. Huit jours plus tard, 107 conidies de la souche Fo47 sont ajoutées par ml de la
solution nutritive de I'un des systémes racinaires. La souche pathogéne Fol8 est ajoutée au
méme (variante Fo47+Fol8/-) ou a l'autre systeme racinaire (variante Fo47/Fol8) dix jours apres
la souche non-pathogéne (108 conidies par ml solution nutritive). Indice de maladie: % de
jaunissement des plantes. Aucun symptdme de maladie n'est visible sur les plantes traitées
seulement avec la souche Fo47. Chaque valeur est la moyenne de quatre expériences
indépendantes, avec sept plantes par variante et expérience. Chaque expérience est
considérée comme une répétition. Les colonnes avec la méme lettre ne sont pas
significativement différentes a P = 0,05 d'apres le test t de Student réalisé avec les valeurs
exprimées en % de la variante Fol8/- et transformées Arc sin, chaque valeur étant comparée a
chaque autre valeur.
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100
90 1 = Fol8/- -+ Fod7 + Fol8/- - Fod7/Fol8

80 -
70 A
60 -
50 1
40 A
30 A
20 A
10 1
0 et :

22 26 30 34 38
Jours apres repiquage

Indice de maladie [%)]

Fig. 3.2.3. Effet de l'induction de la résistance induite & la fusariose vasculaire, agent pathogene
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, par la souche non-pathogéne Fo47 de Fusarium
oxysporum, sur I'évolution des symptémes de maladie de plantes de tomate possédant un
double hypocotyle.

Explications voir figure 3.2.1. Chaque valeur est la moyenne de sept plantes lors d'une
expérience. Le développement de la maladie dans trois autres expériences était semblable.

100
90 A
80 -~
70 A
60 -

Indice de maladie [%)]

Fol8/ - Fod7 / Fol8

Fig. 3.2.4. Induction de la résistance a la fusariose vasculaire, agent pathogéne Fusarium
oxysporum {. sp. lycopersici, par la souche non-pathogéne Fo47 de Fusarium oxysporum, chez
des plantes de tomate en systéme de marcottage.

Semis des tomates, variété "Bonny Best", dans du terreau, repiquage 18 jours apres
dans de la terre d'un champ autoclavée 30 minutes a 121°C et contenant 106 conidies de la
souche Fo47 par ml. Deux semaines plus tard, les tiges sont courbées et fixées dans des pots
remplis de terre contenant 108 conidies de la souche pathogéne Fol8 par ml. Indice de maladie:
% de jaunissement des plantes. Aucun symptdme de maladie n'est visible sur les plantes
traitées seulement avec la souche Fo47. Chaque valeur est la moyenne de trois expériences
indépendantes, avec dix plantes par variante et expérience. Chaque expérience est considérée
comme une répétition. Les colonnes avec la méme lettre ne sont pas significativement
différentes a P = 0,05 d'apres le test t de Student réalisé avec les valeurs exprimées en % de la
variante Fol8/- et transformées Arc sin, chaque valeur étant comparée a chaque autre valeur.
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¢) Systeme des boutures. Dans ce systéme, les tomates sont semées dans de la
laine de roche contenant la souche Fo47; trois semaines plus tard, les tiges des plantes
sont coupé€es au-dessus de la laine de roche et plantées dans du terreau contenant la
souche pathogene Fol8. La souche Fo47 réduit d'environ 45% la gravité de la maladie

dans ce systeme (fig. 3.2.5).

100

Indice de maladie [%)]

Fol8/ - Fo47 / Fol8

Fig. 3.2.5. Induction de la résistance a la fusariose vasculaire, agent pathogéne Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, par la souche non-pathogéne Fo47 de Fusarium oxysporum, chez
des plantes de tomate en systéme des boutures.

Semis des tomates, variété "Bonny Best", dans des bouchons de laine de roche contenant
108 conidies de la souche Fo47 par ml. Trois semaines plus tard, les plantules sont coupées 0,5
cm au-dessus de la laine de roche puis plantées dans du terreau autoclavé 30 minutes a 121°C
et contenant 10 conidies de la souche pathogéne Fol8 par ml. Indice de maladie: % de
jaunissement des plantes. Aucun symptéme de maladie n'est visible sur les plantes traitées
seulement avec la souche Fo47. Chaque valeur est la moyenne de trois expériences
indépendantes, avec dix plantes par variante et expérience. Chaque expérience est considérée
comme une répétition. Les colonnes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes
a P = 0,05 dapres le test t de Student réalisé avec les valeurs exprimées en % de la variante
Fol8/- et transformées Arc sin, chaque valeur étant comparée a chaque autre valeur.

d) Systeme bénomyl. Dans ce systeme, les racines de plantes de tomate dgées de
17 jours sont plongées dans une solution nutritive contenant la souche Fo47 ou la
souche pathogene Fol8; une semaine plus tard, ces souches sont tuées par un traitement
des racines au bénomyl, puis les racines plongées dans une suspension de conidies de la
souche pathogeéne Fol8Rb30, résistante au bénomyl. La souche Fo47 réduit, dans ce
systeme, la gravité de la maladie de 70%, la souche Fol8 de 55% (fig. 3.2.6).
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Fig. 3.2.6. Induction de la résistance a la fusariose vasculaire, agent pathogéne Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, par la souche non-pathogene Fo47 de F. oxysporum et par la
souche pathogéne Fol8 de F. oxysporum f. sp. lycopersici, chez des plantes de tomate en
systéme bénomyl.

Semis des tomates, variété "Bonny Best", dans du sable de quartz (1,8 - 2,2 mm de
diametre); 18 jours plus tard, les plantes sont placées dans de la solution de nutritive de Knop
diluée 1:3 et contenant 108 conidies par ml de la souche pathogéne Fol8 ou de la souche non-
pathogene Fo47. Une semaine plus tard, les plantes sont transférées pour deux jours dans de
la solution nutritive de Knop diluée 1:3 et contenant 30 ppm de bénomyl (B), puis placées dans
de la solution nutritive de Knop diluée 1:3 et contenant 108 conidies par ml de la souche
pathogéne Fol8Rb30, résistante a 50 ppm de bénomyl. Indice de maladie: % de jaunissement
des plantes. Aucun symptéme de maladie n'est visible sur les plantes traitées seulement avec
la souche Fo47. Chaque valeur est la moyenne de quatre expériences indépendantes, avec
huit plantes par variante et expérience. Chaque expérience est considérée comme une
répétition. Les colonnes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P =
0,05 d'apres le test t de Student réalisé avec les valeurs exprimées en % de la variante Fol8Rb
et transformées Arc sin, chaque valeur étant comparée avec chaque autre valeur.

Dans le systeme des plantes a deux hypocotyles, une concentration de la souche
Fo47 dix fois plus grande que celle de la souche pathogene Fol8 est nécessaire pour

protéger les plantes. Dans les autres systemes, une concentration de la souche Fo47

_égale a celle de la souche pathogene suffit pour réduire la gravité de la maladie.

La souche non-pathogene Fo47 ne peut étre réisolée que des systemes racinaires
ou elle a été inoculée. Elle ne colonise jamais l'autre systéme racinaire ni les tiges des
plantes de tomate. Dans le systeme bénomyl, les souches Fo47 et Fol8 ne peuvent plus

étre réisolées apres le traitement bénomyl, démontrant ainsi 1'efficacité du traitement.
3.2.2. Modification de quelques activités enzymatiques chez les plantes inoculées

Une activité enzymatique plus élevée est mesurée dans les plantes de tomate dont
les racines sont préalablement inoculées avec la souche non-pathogéne Fo47 (plantes
provenant des essais du systéme marcottage et du systeme des tiges coupées). L'activité
de la B-1,4-glycosidase, de la B-1,3-glucanase et de la chitinase augmente dans l'extrait

des tiges (+68%, +215% respectivement +26%: tab. 3.2.1). L'activité chitinase dans
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l'extrait total et l'extrait intercellulaire des feuilles augmente également (+37%,
respectivement +55%, tab. 3.2.2).

Tab. 3.2.1. Influence de la souche non-pathogéne Fo47 de Fusarium oxysporum sur l'activité
enzymatique des tiges de tomate (x).

A) f-1,4-glycosidase % du témoin (w)
Témoin 100,0 a
Fo47 168,3 b
B) pB-1,3-glucanase % du témoin (y)
Témoin 100,0 a
Fo47 3149 b
C) Chitinase ‘ % du témoin (z)
Témoin 100,0 a
Fo47 126,0 b

(x): Les plantes de tomate, variété "Bonny Best", sont semées dans du terreau de semis
contenant 108 conidies de la souche Fo47 par ml; les plantes sont repiquées 18 jours
plus tard dans de la terre d'un champ autoclavée contenant 108 conidies de la souche
Fo47 par ml.

(w): 100% = 30,28 unités par g poids frais; une unité est définie comme la quantité d'enzyme
produisant 100 ug de p-nitrophenol par mil de réactif & 34°C et un pH de 5,2.

(y): 100% = 3,49 unités par g poids frais; une unité est définie comme la quantité d’enzyme
produisant des groupes réductifs équivalent a 100 ug de glucose par ml de réactif en 1
heure & 44°C et un pH de 5,6.

(z): 100% = 136,9 pkat/g poids frais. 1 kat (katal) correspond a la quantité d'enzyme qui
libére une mole équivalant de N-acétyiglucosamine par seconde a 37°C.

Chaque chiffre est la moyenne de 3 expériences indépendantes, avec 3 extraits de tiges par

variante et expérience. Chaque expérience est considérée comme une répétition. Pour

chaque enzyme, les valeurs avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a

P = 0,05 d'aprés le test t de Student.

Tab. 3.2.2. Influence de la souche non-pathogene Fo47 de Fusarium oxysporum sur l'activité
chitinase dans les feuilles de tomate (x).

A) Extrait total % du témoin (y)
Témoin 100 a
Fo47 137 b
B) Extrait du jus intercellulaire % du témoin (y)
Témoin ‘ 100 ¢
Fo47 155 d

(x): Les plantes de tomate, variété "Bonny Best", ont été semées dans de la laine de roche
contenant 106 conidies de la souche Fo47 par ml; les extraits ont été effectués 5
semaines apreés le semis.

(v): 100% = 667,04 pKat/g poids frais (A) resp. 30,32 pKat/g poids frais (B). 1 Kat (Katal)
correspond a la quantité d'enzyme qui libére une mole équivalant de N-
acétylglucosamine par seconde a 37°C.

Chaque chiffre est la moyenne de 2 (A) resp. 4 (B) expériences indépendantes, avec 2

extraits de feuilles par variante et expérience. Les valeurs avec la méme lettre ne sont pas

significativement différentes a P = 0,05 d'aprés le test t de Student.
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3.2.3. Discussion

Les quatre systémes biologiques employés montrent que la souche Fo47 est
capable de diminuer la gravité de la maladie causée par la souche pathogene Fol8 de F.
oxysporum £. sp. lycopersici, tout en étant séparée dans le temps ou dans l'espace de la
souche pathogene. Cette séparation suggere que la réduction de la maladie n'est pas due
a un effet direct de la souche Fo47 sur la souche Fol8, mais passe par l'intermédiaire de
la plante. Cette hypothése est renforcée par le fait que la souche Fo47, tout en
demeurant au niveau des racines, induit dans la tige et les feuilles des changements
physiologiques. Ces changements sont semblables a ceux observés lors de l'induction de
la résistance systémique sensu Kuc (1982): augmentation de 1'activité chitinolytique
dans le jus intercellulaire (Métraux et Boller, 1986; Métraux et al., 1988; Irving et Kuc,
1990; Enkerli, 1990, travail de diplome a I'université de Bale, CH) et dans le jus
cellulaire (Tuzun et al.,1989; Grenier et Asselin, 1990), augmentation de l'activité -
1,3-glucanase (Tuzun et al., 1989). Il semble donc probable que la souche Fo47 réduise
la gravité de la fusariose en déclenchant la formation d'un signal dans les racines, signal
qui induit la résistance systémique. Toutefois, on ne peut pas exclure que la souche
Fo47 produise une substance qui soit transportée a l'intérieur de la plante et déclenche
dans chaque organe ou cellule les mécanismes de défense (résistance induite locale).

C'est la premiére fois que le phénomene de la résistance induite est mis en
évidence chez la tomate avec une souche non-pathogene de F. oxysporum. Ce résultat
est en différent que ceux obtenus avec la méme souche par Alabouvette et
collaborateurs. Ceux-ci proposent que la compétition pour la conquéte du rhizoplan
(Alabouvette et al., 1984b), la compétition pour le fer (Lemanceau et al., 1988) et la
compétition pour les sources d'énergie (Alabouvette et al., 1985a; Alabouvette et al.,
1985b) soient les mécanismes impliqués dans la protection. Alabouvette et

“collaborateurs se basent, pour démontrer le rdle d'une compétition pour les sources
d'énergie, sur le fait qu'un amendement de glucose dans un sol suppressif a la fusariose
vasculaire le rend conductif. Un tel amendement peut toutefois annihiler la résistance
induite chez le concombre (Gessler et Kuc; 1982). La différence entre les résultats
d'Alabouvette et ceux du présent travail s'explique par le fait qu'Alabouvette ajoute la
souche non-pathogéne en méme temps que le pathogéne, alors que dans ce travail la
souche non-pathogéne est ajoutée avant la souche pathogeéne. Ce laps de temps est
nécessaire pour que l'induction de la résistance puisse se manifester (Kuc, 1982).

Le fait que la souche Fo47 induise des changements physiologiques chez la
tomate est en accord avec les travaux de Tamietti et collaborateurs (1993). Ceux-ci ont
montré que les tomates, poussant dans des sols résistants a la fusariose, contiennent plus
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de chitinase dans le jus cellulaire des feuilles, des tiges et des racines que les tomates
qui poussent dans un sol sensible. La présence de souches non-pathogenes de F.
oxysporum est l'origine probable de la résistance de ces sols (Tamietti ez al., 1993).
D'autre part, Kroon et collaborateurs (1991) ont induit avec une souche de F.
oxysporum, pathogene pour l'oeillet, la résistance de la tomate a la fusariose vasculaire,
et Mandeel et Baker (1991) ont induit la résistance du concombre a la fusariose
vasculaire avec une souche non-pathogeéne de F. oxysporum. Kroon et al. (1991) et
Mandeel et Baker (1991) n'ont toutefois pas recherché d'éventuelles modifications de la
physiologie dans les plantes.

Jusqu'a présent, la souche Fo47 n'a été testée en serres commerciales, que pour
lutter contre les fusarioses. En effet, introduite dans un systeme qui favorise la
compétition, elle ne protege que contre ces maladies (Alabouvette et al., 1980a).
Introduite dans un systéme qui favorise la résistance induite, elle devrait permettre
d'augmenter la résistance des tomates a toute une série de pathogenes foliaires, par
exemple, Phytophthora infestans et Cladosporium fulvum. En effet, la résistance induite
est peu spécifique et elle proteége aussi bien les plantes contre les virus, que contre les
bactéries et les champignons (Kuc, 1982). Si tel était le cas, 1'utilisation commerciale de
la souche Fo47 n'en serait que plus intéressante.
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3.3. Protection des plantes de tomate contre la fusariose vasculaire avec
la souche non-pathogene Fo47 de Fusarium oxysporum et des souches
de Pseudomonas fluorescens

3.3.1. Culture hors-sol
Optimisation de I'adjonction de la souche Fo47

La souche non-pathogene Fo47 de F. oxysporum protege les plantes de tomate
contre la fusariose vasculaire (fig. 3.3.1). Ni 15 quantité d'inoculant de la souche Fo47
(104, 105 ou 100 conidies par ml de substrat) ni le nombre d'inoculations (au semis ou
au semis et au repiquage) n'influence le degré de protection; celui-ci est en moyenne de
35% (fig. 3.3.1).
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Témoin Fo47(5)s+Fol8 Fo47(5)sr+Fol8
Fol8 Fo47(6)s+Fol8 Fo47(6)sr+Fol8
Fod7(4)s+Fol8 Fo47(4)sr+Fol8

Fig. 3.3.1. Influence, en systeme hors-sol, de la concentration de l'inoculum et du nombre
d'adjonctions de la souche non-pathogéne Fo47 de Fusarium oxysporum sur sa capacité a
protéger les plantes de tomate contre la fusariose vasculaire, agent pathogéne Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, souche Fol8.

Semis des tomates, variété "Bonny Best", dans des bouchons de laine de roche,
repiquage dans des blocs de laine de roche, 18 jours aprés le semis. Les plantes sont arrosées
avec de la solution nutritive pour culture hors sol. Témoin: sans adjonction de microorganismes.
Fol8: souche pathogéne Fol8 de F. oxysporum f. sp. lycopersici, versée au pied des plantes
apres leur repiquage dans les blocs de laine de roche (100 ml par plante, avec 108 conidies par
ml). Fo47: souche non-pathogene Fo47 de F. oxysporum, ajoutée (s): par trempage des
bouchons au semis, ou (sr): par trempage des bouchons au semis et des blocs au repiquage,
dans une suspension de conidies contenant (4): 104, (5): 10° resp. (6): 108 conidies par ml.
Indice de maladie: % de jaunissement des plantes. Chaque valeur est la moyenne de trois
expériences indépendantes, avec huit plantes par variante et expérience. Chaque expérience
est considérée comme une répétition. Les colonnes avec la méme lettre ne sont pas différentes
a P=0,05dapreés le test t de Student réalisé avec les valeurs exprimées en % de la variante
Fol8 et transformées Arc sin, chaque valeur étant comparée a chaque autre valeur.



56

Optimisation de la forme du fer de la solution nutritive

Le chélate de fer utilisé dans la solution nutritive influence la gravité de la
fusariose vasculaire et la capacité de la souche Fo47 de F. oxysporum a protéger les
plantes de tomate. Le développement de la maladie est plus fort avec la forme ferrique
Fe-EDDHA qu'avec la forme Fe-EDTA (fig. 3.3.2). Toutefois, la protection des
tomates contre la fusariose vasculaire par la souche Fo47 est bonne lorsque la forme de
fer utilis€e est Fe-EDDHA (environ 65%), alors qu'elle est inexistante avec le chélate
Fe-EDTA (fig. 3.3.2)
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Fol8 Fo47+Fol8
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Fig. 3.3.2. Influence, en systéeme hors-sol, du chélate de fer de la solution nutritive sur la gravité
de la fusariose vasculaire des tomates, agent pathogéne Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici,
et sur la protection des plantes avec la souche non-pathogéne Fo47 de Fusarium oxysporum.

Explications générales: voir fig. 3.1.1. La solution nutritive pour culture hors-sol contient 4
mg par litre de fer chélaté & EDDHA ou a EDTA. Fo47: souche non-pathogéne Fo47 de F.
oxysporum, ajoutée par trempage des bouchons et des blocs dans une suspension de 106
conidies par ml. Indice de maladie: % de jaunissement des plantes. Chaque valeur est la
moyenne de trois expériences indépendantes, avec huit plantes par variante et expérience.
Chaque expérience est considérée comme une répétition. Les colonnes avec la méme lettre ne
sont pas différentes a P = 0,05 d'apres le test t de Student réalisé avec les valeurs exprimées
en % de la variante Fol8 / Fe-EDDHA et transformées Arc sin, chaque valeur étant comparée a
chaque autre.

Emploi de souches de P. fluorescens contre la fusariose vasculaire

Parmi les trois souches de P. fluorescens testées, CHAOO, Pf36 et Pf153, les
souches Pf153 et Pf36 réduisent significativement la gravité de la fusariose vasculaire
en systeme hors sol lorsqu'elles sont ajoutées au semis et au repiquage; la souche Pf36
protege également les plantes lorsqu'elle est ajoutée seulement au repiquage (tab. 3.3.1).
Il faut toutefois noter que, contrairement a la protection des tomates avec la souche
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Fod7 de Fusarium oxysporum, 'effet des bactéries sur la maladie varie fortement d'un
essal a l'autre.

Ajoutées en combinaison avec la souche Fo47, aucune des trois souches de
bactéries n'influence l'effet de celle-ci sur la gravité de la maladie en systéme hors-sol
(tab. 3.3.1).

Effet de la souche Fo47 et des souches de P. fluorescens sur la levée des tomates

La souche Fo47, inoculée a une concentration de 100 conidies par ml de laine de
roche, diminue d'environ 20% la levée des tomates de la variété "Bonny Best" losqu'elle
est ajoutée seule. Ajoutée en combination avec les souches CHA00, Pf36 ou Pf153 de
P. fluorescens, aucune diminution de la levée des plantes n'est observée. Aucune des

trois souches de bactéries ajoutée seule n'influence négativement la levée des plantes
(fig. 3.3.3).

100
90 + a
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70 4 B B b pmee
60
50 -
40 -
30 -
20 A
10 +

Levée des plantes [%)]

Témoin P{36 Fo47+Pf36
Fo47 Pf153 Fo47+Pf153
CHAO00 Fo47+CHAOQ0

Fig. 3.3.3. Influence d'un trempage des bouchons de laine de roche dans une suspension de
conidies de la souche non-pathogéne Fo47 de Fusarium oxysporum et/ou de souches de
Pseudomonas fluorescens sur la levée des plantes de tomate.

Semis des tomates, variété "Bonny Best", dans des bouchons de laine de roche trempés
avant le semis dans de la solution nutritive pour hors-sol contenant: Fo47: 108 conidies par mi
de la souche Fo47; A00, 36 resp.153: 107 ufc par ml des souches de P. fluorescens CHAO00,
P136 resp. Pf153. Témoin: sans adjonction de microorganisme. Chaque valeur est la moyenne
de 3 (Pf153 / Fo47+Pf{153), 4 (CHAQO / Fo47+CHA00) resp. 11 (contréle, Fo47) expériences
indépendantes, avec 7 x 5 graines par variante et expérience. Chaque expérience est
considérée comme une répétition. Les colonnes avec la méme lettre ne sont pas
significativement différentes a P = 0,05 d'aprés le test t de Student réalisé avec les valeurs
transformées Arc sin, chaque valeur étant comparée avec chaque autre valeur.
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3.3.2. Culture en terre naturelle

Dans tous les essais présent€s ici, la souche non-pathogene Fo47 de F. oxysporum
est ajoutée deux fois aux plantes: une premiere fois dans le terreau avant le semis, et
une deuxieéme fois par trempage des racines des plantules de tomate dans une

suspension de conidies au moment du repiquage.

L'emploi d'une concentration de 10% conidies de la souche Fo47 par ml de terreau
de semis, resp. par ml de la suspension de conidies, n'est pas suffisante pour protéger,
en terre naturelle d'un champ, les plantes de tomate contre la fusariose vasculaire . Par
contre, aussi bien I'emploi de 105 que de 100 conidies par ml permet de protéger les
plantes de tomate, une concentration de 10 diminuant plus la gravité de la maladie
qu'une concentration de 105 conidies (fig 3.3.4).
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Indice de maladie [%)]

20

10 4
O:

a

Témoin Fo47(4)+Fol8 Fo47(6)+Fol8
Fol8 Fo47(5)+Fol8

Fig. 3.3.4. Influence, en terre naturelle d'un champ, de la concentration de l'inoculum de la
souche non-pathogéne Fo47 de Fusarium oxysporum sur sa capacité a protéger les plantes de
tomate contre la fusariose vasculaire, agent pathogene Fusariurm oxysporum f. sp. lycopersici,
souche Fol8.

Semis des tomates, variété "Bonny Best", dans du terreau, repiquage des plantules 17
jours plus tard. Témoin: sans adjonction de microorganisme. Fol8: souche pathogéne Fol8 de
F. oxysporum {. sp. lycopersici ajoutée a la terre d'un champ trois jours avant le repiquage (108
conidies par ml de terre). Fo47: souche non-pathogéne Fo47 de F. oxysporum ajoutée dans le
terreau avant le semis et par trempage des racines des plantules de tomate dans une
suspension de conidies au moment du repiquage; (4): 104, (5): 10° resp. (6): 108 conidies par
ml de terreau resp. de suspension. Indice de maladie: % de jaunissement des plantes. Chaque
valeur est la moyenne de trois expériences indépendantes, avec six pots par variante et
expérience, avec trois plantes par pot. Chaque expérience est considérée comme une
répétition. Les colonnes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P =
0,05 d'apres le test t de Student réalisé avec les valeurs exprimées en % de la variante Fol8 et
transformées Arc sin, chaque valeur étant comparée avec chaque autre valeur.
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Contrairement au systéme hors sol, seule la souche CHAOO diminue la gravité de
la fusariose vasculaire en terre naturelle, qu'elle soit ajoutée au terreau de semis et a la
terre d'essai ou seulement a la terre d'essai; ajoutée seulement au terreau de semis, elle
ne protége pas les plantes (tab. 3.3.2). Les souches CHAQO et Pf36 augmentent la
protection des plantes par la souche non-pathogéne Fo47 de F. oxysporum; la souche
CHAOO0 n'augmente toutefois la protection que lorsqu'elles est ajoutée apres la souche
Fo47, c'est a dire si elle est ajoutée seulement dans la terre de repiquage (tab. 3.3.2). La
souche Pf153 n'influence pas la protection due a la souche Fo47 (tab. 3.3.2). |
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3.3.3. Essais en serres de production.

Deux séries d'essais ont €t€ réalisées en serres de production: la premiére en serre
expérimentale, avec infection artificielle du sol avec la souche pathogéne Fol8 de
Fusarium oxysporum f{. sp. lycopersici, la seconde dans une serre commerciale de
production biologique naturellement infestée. Dans la premire série d'essai, seule la
souche non-pathogene Fo47 de F. oxysporum a été testée pour sa capacité a protéger les
plantes, alors que dans la seconde, la souche Fo47 et la combinaison de la souche Fo47
et de la souche Pf36 de Pseudomonas sp. ont été étudiées.

Dans la serre expérimentale, la souche Fo47 retarde I'évolution des symptdmes de
deux a trois semaines lors des quatre essais et augmente le rendement des tomates de
premiere qualité dans trois des quatre essais (fig. 3.3.5).

Dans la serre de production biologique, la souche Fo47 retarde 1égérement
I'évolution des symptdmes en en 1989 et en 1990, mais pas en 1991 (fig. 3.3.6). La
souche Fo47 augmente également la récolte des tomates de premiére qualité en 1989 et
en 1990 (fig. 3.3.6); cependant, a cause de variations relativement importantes entre les
diverses parcelles, ces augmentations ne sont pas statistiquement significatives (tab.
3.3.3). La combinaison de la souche Fo47 avec Pf36 augmente significativement la
production des tomates dans les deux années ot elle a été testée (fig 3.3.6, tab. 3.3.3).
D'autre part, la protection des plantes ainsi traitées est beaucoup plus stable, les plantes
de cette variante €tant plus homogenes que celles des autres variantes. Outre
I'infestation naturelle du sol avec 1'agent pathogéne de la fusariose vasculaire, une forte
population de nématodes Meloidogyne sp. est observée dans la serre de production
biologique. Les symptomes de la fusariose sont tout d'abord observés dans des foyers,

puis dans tout l'essai; d'autre part, les différentes lignes de tomates montrent un degré de
maladie différent.
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Fig. 3.3.5. Suppression de la fusariose vasculaire des tomates par la souche Fo47 de Fusanum
oxysporum dans une serre expérimentale de production artificiellement infestée avec la
souche Fol8 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. A: Indice de maladie (% de
jaunissement des plantes). B: quantité de tomates de premiére qualité par plante. 1989/1,
1989/2 et 1990/1, 1990/2: deux essais ont été réalisés respectivement en 1989 et en 1990.

Les graines de tomate, variété "Bonny Best", sont semées et repiquées trois semaines
plus tard dans du terreau, puis plantées dans la terre de la serre quatre semaines apres. La
terre de la serre est traitée a la vapeur, trois semaines avant la plantation. La souche Fol8 est
ajoutée a la terre trois semaines aprés la plantation (5 x 1010 conidies par m2). La souche non-
pathogéne est ajoutée quatre fois: dans la terre immédiatement aprés le traitement a la vapeur
(5 x 1010 conidies par m2), au semis et au repiquage (5 x 106 conidies par m! de terreau) et 4
la plantation (trempage des racines dans une suspension de 108 conidies par ml). Chaque
valeur est la moyenne de 12 plantes.
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Fig. 3.3.6. Suppression de la fusariose vasculaire des tomates par la souche Fo47 de Fusarium
oxysporum seule ou en combination avec la souche P36 de Pseudomonas fluorescens dans
une serre de production biologique naturellement infestée. A: Indice de maladie (% de
jaunissement des plantes). B: Quantité de tomates de premiére qualité par plante. 1989, 1990,
1991 et 1992: un essai a été réalisé par année.

Les graines de tomate, variété "Balca", sont semées et repiquées quatre semaines plus
tard dans du terreau, puis plantées dans la terre de la serre quatre semaines aprés. La terre de
la serre est traitée a la vapeur 'automne précédent les essais. La souche non-pathogéne Fo47
est ajoutée quatre fois: dans la terre immédiatement apres le traitement a la vapeur (5 x 1010
conidies par m?), au semis et au repiquage (5 x 108 conidies par ml de terreau) et a la
plantation (trempage des racines dans une suspension de 10° conidies par ml). La souche Pf
36 est ajoutee trois fois: dans la terre immédiatement apres le traitement a la vapeur (5 x 1011
conidies par m?), au repiquage (5 x 107 conidies par ml de terreau) et  la plantation (frempage
des racines dans une suspension de 107 conidies par mi). Chaque valeur est la moyenne de
120 plantes (trois parcelles par variante, avec quatre lignes par parcelle, avec dix plantes par
ligne).
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Tab. 3.3.3. Quantité de tomates de premiére qualité récoltée par plante protégée ou non par
la souche Fo47 de Fusarium oxysporum seule ou en combinaison avec la souche Pf36 de
Pseudomonas fluorescens dans une serre de production biologique, naturellement
infestée de Fusarium oxysporum£. sp. lycopersici et de Meloidogyne sp.

Essai Production de tomates de premiére qualité [kg par plante]
Microorganismes ajoutés
Aucun Fo47 Fo47 + Pf36
1989 1,302 a 1,678 a non testé
1990 1,039 a 1,342 a non testé
1991 1,597 a 1,504 a 1,892 b
1992 1,919 a non testé 2223 b

Explications générales voir figure 3.3.6. Chaque essai comprend 3 blocs contenant une
_parcelle par variante, avec quatre lignes par parcelle, avec dix plantes par ligne. Chaque
chiffre est la moyenne de 120 plantes, réparties en trois parcelles de quatre lignes, avec dix
plantes par ligne. Les valeurs d'une méme ligne avec la méme lettre ne sont pas
significativement différentes a P = 0,05 d'apres le test t de Student réalisé avec les valeurs
moyennes des plantes de chaque parcelle exprimées en % de la parcelle sans adjonction de
microorganismes du méme bloc et transformées Arc sin, chaque valeur étant comparée a
chaque autre.
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3.3.4. Discussion

Dans le présent travail, la souche non-pathogene Fo47 de F. oxysporum protege
les plantes de tomate contre la fusariose vasculaire, confirmant ainsi les travaux
d' Alabouvette et collaborateurs (1987). La quantité d'inoculant de la souche non-
pathogeéne Fo47 influence le degré de protection des plantes en terre naturelle (tab.
3.3.2.) mais pas en systeme hors sol (tab. 3.3.1.). Ceci est probablement dii au fait que,
lors de l'application de I'inoculant, la laine de roche est dépourvue de microorganismes
résidents, alors que la terre naturelle en contient beaucoup. Il faut donc un certain
nombre de propagules de la souche Fo47 pour surmonter cette concurrence. Ce nombre
est cependant trés inférieur a celui utilisé par Lemanceau et collaborateurs (1992) pour
obtenir une protection des oeillets et a celui de Alabouvette et Couteaudier (1992) pour
protéger le lin. Ces auteurs doivent en effet ajouter dix fois plus de propagules non-
pathogeénes que de propagules pathogenes, tout comme Alabouvette et collaborateurs
(communication personelle) pour protéger les tomates. Dans mes travaux, une quantité
de la souche Fo47 dix fois inférieure a la quantité de la souche pathogéne suffit a
protéger les plantes. Ces différences peuvent s'expliquer par les différentes méthodes
d'adjonction de la souche non-pathogene. Dans le présent travail, la souche Fo47 est au
contact de la plante avant la souche pathogéne et induit une résistance dans la plante
(voir aussi chap. 3.2). Dans les travaux d'Alabouvette et collaborateurs, les plantes sont
mises simultanément en contact avec les souches pathogeéne et non-pathogene et la
souche non-pathogene concurrence la souche pathogene. Il faut souligner que la
séquence d'adjonction des souches utilisée dans le présent travail refléte mieux la
réalité: en effet, dans une serre de production dans laquelle les conditions d'hygi¢ne
normales sont respectées, les plantes ne sont pas en contact avec le pathogéne dés le
semis, mais, au plus tot, au moment de la plantation.

La forme du chélate de fer utilis€ dans la solution nutritive des cultures en
systeme hors-sol, Fe-EDTA ou Fe-EDDHA, joue un réle important sur la gravité de la
maladie et sur la capacité de la souche Fo47 a protéger les plantes de tomate (fig. 3.3.2).
Sans la présence de la souche non-pathogene Fo47, le Fe-EDDHA favorise la maladie,
ce qui est en contradiction avec les observations de Lemanceau et collaborateurs (1988)
et de Scher et Baker (1982). Ceux-ci ont observé une réduction de la maladie par
l'addition d'EDDHA ou de Fe-EDDHA, mais pas par l'addition d'EDTA ou de Fe-
EDTA. IIs expliquent cette réduction par le fait que 'EDDHA, contrairement 3 1'EDTA,
favorise, dans des sols 2 pH €levé, pauvres en fer assimilable, la population de F.
oxysporum non-pathogénes (Lemanceau et al., 1986) ou la population de Pseudomonas
sp. antagonistes (Scher et Baker, 1982; Scher er al., 1984). Dans le présent travail, le fer
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assimilable est en quantité suffisante dans la solution nutritive pour culture hors sol.
Cette solution a un pH de §,5. A ce pH, les ligands EDTA et EDDHA sont capables de
chélater d'autres substances que le fer (Lange, 1973). Ces substances, comme le Ca ,
Jjouent un rdle important, par exemple, dans la résistance des plantes aux maladies ou
sur le pouvoir pathogéne des champignons.

Les souches de P. fluorescens testées diminuent la gravité de la maladie soit en
systeme hors sol (tab. 3.3.1), soit en terre naturelle (tab. 3.3.2). Toutefois, la protection
des plantes contre la fusariose vasculaire par ces souches varie beaucoup plus d'une
expérience a l'autre que la protection par la souche non-pathogene Fo47. Le mode
d'infection de F. oxysporum f. sp. lycopersici peut expliquer ce manque de
reproductibilité. En effet, si un hyphe du champignon péneétre les racines et atteint le
xylémie, le pathogene peut s'y développer et causer la mort de la plante (Agrios, 1988).
Il suffit donc de trés peu de sites d'infection; la quantité importante du pathogéne dans
‘mes essais demande donc une protection quasi parfaite de tout le systéme racinaire.
Méme une occupation de 90% des racines avec un agent protecteur peut s'avérer
insuffisante pour protéger les plantes. La souche non-pathogeéne Fo47, en induisant une
résistance systémique dans les plantes de tomate (voir chap. 3.2), les protége de maniére
beaucoup plus homogene.

Les souches bactériennes testées, bien que protégeant en partie les tomates contre
la fusariose, n'améliorent pas la protection des plantes par la souche non-pathogene
Fo47 en systéme hors-sol (tab. 3.3.1). Lemanceau et Alabouvette (1991) et Eparvier et
collaborateurs (1991) ont par contre observé, dans ce méme type de culture, une
augmentation de la protection des tomates par la souche Fo47 gréice a une co-
inoculation avec des souches de Pseudomonas sp. Lemanceau et collaborateurs (1993)
expliquent ce phénomene par un mécanisme d'inhibition sélective. En effet, la
pseudobactine 358 produite par leur souche de Pseudomonas sp. inhibe plus la souche
pathogene de F. oxysporum que la souche non-pathogéne. La aussi, les différences entre
les résultats décrits par ces auteurs et les miens s'expliquent par le fait que nous
n'ajoutons pas le pathogene et les antagonistes selon les mémes séquences, ce qui
entraine des mécanismes de protection différents.

Les souche Pf36 et CHAOO augmentent par contre la protection des plantes par la
souche non-pathogéne Fo47 en terre naturelle (3.3.2). Un effet additif entre des souches
non-pathogenes de F. oxysporum et de Pseudomonas sp. a également été observé par
Park et collaborateurs (1988) en terre naturelle; une stimulation de 1'activit€ des
pseudomonades par une exsudation plus importante des racines provoquée par une
souche non-pathogene de F. oxysporum, suivie d'une compétition pour le fer, pourrait
&tre responsable de cet effet additif (Elad et Baker, 1985). Or, dans mes expériences, au
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contraire de celles de Park et collaborateurs (1988), 'augmentation de protection de la
souche non-pathogene Fo47 avec la souche CHAQOO n'est observée que si 'adjonction de
la bactérie est décalée dans le temps par rapport a 1'adjonction de 1a souche Fo47.
L'augmentation de la protection dans le présent travail est peut-€tre due 2 l'effet de la
bactérie sur les pathogeénes mineurs. Ceux-ci sont connus pour faciliter 1'entrée de F.
oxysporum dans les plantes (Kerr, 1963). Cette hypothese expliquerait pourquoi nous
n'avons pas observé d'effet additif entre les souches de P. fluorescens et 1a souche Fo47
en systeme hors sol. En effet, celui-ci n'est pas contaminé par des pathogénes mineurs
vu les conditions d'hygiene dans lesquelles le présent travail a été réalisé. Le fait qu'un
effet additif entre la souche Fo47 et la souche CHAOO ne soit pas observé lorsque les
deux antagonistes sont ajoutés simultanément est probablement dii au fait que la
bactérie a également une action antagoniste vis-a-vis de la souche Fo47. En effet, elle
inhibe sa croissance in vitro (résultats non présentés). C'est la premiere fois que
l'influence de la séquence d'inoculation d'antagonistes sur 1'effet additif de leur
protection est mise en évidence.

La souche Fo47 protege les plantes de tomate en serre expérimentale de
production (fig. 3.3.5), alors que son pouvoir protecteur est moins constant en serre
commerciale de production biologique (fig. 3.3.6, tab. 3.3.3). Dans cette derni¢re serre,
l'adjonction de la souche Pf36 de P. fluorescens stabilise et augmente la protection des
plantes. Le peu de protection diie a la souche Fo47 appliqué seul dans la serre
commerciale s'explique par la présence d'une population abondante de pathogénes
mineurs et de Meloidogyne sp. Ces derniers sont connus pour pouvoir casser la
résistance des tomates a la fusariose (Sidhu et Webster, 1977; Noguera et Smits, 1990;
Chindo et al., 1991).
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3.4. Protection des plantes de concombre contre la pourriture noire des
racines, agent pathogeéne Phomopsis sclerotioides, avec des souches de
bactéries

3.4.1. Essais en pots

Sauf indications contraires, les essais en pots ont été réalisés avec des terres

naturelles non traitées.

Parmi les bactéries ayant protégé les plantes de concombre contre la pourriture
noire des racines dans les premiers tests de "screening" (voir chap. 3.1.), cinq ont tout
d'abord été testées dans de la terre provenant d'une serre commerciale, prélevée quatre
semaines apres la désinfection du sol a la vapeur. Les cing souches, a savoir les souches
Pf153, Pf36, TM1'b2, Cx7b2 et CC2C, ainsi que le mélange de ces souches, diminuent,
dans cette terre, la gravité de la maladie entre 20 et 35% (fig. 3.4.1).

100

90 +

Indice de maladie [%)]

Témoin Phom+Pf153 Phom+TM1b2  Phom+CC2C
Phom Phom+P{36 Phom+Cx7b2  Phom+cocktail

Fig. 3.4.1. Protection, dans de la terre naturelle provenant d'une serre commerciale désinfectée
a la vapeur, de plantes de concombre contre la pourriture noire des racines, agent pathogéne
Phomopsis sclerotioides, avec diverses souches de bactéries.

Semis des concombres, variété "Aramon”, dans du terreau "Brill", repiquage des
plantules 7 jours plus tard dans de la terre naturelle. Témoin: sans adjonction de
microorganismes. Phom: 4 g d'une culture sur millet de la souche L3 de P. sclerotioides par litre
de terre, ajoutés dans la terre d'essai trois jours avant le repiquage des plantes. Pf153, P{36,
TM1'b2, Cx7b2, CC2c: souches de bactéries ajoutées au terreau au moment du semis et a la
terre d'essai trois jours avant le repiquage (107 ufc par ml terre). Cocktail: mélange des cinq
souches de bactéries. Indice de maladie: % de racines nécrosées. Chaque valeur est la
moyenne de cing expériences indépendantes, avec six pots par variante et expérience, avec
deux plantes par pot. Chaque expérience est considérée comme une répétition. Les colonnes
avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P = 0,05 d'apres le test t de
Student réalisé avec les valeurs exprimées en % de la variante Phom et transformées Arc sin,
chaque valeur étant comparée a chaque autre.
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3.4.1.1. Influence du milieu de culture utilisé pour la production de I'inoculant
bactérien sur la protection des plantes et sur la colonisation des racines

Protection

Dans la terre naturelle, le milieu de culture utilisé pour la production des souches
Pf153 et Pf153nr2, résistante a la nalidixine, influence leur capacité a protéger les
plantes de concombre contre la pourriture noire des racines. Cultivée sur du milieu
gélosé B de King normal ou dilué 1:4, la souche Pf153 réduit la gravité de la maladie
d'environ 35% en terre naturelle (tab. 3.4.1), alors que, produite dans du milieu liquide
B de King non dilué, la bactérie ne diminue la maladie que de 13%. Cultivée dans du
milieu liquide B de King dilué 1:4 ou dans le milieu liquide M1 de Roughley, la
bactérie protege les plantes aussi efficacement que lorsqu'elle est cultivée sur du milieu
gélosé B de King (tab. 3.4.1). Les degrés de protection obtenus avec les bactéries
cultivées dans les milieux liquides mannitol-extrait de levure et "NYB" sont
intermédiaires. Il n'existe aucune corrélation entre le pouvoir protecteur de la souche
Pf153 et ses caractéristiques de croissance dans les divers milieux (tab. 3.4.2). La

souche Pf153nr2 réagit de la méme maniére que la souche Pf153 aux différents milieux
de cultures utilisés (tab. 3.4.1).

En systéme gnotobiotique, le milieu utilisé pour la production de la souche Pf153
n'influence pas sa capacité a protéger les plantes de concombre, le niveau de protection
étant, quel que soit le milieu de culture utilisé, compris entre 75 et 90% (tab. 3.4.1).

Colonisation

Le milieu de culture utilisé pour la production de la souche Pf153nr2 de P.
fluorescens n'influence pas sa capacité a coloniser la terre ou les racines de concombre.
Dans l'essai de protection des plantes, la quantité de bactéries de la souche Pf153nr2
dans la terre a la fin de l'essai est la méme quel que soit le milieu de culture utilisé. (tab.
3.4.3). Dans les essais en absence de pathogene, la bactérie, apportée par trempage des
graines prégermées dans une suspension de 1 x 107 ufc par ml, n'a pas colonisé
activement les racines des plantes de concombre sur plus de quelques centimétres (fig.
3.4.2), et environ 1 x 104 ufc sont présentes par gramme de terre dans les cing premiers
centimetres de terre proche de la graine, quel que soit le milieu de culture utilisé (fig.
3.4.3.A, 3.4.3.B). La densité de la bactérie isolée des racines est environ dix fois plus
importante, excepté lorsque les plantes poussent dans de la terre naturelle et que la
bactérie est cultivée sur du milieu gélosé B de King (fig. 3.4.3.A, 3.4.3.B).
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Tab. 3.4.2. Caractéristiques de la croissance de Ia souche Pf153 de Pseudomonas
fluorescens dans divers milieux nutritifs (%),

Milieu nutritif Tempsde Passage phase Concentration

genératlon exponentielle/  des bactéries

[h] ¥) phase aprés 12
stationaire [h] heures
(@) [x10%ufc/ml]

Milieu gélosé B de King 1,22 8 3.2
Milieu gélosé B de King 20% 1,64 8 1,1
Milieu liquide B de King 1,27 8-9 33
Milieu liquide B de King 20% 1,24 9 1,1
Milieu liquide NYB 0,98 8 3.4
Milieu liquide extrait de levure - mannitol 1,32 7 1,6
Milieu liquide M1 de Roughley 0,92 8 3,6

(X): concentration initiale des bactéries 107ufc par mi; les cultures sont incubées a 24 °C, les
milieux liquides étant agités (140 tpm, rayon de rotation 2 cm).

(¥): le temps de génération est calculé d'aprés une régression réalisée sur plusieurs points de
la courbe de croissance pendant la période exponentielle.

(2): temps entre l'inoculation des bactéries et le passage de la phase exponentielle & la phase
stationaire.

Tab. 3.4.3. Influence du milieu de culture sur la capacité de la souche Pf153nr2 de Pseudomonas
fluorescens a coloniser la terre naturelle d'un champ lors d'un essai de protection des
concombres contre la pourriture noire des racines, agent pathogéne Phomopsis sclerotioides ().

Variante (X) log ufc P#153nr2 par mi terre (¥)
Phomopsis sclerotioides 0@ a
+ Pf153nr2 / milieu gélosé B de King 59 b
+ Pf153nr2 / milieu liquide B de King 59 b
+ Pf153nr2 / milieu liquide B de King 20% 59 b

() : semis des concombres, variété "Pandorex”, dans du terreau de semis, repiquage des
plantules 7 jours aprés le semis dans de la terre naturelle provenant d'un champ & Eschikon
(ZH). Chaque valeur est la moyenne de quatre expériences indépendantes, avec 3
réisolations par variante et expérience. Chaque expérience est considérée comme une
répétition. Les valeurs avec la méme lettre ne sont pas différentes & P = 0,05 d'apreés le test
t de Student, chaque valeur étant comparée a chaque autre valeur.

(X) : Phomopsis sclerotioides: 4 g d'une culture sur millet de trois semaines sont ajoutés par litre
de terre, trois jours avant le repiquage des plantes. La souche Pf153nr2, mutant naturel
résistant a la nalidixine, est ajoutée a la terre d'un champ, trois jours avant le repiquage des
plantes (107 ufc par ml de terre); milieux de culture utilisés: milieu gélosé B de King, milieu
liquide B de King ou milieu liquide B de King 20%; les bactéries sont lavées trois fois avec
de l'eau distillée avant d'étre ajoutées dans la terre.

(¥) : réisolation des bactéries sur du milieu gélosé B de King contenant 1 g d'acide nalidixique par
litre de milieu.

(2) - 0 = moins de 1 x 104 ufc par ml terre.
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Fig. 3.4.2. Influence du milieu de culture sur la capacité de la souche P{153nr2 de
Pseudomonas fluorescens, résistante a la nalidixine, a coloniser le systeme racinaire jusqu'a
différentes profondeurs.

Les graines de concombre, variété "Pandorex", prégermées deux jours sur du milieu
gélosé a I'eau, sont plongées cing minutes dans une suspension de 107 ufc de la souche
Pf153nr2 cultivée sur du milieu gélosé B de King (Ks), dans du milieu liquide B de King (KI) ou
dans du milieu liquide M1 de Roughley (M1), puis repiquées dans des boites en PVC (7,5 x 1,2
x 18 cm) remplies de terre et dont le dos est pourvu d'un buvard, lequel plonge dans un gobelet
contenant de I'eau bidistillée (sauf variante avec la terre artificielle: solution nutritive de Knop
diluée 1:1). Deux semaines plus tard, la colonisation qualitative des racines est déterminée
grace a des isolations des bactéries sur du milieu gélosé B de King contenant de I'acide
nalidixique. Chaque valeur est la moyenne de trois expériences indépendantes, avec quatre
plantes par variante et expérience. Chaque expérience est considérée comme une répétition.
Les colonnes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P = 0,05 d'aprés
le test t de Student, chaque valeur étant comparée a chaque autre valeur.

La rhizosphere, au contraire de la terre, favorise la multiplication de la souche
Pf153nr2. Ceci est mis en évidence en ajoutant la souche Pf153nr2 a faible

concentration dans de la terre naturelle qui par la suite est plantée en concombre (tab.
3.4.4.).
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Fig. 3.4.3. Influence du milieu de culture de la souche Pf153nr2 de Pseudomonas fluorescens,
résistante a la nalidixine, sur la quantité de cette bactérie présente, dans les cinq premiers
centimetres a partir de la graine, dans la terre et la rhizosphére de plantules de concombre. A:
terre artificielle. B: terre naturelle d'un champ.

Explications générales voir figure 3.4.2. Le nombre dufc de la souche Pf153nr2 est
déterminé a l'aide de séries de dilution sur du milieu gélosé B de King contenant un g d'acide
nalidixique par litre. Chaque valeur est la moyenne de trois expériences indépendantes, avec
quatre plantes par variante et expérience. Chaque expérience est considérée comme une
répétition. Les colonnes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P =
0,05 d'apres le test t de Student, chaque valeur étant comparée a chaque autre valeur.

Tab. 3.4.4. Influence du milieu de culture de la souche Pf153nr2 de Pseudomonas fluorescens
sur sa capacité a se multiplier dans la terre et la rhizosphére de plantes de concombre
poussant dans de la terre naturelle des champs (%).

Terre Rhizosphere
Milieu de culture (¥) log ufc Pf153nr2 par g (2) log ufc Pf153nr2 par g (2)
Gélose B de King 3,7 a 50 b
Milieu liquide B de King 3,5 a 48 b
Milieu liquide B de King 20% 30 a 43 b
Milieu M1 de Roughley 3,3 a 44, b

() : prégermage des graines de concombre, variété "Pandorex”, 48 heures sur du milieu gélosé
a l'eau, repiquage dans des boites en PVC (7,5 x 1,2 x 18 cm) remplies de terre naturelle
provenant d'un champ d'Eschikon (ZH) et dont le dos est pourvu d'un buvard, lequel
trempe dans un gobelet contenant de I'eau bidistillée. Chaque valeur est la moyenne de
trois expériences, avec quatre réisolations par variante et expérience. Chaque expérience
est considérée comme une répétition. Les valeurs avec la méme lettre ne sont pas
différentes a P = 0,05 d'apres le test t de Student, chaque valeur étant comparée a chaque
autre valeur.

(¥) : la souche P#153nr2, mutant naturel résistant a la nalidixine, est ajoutée a la terre des
champs trois jours avant le repiquage des plantes (103 ufc par ml terre); les bactéries sont
lavées 3 fois avec de l'eau distillée avant d'étre ajoutées a la terre.

(2) : réisolation, deux semaines apres le repiquage, des bactéries sur de la gélose B de King
contenant un g d'acide nalidixique par litre.
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3.4.1.2. Influence du moment et du nombre d'apports de bactéries sur la
protection

Trois modes de traitement des plantes avec diverses souches de bactéries ont été
étudiés: une seule adjonction de bactéries au sermis, une seule adjonction de bactéries
dans la terre d'essai, ou une adjonction de bactéries au semis plus une dans la terre
d'essai. Chaque souche de bactéries protége les plantes de concombre dans, au moins,
un mode de traitement (tab. 3.4.5). Les souches Pf153, Cx7b2 et Clal protégent les
plantes quel que soit le mode de traitement, alors que la souche Pf36 réduit la maladie
lorsqu'elle est ajoutée au semis ou au semis et dans la terre d'essai. Quand a la souche
CA1'b2, elle ne diminue la gravité de la maladie que lorsqu'elle est ajoutée uniquement
au moment du semis.

Tab. 3.4.5. Protection, dans de la terre naturelle d'un champ, de plantes de concombre
‘contre la pourriture noire des racines, agent pathogéne Phomopsis sclerotioides, avec
diverses souches de bactéries (X). ‘

Microorganismes Protection des plantes [%)] (¥)
ajoutés Bacteries ajoutées
au semis (2) dans terre essai (2) au semis +

dans terre essai (2)

Phom 00 a 00 a 00 a
Phom + Pf153 31,8 bed 300 d 146 bc
Phom + Pf36 204 ¢ 80 ab 130 b
Phom + Cx7b2 13,7 bec 19,1 bed 10,5

Phom + C1a1l 18,7 bc 241 cd 126 b
Phom + C*'b2 262 cd 12,2 abed 71 ab

(X): semis des concombres, variété "Pandorex”, dans du terreau; repiquage des plantules 7
jours plus tard dans la terre naturelle provenant d'un champ en friche (Eschikon-ZH).
Chaque valeur est la moyenne de 3 expériences indépendantes, avec 6 pots par variante
et expérience, avec deux plantes par pot. Chaque expérience est considérée comme une
répétition. A lintérieur d'une colonne, les valeurs avec la méme lettre ne sont pas
différentes a P = 0,05 d'aprés le test t de Student réalisé avec les valeurs transformées
Arc sin, chaque valeur étant comparé a chaque autre.

(¥): % de réduction des symptémes par rapport A la variante Phom. Valeur absolue de la
variante Phom: 80,9 % de racines nécrosées.

(2); adjonction des bactéries (107 ufc par mi de substrat) soit dans le terreau, soit dans la terre
d'essai trois jours avant le repiquage des plantes, soit dans le terreau et dans la teme
d'essai trois jours avant le repiquage des plantes.

Phom:Phomopsis sclerotioides souche L3; 4 grammes d'une culture sur millet de 3 semaines
sont ajoutés par litre de terre trois jours avant le repiquage des plantes.

P{153, P136, Cx7b2, C1at, C*1'b2: souches de bactéries provenant de champs de la région de
Morens (FR) suppressifs & Thievialopsis basicola.
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3.4.1.3. Effet protecteur sur des cultures successives de concombre

Un essai de longue durée a été réalisé, en pots, dans trois terres différentes: terre
d'un champ (Eschikon ZH), terre d'une serre commerciale (Fehraltorf ZH) prélevée au
printemps dans un sol désinfecté a la vapeur I'automne précédent, et terre d'une serre
commerciale (Fehraltorf ZH) prélevée dans une serre naturellement infestée avec P.
sclerotioides. Trois cultures successives de concombre ont été effectuées dans ces
terres; les souches de bactéries et la souche L3 de P. sclerotioides ont été ajoutées aux
terres avant la premiére culture. Les souches de bactéries ont également €t€ ajoutées
dans le terreau de semis de la premiére culture.

Les plantes de la premiére culture ne sont pas efficacement protégées dans la terre
naturellement infestée, une protection faible 8 moyenne étant observée dans les deux
autres terres (tab. 3.4.6). A l'exception de la souches TM1'b2, toutes les bactéries
protegent les plantes de concombre dans toutes les terres lors de la deuxi¢me culture de
concombre, I'effet protecteur de chaque bactérie étant supérieur par rapport a la
premiére culture. Lors de la troisieme culture, 1'effet protecteur des bactéries est a
nouveau moins efficace. La protection obtenue avec le mélange des bactéries
antagonistes est pratiquement égale a la moyenne des protections obtenues avec chaque
bactérie seule (tab. 3.4.6).

3.4.1.4. Effet d'un amendement ferrique sur la protection

L'effet d'un amendement ferrique sur la protection des plantes de concombre par
la souche Pf153 de P. fluorescens a été étudié lors de deux cultures successives.
Septante mg de Fe-EDDHA ont ét€ ajoutés par litre de terre avant chaque culture; les
bactéries et le pathogeéne n'ont été ajoutés que lors de la premiére culture.

L'apport de Fe-EDDHA augmente la protection des plantes contre la pourriture
noire des racines par la souche Pf153 lors de la premiere culture: 80 % d'augmentation
de la protection dans la terre d'un champ et 270 % dans de la terre provenant de serres
commerciales (tab. 3.4.7). Lors de la deuxiéme culture, une augmentation de la
protection n'est observée que dans la terre provenant de serres commerciales, l'effet
étant moins important que lors de la premiere culture (40 % d'augmentation de la
protection, tab. 3.4.7). Sans adjonction de bactéries, I'amendement ferrique n'influence
pas l'expression de la maladie (tab. 3.4.7).
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Tab. 3.4.6. Protection de cultures successives de concombre contre la pourriture noire des racines,
agent pathogéne Phomopsis sclerotioides, avec diverses souches de bactéries, ajoutées lors de la
premiére culture seulement, dans trois terres naturelles (X)

Microorganismes Protection des plantes [%] (¥)
ajoutés 1ere culture 2éme culture 3éme culture
Terre provenant  Phom 0,0(829) a 0,0(73,7) a 0,0(862) a
d'une serre Phom + Pf153 69 b 90 b 6,6 bc
commerciale Phom + Pf36 13 a 274 c¢ 82 ¢
naturellement Phom + TM1'b2 00 a 06 ab 108 ab
infestée Phom + Cx7b2 00 a 18,0 bc 0,0 ab
(Fehraltorf ZH) Phom + CC2¢ 115 b 250 ¢ 94 be
Phom + cocktail 30 a 16,0 bc 145 abc
Terre provenant  Phom 0,0(868) a 0,0(833) a 0,0(89,0) a
d'une serre Phom + Pf153 79 ab 210 b 208 d
-commerciale Phom + P36 82 b 282 ¢ 45 ‘b
stérilisée a la Phom + TM1'b2 75 ab 251 be 114 ¢
vapeur Phom + Cx7b2 55 b 299 bc 81 bc
(Fehraltorf ZH) Phom + CC2¢ 95 ab 389 ¢ 145 cd
Phom + cocktail 80 b 258 ¢ 53 b
Teme provenant  Phom 0,0(849) a 0,0(72,0) a 0,0(888) a
d'un champ Phom + Pf153 162 ¢ 24 ¢ 82 bc
en friche Phom + P{36 154 ¢ 233 ¢ 160 c
(Eschikon ZH) Phom + TM1'b2 53 ab 6,7 ab 62 b
Phom + Cx7b2 63 b 18,1 bc 50 ab
Phom + CC2¢c 72 ab 102 b 152 abc
Phom + cocktail 171 bc 150 ¢ 178 ¢

(X): semis des concombres, variété "Pandorex”, dans du terreau; repiquage des plantules 7 jours
plus tard dans de la terre naturelle. Aprés environ 7 semaines, les racines des plantes sont
séparées du sol et le % de racines nécrosées noté; de nouveliles plantules sont alors
replantées dans cette terre, et un litre de solution nutritive de Knop est ajouté par variante.
Chaque valeur est la moyenne de 3 expériences indépendantes, avec 6 pots par variante et
expérience, avec deux plantes par pot. Chaque expérience est considérée comme une
répétition. Pour chaque terre, les valeurs d'une colonne avec une méme lettre ne sont pas
différentes a P = 0,05 d'aprés le test t de Student réalisé avec les valeurs transformées Arc

sin, chaque valeur étant comparée a chaque autre valeur.

(¥): % de réduction des symptémes par rapport a la variante Phom. Les valeurs absolues (% de
racines nécrosées) pour la variante Phom sont indiquées entre parenthéses.

Phom: souche L3 de P. sclerotioides; 4 g d'une culture sur millet de 3 semaines sont ajoutés par
litre de terre, trois jours avant le repiquage des plantes de la premiére culture.

P1153, Pf36, Tm1'b2, Cx7b2, CC2C: souches de bactéries provenant de champs de la région de
Morens (FR) suppressifs a Thievialopsis basicola. Elles sont ajoutées au tereau de semis de
la premlére culture et a la terre d'essai trois jours avant le repiquage de la premiére culture
(107 ufc par mi de substrat). Aucune bactérie n'est ajoutée lors des cultures suivantes.

cocktail: inoculation simultanée des cinq souches de bactéries (5 x 108 ufc de chaque souche par
mi substrat).
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Tab. 3.4.7. influence d'un amendement ferrique (Fe-EDDHA) sur la protection de cultures
successives de concombre contre la pourriture noire des racines, agent pathogéne
Phomopsis sclerotioides, avec la souche Pf153 de Pseudomonas fluorescens dans deux
terres naturelles (X)

Variante Protection des plantes [%] (¥)

Terre serre stérilisée (2) Terre champs (2)

1ére culture 2éme culture  1ére culture 2eme culture

Phom 00 a 00a 00 a 00 a
Phom + Fe-EDDHA 03 a 71b 13 a 34 a
Phom + Pf153 79 b 210 ¢ 162 b 224 b
Phom + Pf153 + Fe-EDDHA 296 ¢ 295 d 290 ¢ 279 b

(x): semis des concombres, variété "Pandorex”, dans du terreau; repiquage des plantules 7
jours plus tard dans la terre naturelle. Aprés environ 7 semaines, les racines des plantes
sont séparées du sol et le % de racines nécrosées noté; de nouvelles plantules sont
alors plantées dans cette terre, et un litre de solution nutritive de Knop est ajouté par
variante. Chaque valeur est la moyenne de 3 expériences indépendantes, avec 6 pots
par variante et expérience, avec deux plantes par pot. Chaque expérience est
considérée comme une répétition A l'intérieur d'une colonne, les valeurs avec la méme
lettre ne sont pas différentes a P = 0,05 d'aprés le test t de Student réalisé avec les
valeurs transformées Arc sin, chaque valeur étant comparée a chaque valeur.

(¥): % de réduction des symptémes par rapport 4 la variante Phom. Valeurs absolues pour la
variante Phom (de gauche a droite): 86,8, 83,3, 84,9, resp. 72,0 % des racmes
nécrosées.

(2): terres naturelles provenant soit d'une serre commerciale ( Fehraltort ZH, terre prélevée
au printemps et stérilisée a la vapeur 'automne précédent), soit d'un champ en friche
(Eschikon ZH).

Phom: P. sclerotioides souche L3; 4 g d'une culture sur millet de 3 semaines ajoutés par litre
de terre trois jours avant le repiquage des plantes de la premiére culture.

Pf153: souche Pf153 de P. fluorescens provenant d'un champ de la région de Morens (FR)
suppressufs a Thievialopsis basicola. Elle est ajoutée au terreau de semis de la premlére
culture et a la terre d'essai trois jours avant le repiquage de la premiére culture (107 ufc
par ml substrat). Aucune bactérie n'est ajoutée lors des cultures suivantes.

Fe-EDDHA: amendement de 70 mg de Fe-EDDHA + 11,2 mg de EDDHA par litre de terre
avant chaque repiquage.

3.4.1.5. Effet de I'eau de percolation sur la colonisation des racines

L'eau de percolation joue un role prépondérant dans la colonisation des racines
par la souche bactérienne Pf153nr2 (fig 3.4.4). Lorsque les plantes sont arrosées par le
bas, grice au papier buvard placé sur le dos des boites de culture, la population
bactérienne reste limitée dans la proximité immédiate des graines sur lesquelles elles
ont été inoculées. Lorsque I'arrosage des plantes a lieu par le haut, on retrouve les
bactéries jusqu'a la limite 2 laquelle 1'eau a percolé.
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Fig. 3.4.4. Influence de I'eau de percolation sur la colonisation des racines de concombre par la
souche PF153nr2 de Pseudomonas fluorescens, résistante a la nalidixine, dans deux terres
naturelles.

Les graines de concombre, variété "Pandorex”, prégermées deux jours sur du milieu
gélosé a l'eau, sont plongées cing minutes dans une suspension de 10/ ufc de la souche
Pf153nr2, puis repiquées dans des boites en PVC (7,5 x 1,2 x 18 cm) remplies de terre et dont
le dos est pourvu d'un buvard, lequel trempe dans un gobelet contenant de I'eau bidistillée; en
plus, les plantes sont arrosées avec 0, 0,3 ou 5,5 ml d'eau par cm2 de sol tous les trois jours.
Deux semaines plus tard, la colonisation qualitative des racines est déterminée grace a des
isolations des bactéries a partir de fragments de racines prélevés a différentes profondeurs et
déposés sur du milieu gélosé B de King contenant un g d'acide nalidixique par litre. Chaque
valeur est la moyenne de trois expériences indépendantes, avec quatre plantes par variante et
expérience. Chaque expérience est considérée comme une répétition. Les colonnes avec la
méme lettre ne sont pas significativement différentes a P = 0,05 d'apres le test t de Student,
chaque valeur étant comparée a chaque autre valeur.

3.4.1.6. Protection des plantes de concombre contre diverses maladies telluriques

Le pouvoir protecteur de deux souches de Pseudomonas sp., Pf153 et Cx7b2, a
été testé, en systeme gnotobiotique, contre trois maladies des concombres: la pourriture
noire des racines (agent pathogene P. sclerotioides), la fusariose vasculaire (agent
pathogene Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum), et la fonte des semis (agent
pathogene Pythium ultimum).

Les deux souches ont diminué nettement la gravité des trois maladies testées:
entre 70 et 80 % de diminution de la pourriture noire des racines (fig. 3.4.5), entre 60 et
70 % de diminution de la fusariose vasculaire (fig. 3.4.6), et environ 75 % de
diminution de la fonte des semis (fig. 3.4.7).
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Fig. 3.4.5. Protection, en systeme gnotobiotique, de plantes de concombre contre la pourriture
noire des racines, agent pathogéne Phomopsis sclerotioides, par deux souches de
Pseudomonas sp.

Les graines de concombre, variété "Pandorex", prégermées 48 heures sur du milieu
gélosé a l'eau, sont semées dans un erlenmeyer d'un litre contenant 400 g de sol artificiel.
Téemoin: sans adjonction de microorganisme. Phom: P. sclerotioides souche L3: 1,5 g dune
culture sur millet de trois semaines sont ajoutés par litre de terre quatre jours avant le semis.
Les souches bactériennes Pf153 et Cx7b2 sont ajoutées a la terre quatre jours avant le semis
(107 ufc par g terre). Indice de maladie: % de racines nécrosées. Chaque valeur est la
moyenne de quatre expériences indépendantes, avec deux erlenmeyers par variante et
expérience, avec trois plantes par erlenmeyer. Chaque expérience est considérée comme une
répétition. Les colonnes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P =
0,05 d'apres le test t de Student réalisé avec les valeurs exprimées en % de la variante Phom
et transformées Arc sin, chaque valeur étant comparée avec chaque autre valeur.
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Fig. 3.4.6. Protection, en systéme gnotobiotique, de plantes de concombre contre la fusariose
vasculaire, agent pathogene Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum souche Foc3, par deux
souches de Pseudomonas sp.

Explications générales: voir fig. 3.4.5. Foc3: 1,5 g d'une culture sur millet de trois
semaines sont ajoutés par litre de terre quatre jours avant le semis. Indice de maladie: % de
flétrissement des plantes. Chaque valeur est la moyenne de quatre expériences indépendantes,
avec deux erlenmeyers par variante et expérience, avec trois plantes par erlenmeyer. Chaque
experience est considérée comme une répétition Les colonnes avec la méme lettre ne sont pas
significativement différentes a P = 0,05 d'aprés le test t de Student réalisé avec les valeurs

exprimées en % de la variante Foc3 et transformées Arc sin, chaque valeur étant comparée
avec chaque autre valeur.
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Fig. 3.4.7. Protection, en systéme gnotobiotique, de plantes de concombre contre la fonte des
semis, agent pathogéne Pythium ultimum, par deux souches de Pseudomonas sp.

Explications générales voir fig. 3.4.5. P. ultimum: 1 g d'une culture sur millet de deux
semaines est ajouté par litre de terre quatre jours avant le semis. Indice de maladie: % de
plantes mortes. Chaque valeur est la moyenne de quatre expériences indépendantes, avec
deux erlenmeyers par variante et expérience, avec trois plantes par erlenmeyer. Chaque
expérience est considérée comme une répétition Les colonnes avec la méme lettre ne sont pas
significativement différentes a P = 0,05 d'apres le test t de Student réalisé avec les valeurs
exprimées en % de la variante P. ultimum et transformées Arc sin, chaque valeur étant
comparée a chaque autre valeur.

3.4.2. Essais en serres de production

Trois essais de protection des plantes ont été réalisés en serres de production, sans
adjonction artificielle de 1'agent pathogene. Dans un des trois essais, réalisé€ en 1991, il
n'y avait pas de maladie et le nombre de concombres récoltés était le méme dans les
différentes variantes (tab. 3.4.8, fig. 3.4.8). Les plantes des essais réalisés en 1992 ont
été fortement attaquées par P. sclerotioides. Les bactéries n'ont pas pu, pour des raisons
techniques, €tre ajoutées au semis ou a la terre avant la plantation. De ce fait, les
bactéries n'ont probablement pas atteint les racines des plantes avant le pathogene. Une
diminution des nécroses racinaires par les souches CC2c et TM1'b2 a été observée a la
fin de l'essai dans certaines variantes (tab. 3.4.9); cependant, aucune différence
significative du rendement en fruits n'a pu étre mise en évidence (tab. 3.4.8, fig 3.4.9 et
3.4.10). Il est également intéressant de constater que, pendant les deux premiers mois de
la culture 1992, les plantes situées sur la parcelle ayant regu les bactéries en 1991
étaient plus belles que celles des autres serres de 'exploitation (Heinrich,
communication personnelle).
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Tab. 3.4.8. influence de l'adjonction de souches antagonistes de bactéries sur le rendement
total de plantes de concombre en serres de production.

Rendement [fruits récoités par plante]

Témoin  Pf153 P136 CC2c TMib2 Cx7b2 Cocktail

Serre de production

sans pression de 277a 289a 291 a 287a 290 a pastestt 28,1 a
maladie, essai réalisé

en 1991 ()

Serre de production
fortement infestée

- avec Phomopsis
sclerotioides, essai
réalisé en 1992 (¥)

Serre de production
fortement infestée
avec Phomopsis
sclerotioides, essai
réalisé en 1992 (@

99 a 98 a pastesté 10,3 a pastesté pastesté pas testé

173a 163 a 174 a 173 a 186 a 18,1 a pastesté

Témoin: sans adjonction de bactéries.

P#153, P36, CC2¢, TM1'b2, Cx7b2: souches de bactéries.

Cocktail: mélange des souches bactériennes Pf153, P36, CC2c, TM1'b2.

(X): bactéries ajoutées dans le tereau de semis 9107 ufc par ml terreau) et a la plantation
(racines trempées dans une suspension de 10/ ufc par ml, le reste de la suspension, 0,5
litre par plante, étant versé au pied des plantes). Chaque valeur est la moyenne de trois
répétitions avec 18 plantes par variante et répétition. Evolution de la récolte voir fig. 3.4.8.

(¥): bactéries ajoutées a la plantation (racines trempées dans une suspension de 107 ufc par
ml, le reste de la suspension, 0,5 litre par plante, étant versé au pied des plantes). Chaque
valeur est la moyenne de six répétitions, avec cing plantes par variante et répétition.
Evolution de la récolte voir fig. 3.4.9.

(2): bactéries ajoutées dix jours aprés la plantation (un litre d'une suspension de 107 ufc par ml
versé au pied de chaque plante). Chaque valeur est la moyenne de quatre répétitions, avec
dix plantes par variante et répétition. Evolution de la récolte voir fig. 3.4.10. ’

A lintérieur d'une ligne, les valeurs avec la méme lettre ne sont pas différentes a P = 0,05

d'apres le test t de Student réalisé avec les valeurs exprimées en % de la variante témoin et

transformées Arc sin, chaque valeur étant comparée a chaque autre valeur. *
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Tab. 3.4.9. Influence de I'adjonction de souches antagonistes de bactéries sur l'attaque des
racines de concombre par Phomopsis sclerotioides, agent pathogéne de la pourriture noire
des racines, en serres de production naturellement fortement infestée.

% de racines nécrosées a la fin de la récolte

Témoin Pf153 CC2c P36 T™1'b2 Cx7b2

Serre de production
2, essai réalisé en 86,5 a 773 a 85,6 a nontesté nontesté nontesté

1992 (¥)

Serre de production
3, essai réalisé en 95,4 a 864 ab 849 bc 863 ab 728 ¢ 88,3 abc

1992 (2)

Explications: voir tab. 3.4.8.

30
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Fig. 3.4.8. Influence de l'adjonction de souches antagonistes de bactéries sur la récolte de
concombres en serre de production sans pression de maladie. Essai réalisé en 1991.

Témoin: sans adjonction de bactéries. Pf153, Pf36, CC2c, TM1'b2: souches de bactéries
ajoutées dans le terreau de semis (107 ufc par mi terreau) et a la plantation (racines trempées
dans une suspension de 107 ufc par ml, le reste de la suspension, 0,5 litre par plante, étant
versé au pied des plantes). Cocktail: mélange des bactéries. Chaque valeur est la moyenne de
trois répétitions, avec 18 plantes par variante et répétition.
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Fig. 3.4.9. Influence de l'adjonction de souches antagonistes de bactéries sur la récolte de
concombres en serre de production fortement infestée de Phomopsis sclerotioides, agent
pathogéne de la pourriture noire des racines. Essai réalisé en 1992.

’ Témoin: sans adjonction de bactéries. P{153, CC2¢: souches de bactéries ajoutées a la’
plantation (racines trempées dans une suspension de 107 ufc par mi, le reste de la suspension,
0,5 litre par plante, étant versé au pied des plantes). Chaque valeur est la moyenne de six
répétitions, avec 5 plantes par variante et répétition.
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Fig. 3.4.10. Influence de l'adjonction de souches antagonistes de bactéries sur la récolte de
concombres en serre de production fortement infestée de Phomopsis sclerotioides, agent

pathogéne de la pourriture noire des racines. Essai réalisé en 1992.

Témoin: sans adjonction de bactéries. Pf153, CC2¢, P36, TM1'b2, Cx7b2: souches de
bactéries ajoutées dix jours aprés la plantation (un litre d'une suspension de 107 ufc par ml
versé au pied de chaque plante). Chaque valeur est la moyenne de quatre répétitions, avec dix

plantes par variante et répétition.
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3.4.3. Discussion

La premiere étape du travail présenté dans ce chapitre était de trouver des micro-
organismes capables de protéger les plantes de concombre contre la pourriture noire des
racines. Plusieurs souches de bactéries isolées de sols suppressifs au Thielaviopsis
basicola de la région de Morens (FR) diminuent, malgré une pression de maladie
extrémement forte, la gravité de cette maladie dans deux terres différentes: une des
terres provient d'un champ en friche, pauvre en humus et en éléments nutritifs, et 'autre
d'une serre commerciale, riche en humus et en éléments nutritifs et cultivée de maniére
intensive, avec une stérilisation a la vapeur toutes les deux a trois années. Ces résultats
sont d'autant plus intéressants que relativement peu de travaux de lutte biologique
contre P. sclerotioides ont ét€ réalisés a ce jour. Moody et Gindrat (1977) et Gindrat et
collaborateurs (1977) ont obtenu une diminution des symptomes avec une souche de
Gliocladium roseum et une souche de Trichoderma sp., Ebben et Spencer (1978) avec
une souche de Penicillium lilacinum. Ramert (1985) put également réduire la gravité de
la maladie avec des souches de Coniothyrium minitans, Gliocladium roseum et
Trichoderma harzianum, sans toutefois pouvoir contrdler efficacement le pathogene.
Une Iégere protection des plantes en laine de roche a été obtenue par Thinggaard (1989)
avec une souche de Trichoderma harzianum; il faut toutefois noter que P. sclerotioides
n'est pas un probleme dans les cultures hors sol si des dispositions simples d'hygiéne
sont respectées. Une diminution des symptomes de maladie d'environ 20 % a été
obtenue par Al-Rashid et Hentschel (1987) et Bochow et collaborateurs (1988) en
ajoutant la souche T99 de Bacillus subtilis dans un substrat a base de tourbe,
préalablement stérilisé.

Trois paramétres semblent jouer un réle important sur la protection des plantes
avec des bactéries antagonistes: le milieu de culture utilisé pour la production de
I'inoculant, la succession culturale et 1'apport de fer chélaté.

Influence du milieu de culture utilisé pour la production de I'inoculant

Le milieu de culture utilisé pour la production de l'inoculant influence la capacité
de la souche Pf153 a protéger les plantes de concombre. Produite dans un milieu riche
tel que le milieu liquide B de King, la bactérie protége moins bien que si elle est
produite dans un milieu moins riche, par exemple le milieu liquide B de King dilué 1:4
ou le milieu gélosé B de King (la bactérie ne dispose comme nutriment que des
premiers mm de la gélose et, de ce fait, est plus rapidement confrontée 3 un milieu
pauvre qu'en culture liquide). La différence de protection est observée dans la terre
naturelle, mais pas en systeme gnotobiotique. Ce n'est donc qu'en présence de la
microflore du sol que le potentiel suppressif de la bactérie dépend du milieu de culture
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utilisé pour la production de l'inoculant. C'est, 2 ma connaissance, la premiére fois qu'uh
tel phénomene est observé. Le milieu de culture n'influence toutefois pas la colonisation
des racines et du sol par les bactéries, ni leur survie; cela confirme les résultats de
Wessendorf et Lingens (1989), qui ont montré que les conditions de culture de la
souche R1 de P. fluorescens n'influencent que peu sa survie dans le sol, les conditions
du sol lui-m&me jouant un rdle beaucoup plus important. L'activité physiologique des
bactéries utilisées est donc responsable des différences de protection observées. Les
pseudomonades sont connus pour leur faculté a stocker de maniére intracellulaire
diverses substances: polysaccharides, graisses, polyphosphates, etc. (Schlegel, 1981). Il
se pourrait que la bactérie cultivée dans un milieu riche emmagasine plus de réserves
que lorsqu'elle se développe sur un milieu pauvre. Ces réserves lui permettraient de
survivre un certain temps dans un sol sans qu'elle ait a entrer en compétition avec les
populations de micro-organismes résidents pour obtenir sa nourriture; Ainsi, elle ne
“produirait pas ou peu de substances antimicrobiennes, substances actives dans la
défense de la plante.

Influence de la succession culturale

Les cinq souches de bactéries testées protégent mieux les concombres lors de la
deuxieme culture que lors de la premiére ou de la troisiéme dans des essais en pots. De
méme, lors des essais réalisés en serres de production, le maraicher a observé que ses
plantes étaient plus belles et poussaient mieux en début de saison dans la parcelle ayant
regu les bactéries la saison précédente (Heinrich, communication personnelle). Une
observation analogue a été faite par Garibaldi et collaborateurs (1987), le degré de
protection de plantes d'oeillet contre la fusariose vasculaire par deux souches non-
pathogeénes de Fusarium sp. étant, en pots, meilleure apres la troisieme culture d'oeillet
successive qu'apres la premiere. Il semble donc que les antagonistes, aprés avoir été
cultivés sur du milieu artificiel, ont besoin d'un certain temps afin de se réadapter et étre
actifs dans un sol naturel. D'autre part, 'activité protectrice des bactéries lors de mes
essais est limitée dans le temps. Une inoculation répétée des bactéries a chaque culture
ou toutes les deux cultures semble donc nécessaire.

Influence d'un apport de fer chélaté

Un apport du chélate de fer Fe-EDDHA augmente la protection de la souche
Pf153 de P. fluorescens dans les deux sols testés, lors de la premiere culture de
concombre; lors de la deuxieme culture, I'effet n'est observé que dans la terre provenant
d'une serre commerciale, et dans une moindre mesure. Ceci est en accord avec les
travaux de Keel et collaborateurs (1989) qui ont montré que 1'addition de Fe-EDDHA
favorise la protection du tabac contre T. basicola par la souche CHAOQ de P. fluorescens.
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Cet apport est nécessaire pour que les génes de la cyanogénése, génes importants dans
la protection (Voisard et al., 1989), puissent s'exprimer chez la souche CHAO (Keel et
al., 1989). La souche Pf153 produit également du cyanide, et P. sclerotioides comme T.
basicola y sont sensibles. On peut donc supposer que 1'apport de Fe-EDDHA agit de la
méme maniére dans mes travaux et ceux de Keel. J'ai observé une augmentation de la
protection par un apport de fer surtout lors de la premiere culture. Ceci peut s'expliquer
par le fait que, lors de cette culture, il n'y a pas assez de fer disponible pour la bactérie,
alors que lors de la deuxiéme, il y en a suffisamment. En effet, les pseudomonades
produisent de nombreuses substances (p. ex. l'acide salicilique, la pyoverdine, la
pyolutéorine, différents acides) qui peuvent augmenter la disponibilité pour les bactéries
du fer présent dans la terre.

Colonisation des racines par les bactéries

La souche Pf153n12 ne colonise que trés peu les racines de concombre de maniere
active. Il se peut que les racines de concombre, se développant dans des conditions
optimales, croissent trop rapidement par rapport au taux de multiplication de la bactérie.
La souche est toutefois disséminée rapidement avec 1'eau de percolation, et, de cette
maniere, peut coloniser le systéme racinaire des plantes. Ces résultats confirment les
observations de Madsen et Alexender (1982), Chao et al. (1986), Davies et Whitbread
(1989), Parke et al. (1986) et Bahme et Schroth (1987). Dans les serres commerciales,
l'irrigation se fait par arrosage, et donc la colonisation active des racines par la souche
Pf153 n'a que peu d'importance.

Efficacité de différentes souches de bactéries contre divers agents pathogenes
telluriques

Les deux souches de bactéries testées en systéme gnotobiotique protegent les
plantes de concombre contre 1'attaque de P. sclerotioides, de F. oxysporum f. sp.
cucurbitacearum et de P. ultimum. Un effet protecteur contre plusieurs maladies est
également connu pour d'autre souches de bactéries (voir revue de Défago et Haas,
1990). Ce large rayon d'action est intéressant en vue d'une application pratique; en effet,
une serre commerciale est généralement infestée par plusieurs agents pathogeénes. 11 est
a noter que la protection des plantes contre P. sclerotioides dans des conditions
gnotobiotiques est nettement meilleure que dans la terre naturelle. Il serait donc
important de tester en terre naturelle, la capacité de ces bactéries a protéger les
concombres contre une attaque de F. oxysporum f. sp. cucumerinum et de P. ultimum.

Protection des plantes dans des serres commerciales

En serres commerciales naturellement infestées, les souches bactériennes CC2c et
TM1'b2 diminuent les symptdmes de maladie sur les racines. Elles n'influencent
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toutefois pas la récolte des concombres. Deux causes principales sont probablement
responsables de ce manque d'efficacité. Tout d'abord les plantes n'ont pas regu un
amendement de Fe-EDDHA, amendement favorisant une bonne protection (chap.

- 3.4.1.4). Ensuite, I'inoculant a été ajouté au mauvais moment; il aurait dii étre ajouté
aux semis de fagon préventive. Il n'a pu étre ajouté qu'a la plantation ou méme plus tard,
de fagon curative. Toutefois la diminution de symptomes racinaires montre que les
souches CC2¢ et TM1'b2 sont capable de protéger les racines formées quelques temps
apres l'adjonction de l'inoculant. Ce résultat est encourageant et les expériences en
serres commerciales devraient étre répétées dans de meilleures conditions.
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4. CONCLUSIONS

Les résultats obtenus dans ce travail démontrent bien la complexité des
intéractions d'une part entre les divers microorganismes vivant dans le sol, et d'autre
part entre ces microorganismes et les plantes. A cela s'ajoutent les facteurs abiotiques
influengant ces intéractions (Burpee, 1990).

Afin d'obtenir des résultats satisfaisants pour la pratique, il s'aveére donc important
de connaitre le mieux possible les mécanismes de protection impliqués, ainsi que les
facteurs les influengant. La mise en évidence de la résistance induite dans les plantes de
tomate par la souche non-pathogéne Fo47 (chap. 3.2) permet d'optimiser I'adjonction de
cette souche, et d'obtenir une meilleure protection avec moins d'inoculant (chap. 3.3).
D'autre part, cette connaissance est également nécessaire pour combiner de maniére
efficace la souche Fo47 avec d'autres micro-organismes antagonistes. Une bonne
‘démonstration en est donnée au chapitre 3.3, ou seule une adjonction décalée dans le
temps d'une bactérie antagoniste et de la souche Fo47 permet d'augmenter la protection
des plantes par cette souche.

Il ressort de ce travail que divers parametres influencent I'action des antagonistes:
le milieu de culture utilisé pour la production de l'inoculant (chap. 3.4), le moment de
l'adjonction et la quantité des antagonistes utilisés (chap. 3.3, 3.4), le systtme de
production (terre ou hors sol, chap. 3.3), la forme chimique de certains éléments
nutritifs (la forme de chélate de fer utilisée en culture hors sol, chap. 3.3), I'amendement
du sol avec un oligo-élément (un apport de chélate de fer dans un sol naturel, chap. 3.4),
et la technique d'irrigation qui influence la colonisation des racines par l'antagoniste
(chap. 3.4). L'influence de certains parametres sur les antagonistes n'est observable que
dans un sol naturel possédant une microflore indigéne relativement complexe (influence
des milieux de culture sur la protection des concombres, chap. 3.4; influence de la
séquence d'inoculation des souches Fo47 et CHAQO sur la protection des tomates, chap.
3.3), alors que l'influence d'autres parametres est également observable dans des
systémes au départ pratiquement stériles (influence du chélate de fer sur I'activité de la
souche Fo47 en systéme hors sol, chap. 3.3; influence de la technique d'irrigation sur la
colonisation des racines par I'antagoniste, chap. 3.4).

Un point important mis en évidence par ce travail est le fait qu'un traitement
combiné de plusieurs antagonistes permet de protéger les plantes de maniére beaucoup
plus stable qu'un traitement avec un seul antagoniste (chap. 3.3, 3.4). Ceci pourrait étre
une solution 2 I'un des problémes importants de la lutte biologique, a savoir la variation,
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d'un essai a l'autre, du niveau de la protection des plantes avec des antagonistes
employés seuls (Weller, 1988; Alabouvette et al., 1987).

La production, la formulation et le mode d'application de l'inoculant microbien
jouent un rdle important pour I'application des antagonistes dans la pratique (Elsherif et
Grossmann, 1991); comme le montre l'influence des milieux de culture sur la capacité
d'une bactérie a protéger les plantes (chap. 3.4), il est nécessaire, lors de I'évaluation de
l'inoculant, que sa qualité ne soit pas seulement testée quant a la survie des antagonistes,
mais également quant a leur activité biologique dans un sol naturel.

Ce travail montre que 1'on peut protéger des plantes cultivées dans des conditions
commerciales contre des pathogenes attaquant leurs racines pendant toute la période de
végétation. Ceci est intéressant car, a I'exception de quelques essais de lutte contre le
piétin échaudage (Weller et Cook, 1983; Capper et Campball, 1986; Zaspel, 1992) et
des fusarioses (Alabouvette et al., 1987; Louter et Edgington, 1990; Tezuka et Makino,
1991; Phae et al., 1992), 1a plupart des travaux se sont concentrés sur la protection des
~ plantes contre des maladies ne leur causant des dégats que dans la premiére phase de
leur croissance, comme les maladies causées par Pythium spp. (Parke et al., 1991;
Hagedorn et al., 1993) ou par Rhizoctonia solani (Chung et Choi, 1990; Liu, 1991;
Sumner et al., 1992; Lewis et Papavizas, 1991b).

Le présent travail est une contribution au développement d'une stratégie nouvelle
de lutte contre les maladies des plantes. Pour que I'emploi d'une telle stratégie soit
couronné de succes, certaines études complémentaires sont encore nécessaires. Il faut
premiérement optimiser pour chaque antagoniste les parametres mis en évidence par ce
travail, a savoir les milieux de culture pour la production des inoculants, 'amendement .
du sol avec des substances favorisant I'action des antagonistes, tel par exemple le Fe-
EDDHA; il faut également rechercher les mélanges de micro-organismes les plus .
performants ainsi que leur mode d'adjonction optimal. D'autres points importants non
traités dans ce travail restent également a étudier. Le passage d'une production de
micro-organismes en petite quantité a une production en masse pose, par exemple, le
probleme de la stabilité génétique des micro-organismes lors de ce processus
(Oberhinsli et Défago, 1991), alors que la formulation du produit fini pose le probléme
de l'activité des antagonistes apres la période de stockage nécessaire a sa
commercialisation (Boland, 1990). Le mode d'adjonction lui-méme est a optimiser; il
peut en effet influencer I'efficacité des antagonistes: certains antagonistes sont plus
efficaces lorsqu'ils sont ajoutés par enrobage des semences (El-Abyad et al., 1993),
d'autres lorsqu'ils sont ajoutés sous forme de granulés (Hagedomn et al., 1993; Harman
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et al., 1989), d'autres encore lorsqu'ils sont ajoutés en combinaison avec des
amendements organiques (Phae er al., 1992; Tschen et al., 1989; Lewis et Papavizas,
1991b). De plus, une lutte biologique ne sera couronnée de succes que si l'utilisation des
micro-organismes antagonistes est intégrée dans un concept global de production, avec
une stratégie claire de lutte phytosanitaire. Il est donc nécessaire d'étudier également la
compatibilité des antagonistes avec les techniques culturales usuelles, en particulier les
possibilités de combiner des traitements chimiques et des traitements biologiques (Parke
et al., 1991; Kaur et Mukhopadhyay, 1992; Zablotowicz et al., 1992). L'influence de la
variété de la plante-hdte sur la capacité antagoniste des microorganismes doit également
gtre testée; il est en effet possible que les antagonistes protégent mieux certaines
variétés, comme par exemple des variétés possédant une résistance partielle aux
maladies.

Les résultats obtenus sont encourageants. Certes, divers travaux restent a faire
pour finir de développer un produit biologique efficace et employé€ & grande échelle.
Preés de cinquante années de recherches n'ont elles pas été nécessaires entre 1'isolement
de Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911) et le premier produit commercial a base de
cette bactérie (Grison, 1971) ?
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