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Résumé

Les cellules vivantes dBhizobium leguminosaruet les cellules tuées par la chaleur protégent totalement les plantes de
lentille contre I'agent pathogérteusarium oxysporurMR 84. Le filtrat de culture d®hizobiunprotége également les plantes
a un niveau élevé. Cependant, quand elles sont inoculées séparément de I'agent pathogene, les cellules Rii@ubrine
ne protégent plus les plantes, tandis que le filtrat de culture et les cellules tu€leizdeiunies protegent encore. Ces résultats
suggéerent qu&hizobiumme peut protéger les plantes que s'il est en interaction directe avec le pathogéne, alors que le filtrat de
culture et les cellules tuées &hizobiunpeuvent les protéger, méme en absence de cette interaction. Le filtrat de culture et les
cellules tuées dRhizobiunrenfermeraient des signaux capables d’induire la résistance des plantes au pathogéne. Ces signaux
seraient réprimés des g&hizobiumentre en contact avec les plantBsur citer cet article: H. Essalmani, H. Lahlou, C. R.
Biologies 326 (2003).
0 2003 Académie des sciences. Publié par Elsevier SAS. Tous droits réservés.
Abstract

Bioprotection mechanisms of the lentil plant by Rhizobium leguminosarum against Fusarium oxysporum f. sp. lentis.
Living and heat-killed bacterial cells dRhizobium leguminosarurprotected totally lentil plants against infection by the
pathogenFusarium oxysporunMR 84. Culture filtrate of this rhizobacterium was also able to protect the plants to a high
degree. However, when they were inoculated separately of the pathogen, living bacterial cells did not protect the plants wherea:
culture filtrate and killed bacterial cells protected them. These results suggd’hthabiuntannot protect lentil plants without
interaction with the pathogen, but the culture filtrate and the killed bacterial cells can protect them even in the absence of this
interaction. It seems that the culture filtrate and the killed bacterial cells contain signals able to induce plant resistance. Those
signals would be suppressed oriRigizobiumis in contact with the planflo cite thisarticle: H. Essalmani, H. Lahlou, C. R.
Biologies 326 (2003).
0 2003 Académie des sciences. Publié par Elsevier SAS. Tous droits réservés.
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Abridged English version in the same compartment infection or in a different
compartment. All experiments were carried out twice.
Antagonistic rhizobacteria have been repeatedly Plants were examined, during 60 days at 15-day in-
shown to be promising microorganisms for biolog- tervals, for the occurrence of plant mortality. Based
ical control of plant diseases. Studies on a number on the percentage of dead plants, AUDPC (area un-
of plant-microbe interactions have shown that such der disease progress curve) was calculated according
antagonistic rhizobacteria could function directly by to the equation of Shaner and Finney. AUDPC re-
competition and antibiosis but also indirectly by in- flects disease progress over the curse of the rating
ducing systemic resistance in the plant towards soil- period. Moreover, final disease severity of fusarium
borne pathogens. wilt was assessed at the end of the experiments (60
Antibiosis has been described as a powerful mode days after inoculation) by the final dry weight per
of action in disease suppression by which development plant.
and (or) activity of the pathogen is thought to be Our results demonstrated that the first application
directly inhibited. Cell-free culture filtrates have been of living bacterial cells, heat-killed cells &hizobium
used to demonstrate the possible role of antibiosis leguminosarunand inoculation of the pathogen MR
in biocontrol. Antibiosis is mediated by microbial 84 in the same compartment resulted in a total pro-
metabolites, for example by toxic substances, enzymestection of the lentil plant: AUDPG= 0, the same dry
or volatile compounds. weight as on the healthy plant control, about 0.7 g. The
Rhizobacteria-mediated induced resistance has beempplication of culture filtrate oRhizobiunresulted in
demonstrated against fungi, bacteria and viruses in significant reduction of AUDPC and severity of fusar-
Arabidopsisbean, cucumber and radish, under condi- ium wilt: AUDPC was lower (AUDPC= 8) than in the
tions in which the inducing bacteria and the challeng- disease control (AUDP& 25) and final dry weight
ing pathogen remained spatially separated. However, per plant was higher (0.58 g) than in the disease con-
bacterial compounds that induce plant defense mecha-trol (0.3 g).
nisms are highly variable depending on bacterial strain ~ To understand if this antagonistic rhizobacterium
and pathosystems. Salicylic acid (SA) production has induced resistance of plant to the pathogen, bacterial
been observed for several bacterial strains, and exoge-strain and the pathogen were spatially separated. Ap-
nously applied SA can induce resistance in many plant plication of the pathogen on inferior half of the root
species. In beans, enhanced defensBdgudomonas  and application of living or dead bacterial cells or cul-
aeruginosastrain 7NSK2 towards the pathogenic fun- ture filtrate ofRhizobiunon the superior half resulted
gusBotrytis cinereavas initiated by bacterial salicylic  in different reactions of plants. Thus, inoculation of
acid. In tomato and radish, lipopolysaccharides (LPS) living cells did not cause any induced resistance of
of non-pathogenic pseudomonads induced resistanceplants against pathogen in this test: AUDPC (25) and
against challenge inoculations by pathogenic bacteria. disease severity (0.23 g) were statistically similar to
In potato induced systemic resistance to infection by the disease control (AUDPE 24, final dry weight per
the cyst nematod@lobodera pallidavas triggered by plant=0.11 g).
heat-killed cells and purified LPS d®hizobium etli Application of culture filtrate separately of the
G1l2. pathogen gave the same results as those of the plants
Our previous work in vitro has demonstrated that submitted to the pathogen and culture filtrate in the
Rhizobium leguminosaruracted towards-usarium same compartment: significant decrease of AUDPC
oxysporunMR 84 by antibiosis and inhibited mycelia (8) and severity of the fusarium wilt (0.42 g). It
growth and conidia germination. The objective of this appears that the culture filtrate protects the plants by
investigation was to determine the protection mecha- acting indirectly: it contains signals able to induce
nism of the lentil plant by this antagonistic rhizobac- plant resistance.

terium against the pathog&usarium oxysporunviR The protective effect of heat-killed bacterial cells
84. The protective effect of culture filtrates, living bac- of Rhizobiundecreased but had not disappeared once
terial cells and heat-killed cells &thizobium legumi-  inoculated separately of the pathogen: AUDRQ2,

nosarumhave been studied when they were applied final dry weight per plant 0.34 g. This residual
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protection was the result of induced resistance againstl1. Introduction

Fusarium infection. Surface structures of cell wall

may be the inducing factors. It is possible that the Les rhizobactéries sont présentes en grand nombre
elicitor activity of the cell wall has been or not ala surface des racines ou existent les nutriments pro-
affected by heat treatment depending on structure venant des exsudats racinaires [1,2]. Certaines d'entre
stability. The heat treatment can influence changes €lles sont capables de stimuler la croissance des
in size and geometric shape of cell wall structure. Plantes (PGPR plant growth-promoting rhizobacte-
Indeed, the elicitor activity depends on fragment @) [3,4] et de réduire leur maladie en supprimant les
size and geometric structure. Studies show tNat pathogenes du sol [5]. Ces rhlzob_acter_|es constituent
acetylchitooligosaccharides larger than hexaose havedes ag_ents prometteur,s_de lutte _blologlque cfontre les
very high elicitor activity but those smaller than charT]plgnons, les pactene;, les virus et Igs nematqdes.
tetraose have only negligible activity. Moreover, only Des etude:s surles |nte.ract|ons, plante—mmrqorgamsme
one steric form among 300 isomeric forms of hepta- ont montré que les rhizobactéries antagonistes inter-

| de oPhvtopht . tive but viennent directement contre les pathogénes par com-
B-glucoside ofPhytop org megasperma_ac Ive bu pétition et antibiose [6] mais également indirectement
all the other forms do not induce any resistance of the

par induction du systéme de résistance des plantes [7—

soybean plants. S 9]. Le rdle de I'antibiose dans I'antagonisme peut &tre

Our results suggest that stimuli existing in the cul- qamontré par I'utilisation du filtrat de culture cellu-
ture filtrate and in the cell wall were suppressed by |ajre [10,11]. Les substances bactériennes ayant des
substances excreted by living bacterial cells oRbe  effets inhibiteurs peuvent étre des antibiotiques [12—
zobiumwas in contact with plant: living bacterial cells  14], des enzymes [15,16] ou des substances volatiles
did not induce any resistance in lentil plants. This hy- [17,18].
pothesis is in agreement with the results of some au-  Par ailleurs, la résistance conférée aux plantes par
thors who have demonstrated that mutantfkbfzo- les rhizobactéries a été démontrée chézdbidopsis
bium melilotj unable to synthesize the nodulating fac- [19], la feve [20], le concombre [21] et le radis [22]
tor EPS I, become able to induce an increase of pheno-dans des conditions ou la bactérie inductrice et le pa-
lic compounds, activity of peroxidase and phenylala- thogéne restent spatialement sépasgsit root system
nine ammonia-lyase into the pseudonodule cell wall [23]. Cependant, les déterminants bactériens quiindui-
of alfalfa host plant when compared with wild type Sent les mécanismes de défense des plantes dans dif-
nodule. Those authors proposed that EPS | acts as af€rents systemes sont trés variables. La solrg@i-
suppressor of the plant defense system, enalftinig domonas aeruginosaNSK2 synthétise l'acide salicy-
zobium melilotto infect plants. lique qui induit une au_gmentatmn de I_a défense des

It seems that the protection of lentil plants Bji- plantes enverBotrytis cinereg20]. Les lipopolysac-
zobium leguminosaruris due to others mechanisms charides dé>seudomonas fluorescepsuvent induire

more effective than induction of resistance, probably la resistance aux ,f_usarlos_es des plantes de tomate [24]
. S .. .7 etde radis [25]. L'implication des structures de la pa-
secretion of antibiotics. The role of these antibiotics in

the biocontrol of fusarium wilt will be studied. amon roi dans l'induction de la résistance peut étre démon-
€ bioco . 9.9 usa. u € studie N amo 'g. trée par l'utilisation des cellules tuées de l'antago-
other possibilities, using mutants not producing antibi-

. . ¢ antibiotics h ) niste. Ainsi, des cellules tuées par la chaleurBde
otics. A variety of antibiotics have been described and cillus sphaericug26] et d’Agrobacterium radibacter

are involved in the suppression of different pathogens. (actuellement renommBhizobium et)i [26,27] sont

This antagonist rhizobacterium is a very interesting capables de stimuler la résistance des plants de pomme
microorganism. It can be used as a potential agent of de terre contre l'infection paslobodera pallida
biocontrol against the fusarium wilt of lentil plants as Dans un travail préliminaire in vitro, nous avons
well as a nitrogen-fixing symbiotic agent. Additional montré une activité antagoniste Réizobium legumi-
studies are needed to evaluate the protection againshosaruma I'encontre deFusarium oxysporunf. sp.
fusarium wilt in the field under environmental condi- lentisMR 84. Cette activité se manifeste par la sécré-
tions where natural infection occurs. tion de substances inhibitrices de la croissance mycé-
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lienne et de la germination des conidies [28]. Dans a la surface du milieipotato—dextrose—agafPDA,

ce travail, nous avons trouvé intéressant de chercherDifco). La suspension de conidies est recueillie aprés
les mécanismes par lesquels cette activité antagonistequatre jours par lavage de la culture avec de I'eau
protege les plantes de lentille confresarium oxyspo-  distillée stérile puis sa densité est ajustée & 2
rumf. sp.lentisMR 84. S'agit-il d’un effet direct sur ~ 10P conidiesmf! par estimation de la densité initiale
le pathogéne lui-méme et/ou d’une induction de la ré- a l'aide d’'une cellule de Thomas, puis dilution.
sistance des plantes au pathogéne. Dans ce but, nous

avons étudié les effets du filtrat de culture, des cel- 2.3. Essais des inoculations

lules vivantes et des cellules tuéesRtgzobiunsur la

protection des plantes lorsqu’ils sont inoculés avec le  La variété de lentille L 24 fournie par I'Inra est
pathogéne au méme endroit de la racine et lorsqu’ils sensible a I'agent pathogeRasarium oxysporuiviR

sont inoculés séparément a un endroit différent de la 84. Les graines sont stérilisées par I'hypochlorite de
racine. calcium a 5% pendant 15 min. Elles sont ensuite mises
a germer pendant une semaine dans des boites de Pétri
contenant deux disques de papier filtre imbibés d’eau
stérile. Les plantules ayant des tailles identiques sont

2.1. Préparation du filtrat de culture et de inoculum ~ choisies pour les expériences.
bactérien de I'antagoniste

2. Matériel et méthodes

2.3.1. Inoculation du pathogéne et de I'antagoniste
Rhizobium leguminosarusst isolé d’'une nodosité  dans le méme compartiment
racinaire prélevée a partir d’'un plant de lentille qui Les plantules agées d’'une semaine sont transférées
a été cultivée dans un sol résistant (Boukhalef). Il dans des pots contenant chacun 500 g de sable préa-
présente in vitro un antagonisme élevé a I'encontre de lablement stérilisé pendant 24 h a & Les cel-
la souche pathogére oxysporunt. sp.lentisMR 84 lules vivantes, les cellules tuées ou le filtrat de culture
[28]. de Rhizobiumsont inoculés 14 jours avant I'inocula-
La culture deR. leguminosarurast mise enincuba-  tion du pathogénEusariumMR 84. Les inoculations

tion pendant 3 jours a 3@ sous agitation, aprés en- consistent a injecter I'inoculum dans le sable situé a
semencement d’un millilitre d’'une préculture fraiche proximité de la racine (Fig. 1a). Les cellules vivantes,
a 500 ml de milieu YEM liquide (KHPQOy, 0,5 g; les cellules tuées et le filtrat de culture sont appliqués
MgSOs-7 H20, 0,2 g; NaCl, 0,1 g; mannitol, 10 g; chacun avec un volume de 10 ml soit une concentra-
extrait de levure, 1 g; agar, 20 g pour un litre d’eau tion de 2x 10’ bactéries g! de sable pour les cellules
distillée). La suspension bactérienne est ensuite cen-vivantes et les cellules tuées. Le pathogéne est aussi
trifugée pendant 20 min & 8000 trmih Le surna- appliqué avec un volume de 10 ml mais a une den-
geantrecueilli aprés passage a travers le filtre millipore sité de 4x 10* conidiesg?! de sable. Certains pots
(0,22 um) représente le filtrat de cultureRlgizobium témoins sont inoculés avec le pathogene seul, d’autres
Le culot est suspendu dans de I'eau stérile. La densitépots témoins, non inoculés avec le pathogéne, recoi-
optique de la suspension bactérienne lue a 600 nm estvent soit de I'eau stérile soit le filtrat de culture ou en-
ajustée a 2, ce qui correspond a une concentration decore le milieu YEM ou les cellules vivantes ou les cel-
10° CFUmIL. Linoculum bactérien ainsi préparé est lules tuées d&hizobium Chacun des traitements est
utilisé tel qu'il est (cellules vivantes) ou apres traite- appliqué avec un volume de 10 ml.
ment thermique & l'autoclave & 120 pendant 20 min

(cellules tuées). 2.3.2. Inoculation du pathogéne et de I'antagoniste
dans des compartiments différents
2.2. Préparation de l'inoculum du pathogéne La culture des plantules dgées d’'une semaine est
réalisée dans un systéme formé de deux pots placés
La souche pathogérfeusarium oxysporunfi. sp. I'un sur l'autre et emboités (Fig. 1b). La plantule avec

lentis MR 84 est cultivée en étalant une suspension la moitié de sa racine est mise dans le pot supérieur,
concentrée de conidies, provenant d’'une culture mere,l'autre moitié de la racine est introduite a travers un
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Fusarium

Feuille .C D)

Rhizobi
Hypocotyle hizobium

Moitié inférieure de la racine

Racine Moitié supérieure de la racine

b

Fig. 1. Inoculation dd-usariumet deRhizobium (a) Inoculation dans le méme pot par injection dans le sable qui se trouve au voisinage de
la racine. b) Inoculation dans deux pots emboités en injectant délicateRleizobiumdans le sable qui se trouve au voisinage de la moitié
supérieure de la racine Btisariumdans le sable qui se trouve & proximité de la moitié inférieure de la racine. Ce dispositif expérimental permet
d’examiner l'induction de la résistance des plantesRtgizobium

petit trou et passe dans le pot inférieur. Le potinférieur calculée. 'AUDPC originellement définie par Shaner

est inoculé avec 10 ml du filtrat de culture Béizo- et Finney [30] est utilisée pour résumer la progression
biumou avec 10 ml de I'inoculum bactérien contenant de la maladie.

soit les cellules vivantes ou les cellules tuéedRihé L'AUDPC standardisée est calculée suivant la for-
zobiuma 2x 107 bactéries g de sable. L'inoculation ~ mule suivante :

se fait en injectant délicatement le filtrat ou I'inoculum n

dans le sable situé au voisinage de la moitié supérieureAUDPC standardisée Z [(xi + xi_l)/z] t —ti—1)

de la racine. Des pots témoins recoivent 10 ml d’eau i=1

stérile. Apres 14 jours de culture le pot supérieur est gyec, = nombre total d’observations 4, x; = pour-
inoculé avec 10 ml d’'une suspension de I'agent patho- centage des plantes mortes a chaque observation ;
géne a 4 10* conidiesg de sable. La suspension ;) — durée séparant deux observations consécutives
est injectée délicatement dans le sable qui se trouve au_ 15 j,
voisinage de la moitié inférieure de laracine. Les pots Ay terme de I'expérience (60 j), les plantes sont
témoins recoivent 10 ml de I'agent pathogeéne seul ou gélicatement retirées des pots, une a une, les racines
10 ml d'eau sterile. sont lavées pour les débarrasser du reste de sable;

Pour tous les traitements, les plantes sont cultivées|e poids sec de chaque plante est ensuite déterminé
dans du sable arrosé tous les deux jours par la solutiongpres un séchage a 60 pendant 48 h. Le poids
nutritive de Hoagland et Arnon [29]. Les conditions  sec final par plante est calculé, dans chaque condition
de culture sont : 25C le jour et 18C la nuit, la  expérimentale, & partir de 60 plantes, pour estimer la
photopériode est de 16 h sous un flux énergeétique gravité de la maladie.
de 117 Wm=2, fourni par des tubes fluorescents
émettant une lumiere blanche (type TAB 40). 2.5. Recherche de I'agent pathogéne MR 84 dans le

] sable
2.4. Evaluation de la fusariose
Pour vérifier I'absence d’une interaction entre le

Lincidence de la fusariose des plantes est estiméefiltrat de culture deRhizobiumet I'agent pathogéne
chaque période de 15 j par le pourcentage des plantesMR 84 ou entre le pathogéne et les cellules vivantes
mortes, I'aire comprise entre la courbe de progression ou les cellules tuées, le pathogene est recherché tous
de l'incidence et I'axe du temps (AUDPC) est ensuite les 15 jours dans le pot ou il n'a pas été inoculé
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—&— Témoin

——MR 84

—— Filtrat de Rhizobium+MR 84
100 5 —©— Rhizobium vivant+MR 84
—— Rhizobium tué+MR 84

Pourcentage des plantes mortes

0 10 20 30 40 50 60 70
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Fig. 2. Evolution du pourcentage de plantes mortes aprés pré-inoculation du filtrat de culture, des cellules vivantes ou des cellules tuées d
Rhizobiumdans le méme compartiment que I'agent pathogéne MR 84. Les plantes témoins n’ont regu que de I'eau stérile ou I'agent pathogene
seul.x Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 5% d’aprées le test de Newman—Keul.

(pot inférieur) en prélevant le sable au voisinage de Fig. 2 montre que la mortalité des plantes augmente
la racine. Une série de dilution au 1/10 est réalisée avec le temps de culture, toutes les plantes sont mortes
a partir d’'une suspension de solution mére contenantau 6F jour aprés inoculation du pathogene. Toute-
1g de sable dans 9 ml d’'eau stérile. Un millilitre fois, aprés inoculation des cellules vivantes ou des
de la suspension diluée est étalé a la surface decellules tuées dRhizobiumau méme site d’infection
milieu Komada [31]. La lecture des résultats est que le pathogéne, toutes les plantes restent saines du-

effectuée aprés une semaine d’incubation &Q%t rant les deux mois qui suivent I'inoculation du patho-

a l'obscurité. géne. Aprés application du filtrat de culture les plantes
restent saines durant les 30 jours qui suivent I'inocu-
2.6. Analyses statistiques lation ; aprés ce temps la mortalité des plantes com-

mence & apparaitre et une mortalité similaire a celle
Chaque expérience est répétée deux fois avec 30observée dans le cas des plantes inoculées avec le

plantes pour chaque traitement; les pots sont arrangégpathogéne seul est notée auf §6ur aprés inocula-
au hasard en trois blocs de 10 plantes par bloc. Lestion. Le filtrat de culture retarde cependant la mort des
résultats de la premiére et de la deuxieme expérienceplantes mais ne 'empéche pas. L'absence ou le retard
sontregroupés puisque I'expérience répétée a donné lede la mortalité des plantes se répercute sur les AUDPC
méme niveau de maladie et des variances homogenes(Tableau 1) et la gravité de la maladie (Fig. 3). En effet,
Les analyses statistiques sont effectuées a I'aide dula valeur de TAUDPC est égale a zéro en présence des
logiciel Statistica [32]. Les résultats expérimentaux cellules vivantes ou des cellules tuées et le pathogéne
sont comparés par analyse de variance, suivie dun’a aucun effet sur le poids sec final par plante. Tou-
test de Newman—Keul, apres transformation angulaire tefois, 'AUDPC est réduite en présence du filtrat de
pour le pourcentage des plantes mortes. culture par rapport a celle enregistrée quand les plantes

sont soumises a l'action du pathogéne seul et le poids

sec final par plante est Iégérement affecteé.

3. Réaultats Quand le milieu YEM est fourni aux plantes avec
le pathogéne, aucun effet protecteur n'est enregistré

3.1. Effets des inoculations dans le méme et la méme cinétigue de mortalité des plantes que

compartiment celle observée aprés inoculation du pathogéne seul

est obtenue. Au 60jour aprés inoculation, toutes
L'inoculation de I'agent pathogéne MR 84 seul pro- les plantes sont mortes. La valeur de 'AUDPC et le
voque un flétrissement des plantes puis leur mort. La poids sec final par plante sont similaires a ceux des
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Tableau 1
AUDPC (aire délimitée par la courbe de progression de la maladie) calculée pour chaque traitement, dans le cas des inoculations dans le mén
compartiment et dans le cas des inoculations dans des compartiments différents

Traitements
Cas Témoin Fusarium Rhizobiumivant Rhizobiumtué Filtrat deRhizobium
MR 84 + MR 84 + MR 84 + MR 84
Inoculations dans le méme
pot Oa 25+5Db Oa Oa 8 3c
Inoculations séparées dans
deux pots Oa 246b 25+9b 12+ 3c 8+2c

* Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 5% d’apres le test de Newman—Keul.

EMR 84 . L ,
EIFiltrat de Rhizobium+MR 84 erendant, apres appllcat!on des cellules tuées ou du
1o Rhizobium vivant+MR 84 filtrat de culture, la mortalité des plantes ne commence
G?hizopiumtuéWR 84 a apparaitre qu’a partir du $5our pour les cellules
1| HTemoin tuées et a partir du 3Qour pour le filtrat de culture.

[

0,8 4 [
b

AEEAIES,
06 T AELASES,

Les cellules tuées et le filtrat de culture retardent la
™ mort des plantes, mais ne 'empéchent pas, car toutes
les plantes sont mortes au%Our aprés inoculation.

Le calcul des AUDPC (Tableau 1) et du poids sec fi-
nal par plante (Fig. 5) montrent qu’en présence des

AEENIEEL,

333

AEETLLEL,
AIEELLES,
AIEELLES,
AEEELLES,
AIEELLES,

Poids sec final (g/plante)

04

cellules vivantes la valeur de 'AUDPC est élevée,
proche de celle obtenue avEasariumet la gravité

de maladie est aussi importante que celle enregistrée
en présence dbusariumseul. Toutefois, en présence
Fig. 3. Gravité de la fusariose estimée par le poids sec final par des cellules tuées ou du filtrat de culture, la valeur de

plante au 60 jour aprés inoculation du pathogéne. Le filtrat de I'AUDPC est faible et la gravité de la maladie est ré-
culture, les cellules vivantes ou les cellules tuéesRéézobium duite

sont pré-inoculés avant I'agent pathogéne MR 84, dans le méme . ;
pot. * Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas L@ comparaison des résultats des AUDPC et du

significativement différentes au seuil de 5% d'aprés le test de poids sec final par plante dans les deux situations
Newman—Keul. étudiées permet de conclure que les cellules vivantes

ne protégent plus les plantes si elles sont inoculées
plantes mises au contact du pathogéne seul (résultalséparément du pathogéne. Les cellules tuées protégent
non presenté). Toutefois, le filtrat de culture, les |es plantes méme si elles sont inoculées séparément
cellules vivantes ou les cellules tuéesRtazobiunme du pathogéne ; une diminution de leur effet protecteur
produisent aucun effet apparent sur les plantes quandest cependant notée. Le filtrat de culture protége les
ils sont inoculés en absence du pathogene (résultatspjantes de la méme maniére qu'il soit inoculé avec le
non présentes). pathogéne ou séparément.

AEEELEEL,
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AEEELEES,

Traitement

;.;.érgrf]fgts des inoculations dans des compartiments 3.3. Recherche de la souche MR 84 dans le sable
Quand les cellules vivantes @hizobiumsont ap- Nous avons Vvérifié tout le long de I'expérience
pliquées séparément du pathogéne, les plantes ne sornitabsence d'interactions entre la souche pathogéne et
plus saines et leur mortalité commence a apparaitre enRhizobiumou entre celle ci et les cellules tuées de

méme temps que celle des plantes inoculées avec leRhizobiumou le filtrat de culture. Les résultats des
pathogéne (quelques jours apres inoculation) pour at-recherches de la souche pathogene MR 84 dans le
teindre 100% au 60jour apres inoculation (Fig. 4).  sable prélevé a c6té de la racine ont montré que pour
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—&— Témoin
—— MR 84 f
—— Filtrat de Rhizobium+MR 84 f
—o— Rhizobium vivant+MR 84
—— Rhizobium tué+ MR 84

100 1
80 A
60

20 4

Pourcentage des plantes mortes

0 10 20 30 40 50 60 70
Temps apres inoculation (jours)

Fig. 4. Evolution du pourcentage de plantes mortes aprés inoculation du filtrat de culture, des cellules vivantes ou des cellulRbizduarnie
séparément de I'agent pathogene MR 84. Les plantes témoins n'ont recu que de I'eau stérile ou I'agent pathogéres seoyennes suivies
d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 5% d'apres le test de Newman—Keul.

'\Rﬂrizi‘:)iumvivanHMR 84 MR 84 a la suite de leur pré-inoculation avBdi-
121 prnizobum WEMR &Y zobium leguminosarunDans le but de comprendre

@ Témoin les mécanismes par lesquédhizobiumprotége les

plantes de lentille, il était intéressant d’étudier I'im-

portance des constituants de la paroi ou des substances
secrétées pdrhizobiumdans cette protection. Ainsi,
il apparait que l'inoculation des plantes avec les cel-
lules tuées d&hizobiunprotege les plantes d’'une ma-
niére totale comme les cellules vivantes. Cependant, le
Traitement filtrat de culture retarde la cinétique de mortalité des
plantes et réduit intensément la sévérité de la maladie.
Le milieu YEM, milieu de culture d&khizobiumn’a
pas montré d’effet protecteur sur les plantes suggérant

0,8 9

0,6

0.4 4

Poids sec final (g/plante)

0.2 4

Fig. 5. Gravité de la fusariose estimée par le poids sec final par
plante au 60 jour aprés inoculation du pathogéne. Le filtrat de
culture, les cellules vivantes ou les cellules tuéesRéézobium

sont pré-inoculés séparément de 'agent pathogéne MR 84s gue la protection des plantes par le filtrat est due a des
moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement substances secrétées pdrizobiumet non a des sub-
différentes au seuil de 5% d’'apres le test de Newman—Keul. stances se trouvant dans le milieu de culture.

Afin de chercher si la protection des plantes par
hizobiumest le résultat d’'une action directe sur la
. _ . . athogene ou d’'une induction de la résistance des
Par ailleurs, dans le cas particulier des inoculations P 9 . .

plantes, le filtrat de culture, les cellules tuées ou les

effectuées avec les cellules vivantesRlazobiumJa . . . .
. . . . . _cellules vivantes de cet antagoniste sont inoculés dans
présence de petites nodosités dans les racines qui se

O un compartiment séparé de I'agent pathogéne tout en
trouvent dans le pot inférieur et leur absence dans les - , L , ,
. L. . o , contrélant, au cours de I'expérience, I'absence d’'une
racines du pot supérieur témoigne qrigizobiumn’a

b S . interaction directe entre les deux protagonistes. Le
pas colonisé les parties inférieures des racines. . : . 3
résultat obtenu avec le filtrat de culture reste inchangé

et laisse supposer que les substances secrétées dans
4. Discussion et conclusion le filtrat n'ont pas un effet direct sur le pathogene
mais un effet indirect par induction de la résistance
Cette étude montre une protection totale des plantesdes plantes. L'induction de la résistance des plantes
de lentille contre le pathogerfausarium oxysporum  par des métabolites microbiens a été notée dans la

tous les traitements effectués, le pathogéne est absenE2
dans les pots ou il n’a pas été inoculé.
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littérature comme, par exemple, l'induction de la par la purification des molécules inductrices de la ré-
résistance des plantes de tabac contre le virus de lasistance et par I'évaluation de leur capacité élicitrice.
mosaique de tabac par des sidérophores secrétées pathez la souche G12 dhizobium etlice sont les lipo-
Pseudomonas fluoresce@$1AO [33] ou l'induction polysaccharides qui sont responsables de l'induction
de la résistance des plants de pomme de terre contrede la résistance des plants de pomme de terre a l'in-
les nématodes par le filtrat de culture Bacillus fection parGlobodera pallidg36].
sphaericug26]. Par ailleurs, quand les cellules vivantesRlgizo-
Quand les cellules tuées &hizobiunmsont inocu- biumsont inoculées séparément de 'agent pathogene
lées séparément du pathogéne, les plantes ne restertlles deviennent incapables de protéger les plantes,
plus saines mais leur cinétique de mortalité est ra- méme faiblement. Il apparait que les cellules vivantes
lentie et la sévérité de la maladie est réduite compa- deRhizobiurm’induisent pas la résistance des plantes
rées a celles des plantes soumises a I'action du pathoimais agissent en secrétant probablement des anti-
gene seul. La protection des plantes par les cellulesbiotiques ayant une action directe sur la pathogéne.
tuées, aprés leur inoculation séparée du pathogenel'étude de I'antagonisme in vitro a montré qBdi-
n’est donc pas supprimée totalement, mais seulementzobiuminhibe la croissance mycélienne et la germina-
atténuée. Ces résultats semblent indiquer qu’une par-tion deFusariumMR 84 en secrétant des substances
tie de la protection est due a une action directe sur de nature protéique [28]. Certaines soucheRU&zo-
le pathogéne et qu’'une autre partie serait le résultat bium secrétent des substances a activité antifongique
d’'une action indirecte. L'action directe des cellules [37,38] et antibactérienne [39-42]. Des résultats non
tuées pourrait étre due a une toxicité générée apréspubliés ont montré que plus le décalage dans le temps
autoclavage des cellules Rhizobiumet leur action entre I'inoculation deRhizobiumet FusariumMR 84
indirecte a une induction de la résistance des plantesest grand, plus la protection conférée aux plantes est
par des structures situées au niveau de la paroi des celimportante. Ceci conforte I'hypothése selon laquelle
lules. Ces structures pourraient étre thermostables oucet antagoniste secréete des antibiotiques. Il serait utile,
non. Si les structures de la paroi des celluleRtie dans 'avenir, de purifier ces substances ou d’isoler des
zobiumsont thermostables, la protection conférée aux mutants non producteurs de ces antibiotiques et d’étu-
plantes par les cellules tuées serait le résultat d’'unedier leur action sur le développement de la fusariose.
induction de la résistance, non affectée par I'autocla- Plusieurs auteurs ont montré I'importance de I'activité
vage des cellules. Si ces structures ne sont pas thermoantibiotique des bactéries dans la limitation de la gra-
stables, I'induction de la résistance pourrait ne pas étre vité des maladies d’origine telluriques [43—45]. Ce qui
la vraie induction mais une induction affaiblie aprés est surprenant c’est que les cellules vivantefktie
autoclavage des cellules BhizobiumCe traitementa  zobiumn’induisent pas la résistance des plantes alors
la chaleur pourrait affecter la taille et la forme géomé- que le filtrat de culture et les cellules tuées le font.
trique des structures élicitrices de la paroi des cellules Il parait vraisemblable qu’une fois en présence de la
de Rhizobium En effet, I'activité élicitrice dépend de planteRhizobiunsecréte des substances qui répriment
la taille du fragment inducteur et de sa forme géomé- les signaux susceptibles de le faire reconnaitre comme
trique. Ainsi, chez des cultures cellulaires de riz, les étranger. Cette hypothése s’accorde avec la déduction
fragments N -acétylchitooligosaccharides, ayant une de Niehaus et al. [46] qui ont observé que les mu-
taille supérieure a celles des hexoses montrent unetants deRhizobium melilotiincapables de synthétiser
activité élicitrice plus grande que ceux qui ont une les facteurs de nodulation EPSI, deviennent capables
taille inférieure a celle des tétraoses [34]. De plus chez de stimuler la synthése des composés phénoliques,
le couple Phytophtora megasperrfoja, une seule des activités peroxidases et phénylalanine ammonia-
forme stérique, parmi plus de 300 isomeres d’hepta- lyases au niveau des pseudonodules des plantes d’al-
B-glucosides, s’est révélée active alors que les autresfalfa. Ces auteurs ont par la suite conclu que les fac-
isomeres sont dépourvus de pouvoir inducteur de la teurs de nodulation sont également des répresseurs du
résistance des plantes [35]. Pour confirmer la présencesysteme de défense des plantes, laissant ainsi la bac-
d’éliciteurs et leur nature, aussi bien dans le filtrat que térie symbiotique les infecter. L'induction de la résis-
dans la paroi, il convient de poursuivre cette étude tance des plantes par le filtrat et les cellules tuées re-
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tarde la mortalité des plantes mais ne I'empéchent pas[10] M.A. Cubeta, G.L. Hartman, J.B. Sinclair, Interaction between

ce qui laisse suggeérer que ce mécanisme permet de re-
tarder la progression du pathogéne a l'intérieur de la
plante sans la bloquer contrairement a I'action directe

deRhizobiunsur le pathogéne qui confére une protec-
tion totale des plantes.

Rhizobium leguminosarurast un agent symbio-
tique fixateur d’azote, son utilisation en tant qu’agent
de lutte biologique contre la fusariose de la lentille est

une approche trés prometteuse a condition de pour-

Bacillus subtilis and fungi associated with soybean seeds,

Plant. Dis. 69 (1985) 506-509.

[11] R.P. McBride, A microbiological control oflelampsora me-
dusae Can. J. Bot. 47 (1969) 711-715.

[12] G. Defago, D. Haas, Pseudomonads as antagonists of soilborne
plant pathogens: mode of action and genetic analysis, Solil
Biochem. 6 (1990) 249-291.

[13] P. Ahl, C. Woisard, G. Defago, Iron-bounds siderophores, cya-

nid acid, and antibiotics involved in suppressiorTbfelaviop-

sis basicolaby a Pseudomonas fluorescesisain, J. Phytopa-

thol. 116 (1986) 121-134.

suivre cette étude par des travaux ultérieurs permettant(14] D. Haas, C. Keel, L. Laville, M. Maurhofer, T. Oberkénoli,

de tester I'efficacité d®hizobiumdans les conditions
d’infection naturelle et en présence d'autres microor-
ganismes du sol. Certaines especefktizobiumse

sont montrées capables de protéger les plantes contre
certaines maladies comme la verticilliose de la luzerne

[38], la pourriture racinaire [47,48] et le charbon [49]
du Soja. De méme la combinaison®kizobium legu-
minosarumet deTrichoderma harzianumpermettent

U. Schnider, C. Woisard, B. Withrich, G. Defago, Secondary
metabolites ofPseudomonas fluoresceagain CHAO invol-
ved in suppression of root diseases, in: H. Henneke, D.P.S.
Verma (Eds.), Advance in Molecular Genetics of Plant Mi-
crobe Interactions, Kluwer Academic Press, Dordrecht, The
Netherlands, 1991, pp. 450-456.
[15] J. Inbar, I. Chet, Evidence that chitinase producedbsomo-
nas caviaeis involved in the biological control of soil-borne
pathogens by this bacterium, Soil Biol. Biochem. 23 (1991)
973-978.

de réduire la gravité de la fonte des semis et la pourri- [16] A. Ordentiich, Y. Elad, I. Chet, The role of chitinase $#rra-

ture racinaire chez la lentille [50].
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