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Résumé

Dans cette recherche, I'utilisation de techniques biologiques pour lutter contre le fusarium vasculaire chez le
pois (Pisum sativum) par l'interaction de bactéries racinaires et de maladies fongiques a été étudiée. Les bactéries
antifongiques de la rhizosphére pathogénes pour les plantes sont I'un des principaux facteurs de lutte contre les
maladies des plantes par des méthodes biologiques. Dix souches bactériennes ont été isolées de la rhizosphére de
pois cultivés, et ces souches ont été identifiées sur la base de tests biochimiques et biophysiques et des caractéristiques

morphologiques des bactéries.

Dans le cadre de nos expériences biostimulation , nous avons étudié I'activité des enzymes (amylase, cellulose,
phosphatase, lipase) pour comprendre comment les bactéries réagissent a diverses sources de substrats et I'influence
des conditions environnementales sur ces réactions enzymatiques. Cette étude a été réalisée en utilisant 8 isolats
bactériens différents, et elle a abouti a la découverte d'un effet catalytique des enzymes dans ces processus. De plus,
I'activité des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) a été étudiée et dans ce contexte, la plupart
des isolats bactériens ont montré leur capacité a améliorer les réactions phosphatées. Nous avons également observé
la production de composés tels que I'hydrocyanure (HCN) et I'acide indole oxine (AlA), ainsi que la production
dammoniac(NH+4). Ces résultats améliorent notre compréhension de l'impact des bactéries sur les processus
enzymatiques et leur capacité a stimuler la croissance des plantes, et indiquent I'importance des bactéries PGPR dans
la promotion de la santé des plantes et de la durabilité environnementale. En plus de l'activité antifongique in vivo,
un test de confrontation antifongique de 8 isolats a été réalisé vis-a-vis de quatre especes Fusarium graminearum
(FG); Fusarium culmorum (FC); Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, (FOL); Fusarium oxysporum f. sp. Pisi
(FOP) et a été réalisé sur deux milieux de culture différents (TSA) et(KB). En conséquence, nous avons constaté que

la plupart des isolats se sont avérés capables d'arréter la maladie.

Mots clés : Pisum sativum ; fusarium vasculaire ; biostimulation ; PGPR ; Fusarium
graminearum (FG); Fusarium culmorum (FC); Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, (FOL);
Fusarium oxysporum f. sp. Pisi (FOP) ; I'hydrocyanure (HCN) ; lI'acide indole oxine (AIA) ;

production d'ammoniac(NH+4)



Abstract

In this research, a study was conducted on the use of biological techniques to combat vascular
Fusarium in the pea plant (Pisum sativum) through the interaction of Root bacteria with fungal disease.
Plant-pathogenic antifungal rhizosphere bacteria are a key factor in combating plant diseases by biological
methods. Ten bacterial strains were isolated from the rhizosphere of cultivated peas, and these strains were

identified based on biochemical and biophysical tests and morphological characteristics of bacteria.

During biocatalytic experiments, the activity of enzymes (amylase, cellulose, phosphatase, and
lipase) was studied to understand the interaction of bacteria with various sources of substrates and the
influence of environmental conditions on these enzymatic reactions. Eight (8) different bacterial isolates
were used in this study, and the results showed a catalytic effect on enzymes in these processes. In addition,
the activity of rhizobacteria promoting plant growth (PGPR) has been studied, since most bacterial isolates
have shown their ability to enhance phosphate reactions. We also noted the production of compounds such
as hydrocyanide (HCN) and acid indole oxine (AlA), as well as the production of ammonia (NH+4). These
results strengthen our understanding of the influence of bacteria on enzymatic processes and their ability
to stimulate plant growth, and indicate the importance of PGPR bacteria in promoting plant health and
environmental sustainability. In addition to its antifungal activity, the antifungal confrontation test was
carried out using eight different isolates of four types of Fusarium (FG, FC, FOL, FOP) and the test was
carried out on two different Agricultural Media (TSA and KB), the results of which showed the ability of

most isolates to stop the disease.

Key words: Pisum sativum ; vascular Fusarium ; biostimulation ; PGPR ; Fusarium
graminearum (FG); Fusarium culmorum (FC); Fusarium oxysporum F. sp. lycopersici,
(FOL); Fusarium oxysporum f. sp. Pisi (FOP) ; hydrocyanide (HCN) ; acid indole
oxine(AlA), production of ammonia(NH+4)
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INTRODUCTION

Sur la base de l'utilisation sans cesse croissante de pesticides chimiques et de la
propagation d'une résistance totale aux pesticides, la maladie de la fusariose vasculaire du Pois
dont I’agent causale le Fusarium oxysporum fsp. pisi (FOP), nous nous sommes tournés vers la
recherche d'une solution biologique pour lutter contre ce probleme. Au cours de cette recherche,
nous avons isolé des bactéries spécifiques présentente dans la rhizosphére des plantes, connue
sous le nom de PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), afin d'examiner sa présence et

sa capacite potentielle a favoriser la croissance des plantes.

Les PGPR, ou "Plant Growth-Promoting Rhizobacteria”, forment un groupe essentiel de
micro-organismes présents dans la rhizosphére des plantes. Leur impact positif sur la
croissance, la santé et la productivité des cultures est de plus en plus reconnu et étudié
(Lugtenberg et Kamilova, 2009). Parmi les groupes microbiens du sol qui s’influx sur la
croissance des plantes, on peut citer Rhizobium, Pseudomonas, Alcaligenes, Azospirillum,
Klebsiella, Burkholderia, Enterobacter et Azotobacter sp, Serratia, et en particulier le genre
Bacillus qui forme des spores qui lui donne une certaine résistance a la température, et a la
concentration élevée des produits chimiques, impliquant un potentiel PGPR particulier (Kumar
etal., 2012 ; Osman et al., 2017).

Ces bactéries ont élaboré des mécanismes complexes pour établir des interactions
bénéfiques avec les plantes. Parmi leurs fonctions essentielles, on peut citer la fixation de l'azote
atmosphérique, qui contribue a la nutrition des plantes en azote, la solubilisation des éléments
nutritifs du sol, la production d'hormones de croissance végétale, et la compétition avec les
pathogenes du sol pour l'acces aux ressources. Ces interactions positives ouvrent des
perspectives significatives pour une agriculture plus durable en réduisant la dépendance aux

produits chimiques agricoles potentiellement préjudiciables pour I'environnement.

Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop) est un agent pathogéne destructeur, causant la
fusariose vasculaire chez le pois (Pisum sativum). Sa présence a été observée dans toutes les
régions ou la culture du petit pois est pratiquée (Kraft et Pfleger, 2001). Cette maladie
particulierement dévastatrice a entrainer des pertes économiques importante en raison de sa
séverité (Kraft et al., 1998).

La fusariose du petit pois est une maladie fongique qui affecte spécifiqguement les pois
(Pisumsativum) et est causée par différentes especes de champignons du genre Fusarium. Cette
maladieest particulierement préoccupante pour les cultivateurs de pois car elle peut entrainer des

pertesde rendement considérables. Les symptémes de la fusariose du pois comprennent le
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Flétrissement des plantes, la nécrose des tissus vasculaires et la décoloration des feuilles. Les
champignons Fusarium responsables de cette maladie peuvent survivre dans le sol pendant de
longues périodes, ce qui rend difficile la gestion de la maladie. Les méthodes de lutte incluent
souvent l'utilisation de semences résistantes et de pratiques culturales visant a réduire la

pression du pathogene (Halila et al., 2000).

Notre objectif a travers cette etude consistée a chercher des bacteries dans la rhézosphere
du petit pois (Pisum sativum). L'étude de la diversité des populations rhizosphériques a été
effectuée aprés isolement, purification et identification préliminaire des populations

bactériennes. Alors notre expérimentation consiste a :
- Isoler & partir de la rhizosphere du petit pois (Pisum sativum) ;

- Identifier et caractériser ces isolats en réalisant des tests biochimiques et
physiologiques, complétaient par 1’utilisation de la galerie API1 20 NE ;

- Activité PGPR

- Recherche de I’activité enzymatique des isolats sélectionné in vitro ;

- Recherche de I’activité antagonismes in vitro vis-a-vis de quatre champignons
phytopathogenes (Fusarium graminearum (FG) ; Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

; (FOL); Fusarium culmorum (FC); Fusarium oxysporum f.sp. Pisi (FOP)) ;

- Essai de biocontréle de Fusarium oxysporum f.sp. pisi in vivo

Ce mémoire est structuré en trois chapitres distincts, chacun abordant des aspects

spécifiques de la recherche :
*Chapitre | : Contexte et Synthese Bibliographique

Dans ce premier chapitre, nous nous plongerons dans une synthése bibliographique
approfondie concernant Pisum Sativum L., en mettant particulierement I'accent sur le petit pois,

Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop),. Ainsi que sur la rhizobactérie
*Chapitre 11 : Matériel et Méthodes

Le deuxieme chapitre est réserve a la description du matériel utilisé dans cette étude,

ainsi qu'a une explication détaillée des méthodes et des protocoles employés pour la recherche.

*Chapitre 111 : Résultats et Discussion
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Dans le troisieme chapitre, nous présenterons les résultats obtenus au cours de I'étude,
suivis d'une discussion approfondie visant a interpréter ces résultats et a en examiner les

implications.

En conclusion, ce mémoire se clture par une synthése générale qui résume les

principales découvertes et conclusions tirées de cette recherche.



Chapitre 1
Synthese Bibliographique



Chapitre 1 Syntheése Bibliographique

1.1 Petit Pois

Le pois (Pisum sativum L.) occupe une place prépondérante en tant que la deuxieme
légumineuse la plus cultivée dans le monde. Cette culture a grains est largement exploitée
depuis plusieurs siécles en tant que source essentielle de protéines pour l'alimentation animale
et humaine, ce qui lui confére une importance économique mondiale considérable. Cependant,

les rendements sont souvent affectés par des contraintes tant abiotiques que biotiques.

Les pois possédent une grande diversité d'utilisations finales. Les feuilles, les gousses
vertes et les graines immatures ou mdres sont utilisées comme aliments pour animaux, incluant
des pratiques telles que le paturage direct, la production de foin et I'ensilage. Un aspect essentiel
des legumineuses, auquel appartient le pois, est leur capacité de fixation symbiotique de l'azote.
Cette capacité est d'une importance capitale en tant que source d'azote dans les écosystemes
naturels et agricoles, soulignant ainsi leur réle crucial dans la fertilité des sols et la croissance

des cultures.

En plus de leur valeur nutritionnelle, les pois et d'autres légumineuses accumulent
également des métabolites secondaires, tels que les isoflavonoides, qui sont réputés pour leurs
propriétés bénéfiques pour la santé humaine, notamment des effets anticancereux et d'autres

avantages pour la promotion de la santé [Smykal et al, 2013].
(Https://boowiki.info/art/fabeae/pisum-sativum.html)

Regne : Végétal

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Fabales

Famille : Fabacées

Sous famille : Fabeae

Genre : Pisum

Espéces : Pisum sativum. L

L’espéce Pisum sativum L. regroupe plusieurs sous-especes, classées comme suit :

- Pisum sativum L. subsp. sativum Var. sativum : petit Pois, Pois potager ou Pois
des jardins.

-Pisum sativum L. subsp. elatius (Steven ex M. Bieb.) Asch. & Graebn. : Pois
sauvage.

-Pisum sativum L, subsp. Sativum Var, arvense L, Poir. Pois fourrager, Pois
protéagineux ou Pois des champs.
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Il existe chez le petit pois des variétés a rames, d’autre naines, dans ces deux catégories

se trouvent des variétés a grains ronds et d’autres a grains ridés (Meudec, 1998).
I. 2 Importance économique

La culture mondiale du petit pois revét une grande importance économique et se déploie
principalement en Europe, en Amérique du Nord, en Amérique du Sud, en Inde et en Afrique
(Sibylla, 2009). Selon les données de la FAO (2013), le rendement moyen mondial du petit pois
estestimé a 1,72 tonnes/ha. Les principaux pays producteurs de pois frais et secs sont le Canada
(35%), la Russie (12%), et la Chine (13%).

En Algérie, la culture du petit pois frais couvre une superficie de 32 641 hectares, avec une
production de 127 680 tonnes. Dans la région de I'Afriqgue du Nord, I'Algérie occupe la
troisieme position en termes de production de pois, apres le Maroc et la Tunisie. Parmi les
especes de légumineuses alimentaires les plus cultivees dans la région, on trouve la lentille, le
pois chiche, la féve, le haricot et Pisum sativum (FAOSTAT, 2011).

1.2 Fusariose vasculaire

Les especes de Fusarium sont responsables de maladies qui causent d'importantes pertes
économiques, telles que le flétrissement vasculaire ou la pourriture racinaire et du collet, chez
les plantes cultivées en plein champ et en serre (Fravel et al., 2003). Elles représentent un
obstacle majeur dans la production de nombreuses cultures agricoles et horticoles, telles que le
pois, le palmier dattier, le lin, l'oignon, la tomate, le coton, et bien d'autres (Mac Hardy et
Beckman, 1981). La fusariose vasculaire du pois, causée par F. oxysporum f.sp. pisi (Fop), a
été signalée dans tous les pays ou les pois sont cultivés et peut étre particulierement sévere
(Kraft et Pleger, 2001). Il s'agit d'une trachéomycose qui entraine une perte d'eau et de
métabolites nécessaires a la survie des cellules végeétales, entrainant ainsi la destruction des

composants essentiels des cellules (Agrios, 2005).

1.3.1 Fusarium oxysporum f.sp. pisi

Le genre Fusarium, initialement décrit par Linke en 1809, appartient a la famille des
Tuberculariacées, faisant partie du groupe des Hyphomycétes (champignons filamenteux). En

raison de l'absence de reproduction sexuée, ces champignons sont classés dans les
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Deutéromycétes (champignons imparfaits), qui regroupent diverses formes asexuées (ou
anamorphes). Cependant, certaines espéces de Fusarium ont une forme sexuée, également
appelée forme parfaite ou téléomorphe, appartenant aux genres Nectria ou Gibberella (Gams et
Nirenberg, 1989), au sein de l'ordre des Hypocréales, ou des Ascomycetes.

F. oxysporum présente un ensemble de formes morphologiquement identiques, mais
présentant des spécificités parasitaires parfois trés étroites. Plus de 120 formes spécialisées et
races ont été décrites chez F. oxysporum (Armstrong et Armstrong, 1981), dont la forme
spéciale pisi responsable du flétrissement vasculaire du prtit pois. Ces races sont souvent
déterminées par leur virulence a I'égard d'un ensemble de cultivars d'hotes différentiels (Correll,
1991).

Les champignons du genre Fusarium sont ubiquistes, ce qui signifie gqu'ils peuvent
s'adapter facilement a toutes les conditions environnementales et sont largement répandus sous
différents climats (Burgess et Liddell, 1983). On les trouve particulierement abondants dans les
sols, sur les débris végeétaux, ainsi que sur les parties souterraines et aériennes des plantes. Bien
que la plupart d'entre eux soient des saprophytes, c'est en tant que phytopathogénes qu'ils sont
les plus connus. En effet, de nombreuses especes végétales sont attaquées par des souches de
Fusarium, tant dans les grandes cultures en plein champ que dans les cultures sous serre, ou les

dégats provoqués peuvent étre spectaculaires (Nelson, 1981).

1.2. 2 Taxonomie

Selon Agrios (1998), la classification taxonomique de Fusarium oxysporum est la

suivante :

Regne : Fungi

Division : Ascomycota

Classe : Hymenoascomyceétes
Sous-classe : Pyrenomycetideae
Ordre :Hypocreales

Famille : Nectriaceae

Genre : Fusarium

Espéce : Fusarium oxysporum f. sp. Pisi
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1.2.3 Symptomatologie

Le Fusarium oxysporum f.sp. pisi est un agent pathogéne qui envahit les racines des
plants de pois, affectant leur systeme vasculaire a toutes les étapes de croissance. Les plantes
contaminées présentent souvent une coloration rouge, orange ou sombre dans les tissus
vasculaires des racines ainsi que dans la partie basse de la tige. Les symptémes sur les feuilles
commencent par un jaunissement, suivi d'un flétrissement progressif et d'une courbure vers le
bas au moment de la floraison. En cas d'infection précoce, les jeunes plants ont tendance a
mourir. L'ampleur de la maladie peut varier en fonction des différentes souches de Fusarium
oxysporum f.sp. pisi. Cependant, cette incidence peut étre réduite grace a des rotations de
cultures étendues et a des semis précoces. Jusqu'a présent, la méthode de gestion la plus pratique
et économiquement viable consiste a utiliser des variétés de pois résistantes, comme l'ont

souligné les recherches de Merzoug et al. En 2014.

Figure 1 : symptomes de la fusariose vasculaire du petit pois.
https://www.nexles.com/article/pois-pisum-sativum-traitements-plus-courantes-maladies-ravageurs-
legume/

Fusarium oxysporum f.sp. pisi présente une grande variabilité en termes de capacité
pathogene. Onze souches différentes de cet agent pathogene ont été caractérisées, cependant,
seules quatre de ces souches ont été soigneusement identifiées (Races : 1, 2, 5 et 6).
Cependant, il y a des divergences significatives concernant la classification de ces différentes
souches. Parmi ces souches, les races 1 et 2 ont été observées a I'échelle mondiale et peuvent
étre considérées comme les plus préoccupantes en termes de pertes économiques dans la
plupart des régions ou les pois sont cultivés. En revanche, les races 5 et 6 n'ont été signalées

que dans I'Etat de Washington (Merzoug et al, 2014).


http://www.nexles.com/article/pois-pisum-sativum-traitements-plus-courantes-maladies-ravageurs-
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L'infection réussie d'une plante par F. oxysporum est un processus complexe qui

implique plusieurs étapes hautement régulées. Ces étapes comprennent :

a. Lareconnaissance des racines par des signaux émis par I'hote.

b. L'adhérence a la surface des racines et la différenciation des hyphes de pénétration

c. Lapénétration du cortex racinaire et la destruction des barriéres physiques de I'hote,
comme I'endoderme, afin d'atteindre les tissus vasculaires.

d. L'adaptation a I'environnement hostile de la plante hote, y compris la capacité a
tolérer les composeés antifongiques produits par les plantes.

e. La multiplication des hyphes et la production de microconidies a I'intérieur des
vaisseaux du xyléme.

f. Lasecrétion de facteurs de virulence tels que de petits peptides ou des phytotoxines
(Figure) (Di Pietro et al., 2003).

a. Formation et germination des spores

Pendant les premieres phases de leur interaction, les agents pathogenes fongiques
doivent repérer les molecules de signalisation émises par la plante, puis réagir en subissant des
changements morphogeénétiques et biochimiques appropriés. Ce processus de communication
représente la premiere étape cruciale dans la détermination du dénouement de l'infection
fongique, déterminant ainsi si I'établissement de la maladie réussit ou échoue (Di Pietro et al.,
2003).

En tant qu'occupant du sol, F. oxysporum est capable de subsister pendant de longues
périodes en I'absence de son hote, principalement sous la forme de chlamydospores saprophytes
(Beckman et Roberts, 1995). Les sécrétions racinaires induisent la germination des
chlamydospores en dormance et le déclenchement d'un processus infectieux (Schippers et van
Eck, 1981 ; Di Pietro et al., 2003).

b. Infection

Le processus d'infection vasculaire par F. oxysporum est une série d'étapes complexes

qui sont soigneusement régulées :

- Adhésion : Le processus d'infection fongique débute par l'adhésion des hyphes
d'infection a la surface de la racine hote (Bishop et Cooper 1983 ; Di Pietro et al., 2003).

L'adhérence du champignon a la surface de I'n6te n'est pas spécifique, car elle peut également

9
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se produire sur des non-hétes (Vidhyasekaran, 1997). Une adhérence spécifique au site peut
étre cruciale pour ancrer les propagules a la surface de la racine, ce qui permet la poursuite

d'autres processus nécessaires a la colonisation (Recorbet et Alabouvette, 1997).

- Pénétration : La pénétration est vraisemblablement gouvernée par une combinaison
de divers facteurs, incluant les composés fongiques, les structures de surface de la plante, les
activateurs ou les inhibiteurs de la germination des spores fongiques et la formation du tube
germinatif (Mendgen et al., 1996). Les mécanismes par lesquels les agents pathogenes de la
fusariose vasculaire pénétrent dans les racines peuvent varier. Certains agents pathogénes
pénétrent directement dans les racines, tandis que d'autres requierent une pénétration indirecte
a travers des blessures (Lucas, 1998). Les sites les plus fréquents de pénétration directe sont
localisés prés de I'extrémité des racines (Lucas, 1998). L'agent pathogéne entre dans la region
apicale de la racine ou lI'endoderme n'est pas completement différencie, permettant ainsi au
champignon de se développer et datteindre le protoxyleme en développement. Bien que les
blessures mécaniques puissent augmenter l'infection, elles ne sont pas essentielles pour

I'infection racinaire latérale (Stover, 1962).
c. Développement de la maladie

La flétrissure peut résulter d'une combinaison dactivités pathogenes, comprenant
I'accumulation de mycélium fongique et/ou la production de toxines, ainsi que des réponses
défensives de I'hote, incluant la sécrétion de gels, de gommes, de tyloses et la compression des
vaisseaux par la prolifération de cellules parenchymateuses adjacentes (Beckman, 1987 ; Di
Pietro et al., 2003). Il est aussi possible que cela résulte de la dégradation des tissus hotes (Kroes
et al., 1998 ; Olivain et Alabouvette, 1999 ; Ouellette et al., 2002). A la suite du flétrissement
et du décés de la plante, le champignon parvient a sa surface, générant des chlamydospores qui
sont éparpillées dans le sol pour amorcer un second cycle d'infection (Figure 2) (Di Pietro et
al., 2003).

10
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Figure 2 : Cycle infectieux de Fusarium oxysporum (Agrios, 2005).

1.2.4 Méthodes de lutte

Parmi les différentes approches de lutte contre la fusariose vasculaire du pois (culturale,
génétique, chimique et biologique), celle qui continue a se montrer efficace est I'emploi de
variétés résistantes (Bani, 2015 ; Guimaraes et al., 2007). Cependant, au cours de ces dernieres

années, le contrdle biologique de la fusariose vasculaire a produit des résultats prometteurs.
A. Lutte culturale

En complément de la résistance génétique, l'alternance des cultures représente une
pratique recommandée qui contribue a atténuer les dommages causes par l'agent pathogéne.
Cependant, il est important de noter que I'efficacité de la rotation des cultures en matiere de
réduction de la maladie n'est pas négligeable. Ce résultat découle non seulement de la

persistance prolongée des chlamydospores de Fop, mais aussi de la capacité de I'inoculum a se

11
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multiplier sur les racines des plantes infectées et méme sur des plantes non hétes. Néanmoins,
il est possible qu'une rotation des cultures sur une période de cinq ans puisse contribuer a

prévenir l'apparition de la fusariose vasculaire chez le pois (Biddle et Cattin, 2007).
B. Lutte chimique

Face a une infection vasculaire, I'emploi de fongicides a action systémique est une
option envisageable (Bounaga, 1985). Cependant, les chlamydospores qui sont enfouies en
profondeur sur de vastes zones, ainsi que les codts substantiels associés aux mesures de contrdle
chimique, rendent toute tentative de traitement chimique intrinsequement vouée a l'échec.
L'utilisation de traitements chimiques est généralement considérée comme une solution de
commodité, en opposition a la lutte biologique qui exige une meilleure compréhension et
observation. A long terme cependant, la lutte biologique se révele plus avantageuse (Corbaz,
1990).

c. Lutte biologique

En vue de contréler la fusariose vasculaire, une approche de lutte biologique pourrait
étre mise en ceuvre en utilisant des souches spécifiques de Pseudomonas spp. fluorescens, de
souches non pathogeénes de F. oxysporum, de Trichoderma spp. et de Gliocladium spp.
(Sakthivel, N., et Gnanamanickam, S.S., 1989). Malgré le potentiel prometteur de ces
méthodes, aucune de ces entités n'a encore été officiellement employée pour lutter contre la
fusariose (Kraft et Pfleger, 2001 ; Bani, 2015 ; Defago et Haas, 1990). Des souches de rhizobia,
capables de fixer I'azote atmosphérique et de solubiliser le phosphore, ont également démontré
leur capacité a inhiber la croissance de certains champignons phytopathogenes du sol tels que

Rhizoctonia solani et Fusarium culmorum (Glick et al., 2007).

1.3 Les rhizobactéries

Le sol abrite une vaste gamme de microorganismes, tels que les virus, les bactéries, les
champignons, les protozoaires et les algues (Paul et Clark, 1996). Parmi ces microorganismes,
les bactéries sont les plus abondantes, comptant en moyenne 6,108 cellules par gramme de sol,
ce qui équivaut a un poids de 10 000 Kg/ha, soit environ 5% du poids sec des composés
organiques du sol. Leur abondance dans le sol peut s'expliquer par leur capacité de
multiplication rapide et leur aptitude a utiliser une grande variété de substrats comme sources

d'énergie et de nutriments (Glick, 1995).

12
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Les bactéries associées aux racines des plantes sont communément appelées les
rhizobactéries. Ces souches bactériennes sont généralement trés compétitives et capables de
coloniser le systéeme racinaire, riche en éléments nutritifs, tout au long du cycle de
développement de la plante (Kloepper, 1993). Les interactions entre la plante et le sol sont
fortement influencées par la densité et l'activité des rhizobactéries. Alors que la plante libére
des composés organiques dans le sol, elle puise en retour de l'eau et des éléments minéraux

essentiels a son métabolisme.

Les rhizobactéries sont des hétérotrophes typiques, c'est-a-dire qu'elles ont besoin de
composés organiques comme source d'énergie. Ces besoins sont largement comblés a l'intérieur
de la rhizosphere. En effet, les rhizobactéries utilisent divers substrats fournis par la plante, tels
que les cellules corticales et épidermiques qui se détachent, les polysaccharides du mucilage
racinaire, les sucres et les acides aminés présents dans les exsudats racinaires, etc. (Campbell
et Greaves, 1990).

Ces rhizobactéries sont considérées comme des concurrents microbiens efficaces dans
la zone racinaire des plantes. L'effet visible des interactions entre les plantes et ces
microorganismes peut étre positif, neutre ou négatif. Certaines bactéries ont un effet inhibiteur
sur la croissance des plantes, tandis que d'autres la stimulent. Ces dernieres sont couramment
désignées sous le terme de rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria : PGPR) (Kloepper et al., 1989 ; Zahir et al., 2004). Ces
derniéres décennies, un grand nombre de bactéries ont démontré leur capacité a améliorer la

croissance des plantes (Kloepper, 1992 ; Glick, 1995).

1.3.1 Rhizobactéries Favorisant la Croissance des Plantes

Les rhizobactéries constituent un groupe essentiel de communautés bactériennes qui ont
des effets bénéfiques sur la croissance des plantes lorsqu'elles colonisent les racines. Ce terme,
introduit par Kloepper et Schroth en 1978, fait référence aux rhizobactéries favorisant la
croissance des plantes (PGPR). Ces bactéries vivantes, en se développant librement et en
colonisant les racines, offrent divers avantages tels qu'une amélioration de la croissance des
plantes, une réduction des dommages causés par les phytopathogenes et une augmentation de

la résistance aux stress abiotiques (Kloepper et al., 1991).

Les PGPR, également connues sous le nom de "Plant Growth Promoting

Rhizobacteria", sont des bactéries qui se développent dans la rhizosphére et qui ont un effet
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positif sur les plantes, ce qui les qualifie comme des rhizobactéries favorisant la croissance
végetale (Dey et al., 2004 ; Herman et al., 2008 ; Minorsky, 2008).

Ces PGPR peuvent avoir un impact bénéfique sur les plantes de maniére directe ou
indirecte (Figure 3). L'effet bénéfique direct des bactéries PGPR peut résulter de plusieurs
facteurs : une augmentation de la disponibilité de nutriments, tels que l'azote fixé librement ou
le phosphate solubilisé (Dobbelaere et al., 2003), une amélioration de la microstructure du sol
dans la rhizosphére, favorisant ainsi la rétention d'eau, une modification de I'équilibre hormonal
de la plante, incluant la production de phytohormones et la désamination du précurseur de
I'éthylene (Glick et al., 1998 ; Dobbelaere et al., 2003), et I'induction d'une réponse systémique
chez la plante, telle que ISR (Induced Systemic Resistance) ou, plus rarement, SAR (Systemic

Acquired Resistance).

De nombreuses études ont démontré que ces rhizobactéries jouent un réle dans le
biocontréle des plantes en réduisant les effets néfastes des phytopathogénes. Elles
accomplissent cela en synthétisant des antibiotiques spécifiques (Fischer et al., 2009), en
rivalisant avec le pathogene pour l'espace et les nutriments (Haas et Defago, 2005), et en

chélatant le fer grace a la production de sidérophores (Ongena et al., 2002).

CROISSANCE & RENDEMENT A/ PROTECTION DES MALADIES
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Figure 3 : Les mécanismes d’action des rhizobactéries (Ramos et al., 2009).

Les études montrent de maniére concluante que les PGPR sont efficaces aussi bien sur

les plantes dicotylédones (telles que pois, concombre, radis, tabac, tomate) que sur les plantes
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Monocotylédones (comme le riz, le mais, la canne a sucre). En général, la protection conférée
par les PGPR est de moins longue durée lorsqu'elle est induite par un agent pathogéne que

lorsque les PGPR sont utilisés.

Les PGPR peuvent étre classés en deux groupes principaux en fonction de leur relation
avec la plante hote (Khan et Zaidi, 2005) :

1.3.1.1 Rhizobactéries Non-Symbiotiques

- Les rhizobactéries non symbiotiques qui restent a I'extérieur des cellules des plantes
(PGPR extracellulaires telles que Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter, etc.).

1.3.1.2 Rhizobactéries symbiotiques: Rhizobium sp

Les rhizobactéries symbiotiques, également connues sous le nom de PGPR
intracellulaires, se caractérisent par leur capacité a envahir les cellules racinaires. Elles se
spécialisent principalement dans un processus appelé "nodulation”. Parmi les rhizobactéries les

plus étudiées figurent Rhizobium sp. (Gray et Smith, 2005).

Les rhizobiums sont des bactéries du sol qui appartiennent a la famille des Rhizobiaceae. Ce
sont des bactéries a Gram négatif, strictement aérobies, qui ont une forme de batonnets et qui
ne forment pas de spores. Ces bactéries sont mobiles grace a un flagelle polaire ou subpolaire,
ou possedent 2 a 6 flagelles péritriches (voir la Figure). Elles montrent une croissance optimale
a une température de 28 °C et a un pH compris entre 6 et 7. On peut trouver les rhizobiums
partout dans le monde, associés aux racines des plantes, mais ils sont également présents dans

le sol environnant les plantes (Sana Dhane Fitouri, 2011).

1.3.1.2.1 Symbiose fixatrice d’azote

L'azote est 'un des éléments minéraux essentiels qui limite la croissance des plantes, car
ses formes assimilables sont présentes en quantité limitée dans le sol. La forme prédominante
d'azote sur terre est le diazote atmosphérique, mais seules quelques espéces de procaryotes sont
capables de l'utiliser comme source d'azote pour leur nutrition. Les plantes acquiérent lI'azote
principalement en l'assimilant sous forme d'azote minéral, tel que le nitrate et I'ammonium.
Cependant, certaines plantes peuvent également mobiliser I'azote atmosphérique en formant

une association symbiotique avec des bactéries fixatrices d'azote (Stougaard, 2000).
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1.3.1.2 2 Processus de la Fixation Symbiotique de L’azote Atmosphérique

La fixation d'azote est un processus au cours duquel le N2 est réduit en NH3 grace a
I'action du complexe enzymatique de la nitrogénase, comme indiqué dans la réaction suivante
(Kaminski et al., 1998) :

N2 +8H++8e-+16 ATP® 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi

Ce processus de fixation d'azote est trés énergivore, nécessitant 16 molécules d'ATP
pour réduire une molécule de N2 en NH3. Le succés de la fixation d'azote repose sur la
collaboration des deux partenaires : la plante fournit un environnement microaérobie, de
I'énergie et des sources de carbone essentielles pour le fonctionnement de la nitrogenase, tandis
que le bactéroide fournit les genes nif et fix responsables de la synthese de la nitrogénase et
essentiels a la fixation d'azote. Les génes nif codent pour la biosynthese de la nitrogénase
(Fisher 1994 ; Newton, 2007), tandis que les genes fix sont spécifiques aux micro-organismes
fixateurs symbiotiques (Fisher, 1994 ; Lodwig et Poole 2003 ; Masson-Boivin et al., 2009).

La nitrogénase est trés sensible a l'oxygene et s'inactive rapidement dans un
environnement aerobie. Cependant, la nodosite, qui est une structure spéciale sur les racines des
plantes, lui procure une niche protectrice. La présence de la leghémoglobine, une protéine
vegétale, dans la nodosité permet de fixer I'oxygene et de maintenir une faible pression partielle
d'oxygéne. Ainsi, la leghémoglobine régule la diffusion de l'oxygéne vers les bactéroides,

assurant ainsi un environnement favorable a l'activité de la nitrogénase (Ott et al., 2005).

Le nodule représente un nouvel organe forme par la plante héte, a I'intérieur duquel les
bactéries se différencient en bactéroides et réalisent la fixation de I'azote atmosphérique. Pour
assurer une activité optimale de la nitrogénase, une enzyme trés sensible a lI'oxygene et qui
devient irréversiblement inactive en présence d'oxygene, la plante maintient les nodules dans
des conditions de micro-oxie grace au parenchyme nodulaire. Parallelement, la leghémoglobine
assure le transport et le maintien d'une concentration en oxygene indispensable a la respiration,

tout en évitant un exces d'oxygene nuisible a l'activité de la nitrogénase (Ott et al., 2005).

a. Préinfection

La formation du nodule nécessite une étroite collaboration génétique entre la bactérie et

la plante (Michelle, 2006). Cette interaction entre les deux partenaires débute dans la
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Rhizosphere, ou la plante favorise sélectivement la croissance des bactéries (Savka et al., 2002).
Les flavonoides (Figure 4) présents dans les exsudats racinaires attirent les Rhizobium par
chimiotactisme et induisent I'expression des génes nod bactériens responsables de la production
des facteurs Nod (FNs). Ces facteurs Nod, a leur tour, induisent des changements
morphologiques, physiologiques et moléculaires chez la plante hote (Perret et al., 2000 ; Mulder
et al., 2005 ; Rodriguez-Navarro et al., 2007 ; Oldroyd et al., 2011).

OH

HO @)
> OH
OH
OH

Figure 4 : Structure chimique du Flavonoide

b. Infection

Deux types d'infection sont distingués : la voie intracellulaire, qui est la plus étudiée, et
la voie intercellulaire. Dans le cas de l'infection intracellulaire, la pénétration de la bactérie est
facilitée par la courbure du poil racinaire, créant ainsi une zone confinée ou la bactérie est
entourée par la paroi végétale, formant ainsi une micro-niche propice a la prolifération des
bactéries (Figure 5) (Gage, 2004). A partir de ce point, un cordon d'infection est initié par
hydrolyse de la paroi (Mateos et al., 2001), invagination de la membrane végétale et production
de matériel pariétal par la plante. Ce cordon d'infection prend la forme d'une structure tubulaire
qui se développe a l'intérieur de la cellule, permettant ainsi la prolifération de la bactérie (Gage,
2004).
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C

Figure 5: Infection intracellulaire chez les Légumineuses. La bactérie colonise la rhizosphére

et entre en contact avec le poil racinaire (A). Les facteurs Nod induisent la courbure du poil racinaire ce qui
permet la création d’une zone confinée pour la bactérie qui initie I’infection (B). La mise en place du cordon

d’infection suit le déplacement du noyau vers la base du poil (C). D’aprés Perret et al., 2000.

b. Développement du nodule

En méme temps que l'infection progresse, I'organogenése nodulaire se déroule. Lorsque
la plante est infectée par les Rhizobium, cela entraine la différenciation et la division des cellules
du cortex, aboutissant a la formation d'un primordium nodulaire, un lieu ou les bactériessont
libérées. Ce primordium nodulaire se transforme ensuite en une nodosité mature.Al'intérieur de
la nodosité, la bactérie subit une différenciation pour se convertir en bactéroides, une forme
sous laquelle elle devient capable de réduire I'azote atmospherique (N2) en ammonium (NH4+)
(Wang et al., 2012).
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11.1 Isolement des rhizobactéries

Pour réaliser I'isolement des rhizobacteries a partir de la rhizosphére des plantes de petit
pois (Pisum sativum L), nous avons récupére des plantes entiére, sol rhizosphérique y compris.
Dans des flacons contenant des milieu liquide, nous avons mis 5g de sol de la rhizosphére
apres agitation, nous avons incubez ces flacons a une température de 28°C pendant 24 heures
sous agitation a 150 tr/min.

Une fois l'incubation terminée et a partir de chaque suspension mere nous avons réalisé
des séries de dilutions par la méthode de suspension- dilution, puis a I’aide d’une micropipette
; nous avons prélevé 0.1 ml de chaque suspension mere et nous les avons ensemenceées a la
surface de plusieurs milieux de culture (GN ; KB ; Ashby), une fois les boites ensemencent,
elles ont éte placé a une température de 28°C pendant 24 a 48 heures. Apres I'incubation des
milieux ensemenceés, nous avons procédé a une purification parrepiquage successif des
colonies bactériennes pour obtenir des souches bactériennes pures avant de commencer le

processus d’identification.

11.2 Identification des isolats bactériens

Pour une identification des isolats bactériens nous sont base sur la production du
pigment fluorescent et les tests biochimiques et physiologiques L'identification des souches
purifiées suit une démarche en plusieurs étapes successives, se basant sur l'analyse et la

détermination de divers caractéres

11.2.1 Teste biochimique et physiologique

Les tests biochimiques sont des méthodes utilisées pour identifier et caractériser les

bactéries en fonction de leurs réactions chimiques et métaboliques.

11.2.1.1 Solubilité en KOH

Le test au KOH (hydroxyde de potassium) est test rapide pour distinguer les bactéries a

gram négatifs des bactéries a gram positive.

Nous avons appliqué une goutte de KOH a 3% sur une lame propre et séche. Et a l'aide
d'une pipette Pasteur, prélevez une colonie bien isolée et réparti sur la lame en effectuant un

mouvement circulaire régulier.

20



Matériel et méthodes

Aprés 30 secondes, si la solution prendra une consistance collante et formera une chaine
visqueuse en présence de bactéries a gram négatifs. Et absente en présence de bactéries a gram
positive (Suslow et al., 1980).

11.2.1.2 Coloration de Gram

La coloration de Gram représente une methode fondamentale en bactériologie utilisee
pour distinguer les bactéries en deux groupes principaux, les bactéries a Gram positif et a Gram
négatif.

Pour préparer le frotti fixe, nous avons déposé une goutte d'eau distillée stérile sur une
lame de microscope. Et a l'aide d'une pipette Pasteur, nous avons prélevé et réparti une colonie
bien isolée sur la lame en effectuant un mouvement circulaire régulier. Puis nous avons passé

la lame dans la flamme du bec Bunsen pour fixer I'échantillon a la chaleur.

Pour la premiére étape de coloration, nous avons appliqué une goutte de solution de
violet de gentiane sur la lame pour imprégner les cellules bactériennes et laissé agir pendant
une minute. Puis nous avons rincé brievement la lame pour éliminer I'excés de colorant en
utilisant de I'eau au-dessus de la préparation. En suit, nous avons appliqué quelques gouttes de

solution de lugol et laissé reposer pendant 1 minute Puis nous avons rincé 1’eau.

Aprés un ringage délicat avec un agent de décoloration de I'alcool pendant 30 secondes (Cette
étape élimine le colorant des bactéries a Gram négatif, les rendant plus permeables) ; nous avons
appliqué quelques gouttes de solution de fuchsine sur le frottis et laissé agir pendant une minute.

Par la suite rincé a l'eau.

Apres sechage a l'air ou avec un mouvement délicat. La lecture de la coloration de Gram
est basée sur le changement de couleur, ou, les germes qui ont gardés la premiére coloration
(coloré par violette) sont des Gram positif. Ceux qui ont été decoloré par l'alcool se présente
une couleur rose (coloré par la fuschine) sont des Gram négatif, en utilisant un microscope avec
un objectif x 40, ou avec une goutte d'huile & immersion pour un objectif x 100, afin de réaliser

I'observation.

11.2.1.3 Croissance en anaérobiose (Test de Hugh Leifson) -

Le milieu de Hugh et Leifson (Annexel) permet de distinguer entre les deux processus.
La dégradation d'un glucide s'accompagne généralement d'une acidification du milieu : lors des

respirations le glucide est oxydé en CO2, par le dioxygéne (ou un autre oxydant minéral); Lors
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des fermentations le glucide est oxydé en acides, alcools, qui sont libérés dans le milieu qu'ils
acidifient sensiblement. Toutes les voies fermentaires ne sont cependant pas également
acidifiantes (Schaad et al., 2001).

Nous avons ensemenceé les bactéries par piqire centrale dans un tube d’essai contenant
un milieu de Hugh et Leifson puis nous avons ajouté environ 1cm d'huile de paraffine stérile.

Laissé les tubes en incubation a une température 28+2°C, pendant 24 a 48h.

Le milieu de Hugh et Leifson contient un indicateur de pH. Le bleu de bromothymol qui
prend une couleur jaune en milieu acide. Une réaction positive se traduit par obtention de la
couleur jaune (Les bactéries oxydent le glucide par respiration. la réaction négative (-) les

bactéries inactives ou inertes ne change pas la couleur verte du milieu (fig 8).

11.2.1.5 Test de Mobilité

Le test de mobilité est utilisé pour déterminer si une bactérie est mobile ou non, c'est-a-

dire si elle peut se déplacer dans un milieu liquide. Voici les étapes du test :

Nous avons prélevé une colonie bactérienne isolée. A l'aide d'une pipette pasteure,
piquez le milieu de culture semi-solide a environ 2/3 de la profondeur du tube. Aprés incubation
a la température appropriée a 30 °C pendant 24 a 48 heures. ; si la bactérie est mobile, nous
verrons une diffusion de croissance a partir du point d'inoculation. Si la bactérie n'est pas

mobile, la croissance restera limitée a I'endroit de I'inoculation.
11.2.1.6 Test de Citrate de Cimone (CIT)

Le test de citrate (CIT) est utilisé pour déterminer si une bactérie est capable d'utiliser
le citrate comme source de carbone dans son métabolisme. Dans des tubes de culture contenant
le milieu citrate de simmons et a I’aide d’une pipette pasteur stérile nous avons prélevé une
petite quantité de culture bactérienne pure.et ensemencé doucement la surface du milieu de

citrate. Apres incubation a la température appropriée a 30 °C pendant 24 a 48 heures

Si la bactérie est capable d'utiliser le citrate comme source de carbone, le milieu de
culture deviendra bleu en raison de lI'augmentation du pH due a la conversion du citrate en
bicarbonate. le résultat ainsi est positif , elle est négatif pour utilisation du citrate , si la bactérie

n'est pas capable d'utiliser le citrate, le milieu de culture restera vert.
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11.2.1.7 Gelose Triple Sugar Iron (TSI)

La gélose Triple Sugar Iron (TSI) est utilisée pour étudier les propriétés biochimiques
des bactéries. Elle se base sur le test des capacités métaboliques des bactéries en fonction de
leur fermentation des sucres (lactose, saccharose, glucose) ainsi que de leur production de gaz
et d'acides.

Dans des tubes de culture contenant le milieu de culture gélosé Triple Sugar Iron (TSI)
et a I’aide d’une pipette pasteur stérile nous avons prélevé une petite quantité de culture
bactérienne pure.et ensemencé doucement la surface du milieu (TSI). Aprés incubation a la
température appropriee a 30 °C pendant 24 a 48 heures. Les résultats du test sont lus en

examinant plusieurs caractéristiques :

- Rouge : indique une fermentation des sucres avec production d'acides.

- Tout le tube jaune : indique une fermentation des trois sucres (glucose, lactose,
saccharose).

- Rouge dans la partie supérieure et jaune dans la partie inférieure : indique une
fermentation du glucose uniquement.

- Fissures ou décollement du milieu : indiquent une production de gaz.

- Jaune avec une fissuration du milieu : indique une forte production de gaz.

11.2.1.8 Test Cystine

La cystine est un acide aminé sulfuré qui peut étre détecté et quantifié a l'aide de diverses

méthodes de test.

Nous avons ensemencé quelques gouttes de suspension bactérienne a ’aide d’une
micropipette. Dans des tubes de culture contenant le milieu liquide. Apres incubation a la
température appropriée a 30 °C pendant 24 a 48 heures, I’observation d’une coloration jaune
ou marron indique un résultat positif pour la présence de cystine. L'absence de changement de

couleur indiquerait un résultat négatif.
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11.2.1.9 Galerie APl 20 NE

La galerie API 20 NE (bio Mérieux SA) est un systéme standardisé pour l'identification
des bacilles a Gram négatif non entérobactéries et non fastidieux (ex, Pseudomonas,
Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella, Vlbrio, Aeromonas, etc), combinant 8 tests

conventionnels, 12 tests d'assimilation, et une base de données.

Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui
reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent
par des virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs. Les tests d'assimilation
sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries cultivent seulement si elles sont capables

d'utiliser le substrat correspondant.

Nous avons appliqué la galerie AP1 20NE, pour 5 isolats bactériens choisi aléatoirement
de notre collection, Pour sa réalisation nous avons suivi le protocole et les instituions du

producteur bio Mérieux.

a. Préparation des inoculums

Sur un tube d'essai contenant 5 ml d'eau physiologie stérile, nous avons prélevé des
colonies bactériennes jeunes bien isolées sur un milieu gélosé (KB), ensuite homogénéisé

soigneusement avec le vortex pour réaliser la suspension bactérienne (A).

La suspension bactérienne (B) a été préparée en mettant 200ul de la suspension
bactérienne (A) dans I’ampoule du milieu AUX ; ’homogénéisation a été faite a ’aide d’une

pipette pasteur.

b. Inoculation de la galerie

Premiérement, nous avons réparti I’eau distillée stérile dans les alvéoles pour créer une
atmosphere humide. Ensuite, nous avons rempli avec la suspension bactérienne (A) les micr-
tubes (et non les cupules), des tests NOs jusqu'a PNPG, Pour les tests : ADH, GLU, URE, nous

avons créé une anaérobiose en remplissant leur cupule d'huile de paraffine stérile.

Avec la suspension bactérienne (B), nous avons rempli les micr-tubes et les cupules des
tests GLU jusqu'a PAC. A la fin, nous avons refermé les plaques et les incubé a la température
29+2°C pendant 24 h jusqu’a 48h.
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La lecture de ces réactions se fait en se référant au tableau de lecture (Annexe). Apres
incubation, la révélation des deux tests NO3 et TRP doit se faire juste avant la lecture des
résultats en ajoutant les réactifs correspondant pour chaque test. Pour le test TRP une goutte de
réactif JAMES est ajouté dans le micr-tubes, et les deux réactifs NIT 1 +NIT 2 et/ou Zn

11.2.1.10 Sensibilité des souches isolées au pH

Dans des boites des Pétri contenant le milieu (TSA) a different Ph (5 ;6 ;7 ;8 ;9), nous
avons ensemence les isolats bactériens testés, ces isolats ont été incubé a la température (28
+2°C),

11.2.1.11 Sensibilité des souches isolées a la température

Dans des boites des Pétri contenant le milieu (TSA), nous avons ensemence les isolats

bactériens, ces isolats ont été incubé a la température (30 ; 37 et 41+2°C),
11.2.1.12 Test d'hypersensibilite

Le test d'hypersensibilité de la plante de tabac, également connu sous le nom de test HR
(réaction d'hypersensibilité), est une methode couramment utilisée pour évaluer la réponse
immunitaire d'une plante a une infection par une pathogéne. Ce test permet de déterminer si une

plante présente une réaction de défense rapide et localisée en réponse a une infection.

Nous avons préparé une suspension bactérienne suffisamment concentrée de 1’isolat
testé pour provoquer une infection, a I’aide d’une seringue, nous avons inoculé l'espace
intracellulaire le long de la nervure centrale de la face inferieur de feuille de Tabac, apres 24 a
48 heures d'inoculation, I’apparition des signes visibles de réaction hypersensible, tels que le

développement de Iésions nécrotiques (zones mortes) a I'emplacement de I'inoculation.

11.3 Recherche des activités enzymatique

La recherche de I’activité enzymatique de bactéries dans différents milieux ensemencés
avec des bactéries peut aider a étudier comment les bactéries réagissent aux différentes sources
de substrats et aux conditions environnementales, en fonction des réactions enzymatiques

spécifiques.

a. Lipase : Les lipases dégradent les lipides (graisses) en glycérol et en acides gras.
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Nous avons ensemencé par les méthode de spot les isolats bactriens sur le milieu des
culture dont la cposiomtion (g I™Y): peptone 10.0, NaCl 5.0, CaCl, 2H,0 0.1, agar 18.0, pH 7.4,
additionné avec tween 801% (v/v) Sierra (1957), apres incubation les boites a une température
optimale pour l'activité de la lipase pendant 24 a 48h, et observé si le lipide a été dégradé en
glycérol et en acides gras par I’apparition d’un halo au tour des spots bactriens.

b. Amylase : Les amylases hydrolysent les glucides complexes, comme I'amidon, en sucres

simples tels que le glucose.

Nous avons ensemencé par la méthode de spot les isolats bactériens sur le milieu des
culture GN contenant de 2% d’amidon soluble. Aprés incubation les boites a une température
optimale pour l'activité de la lipase pendant 24 a 48h, a été démontrée en inondant les boites
avec du lugol ; I’apparition de la zone claire formée autour de la colonie révele la présence de

I’enzyme

c. Phosphatase : Les phosphatases catalysent la déphosphorylation, c'est-a-dire le retrait d'un

groupe phosphate d'une molécule.

La capacité de solubilisation des phosphates des bactéries isolées est testée selon la méthode
décrite par Nautiyal (1999) sur un milieu NBRIP (Annexe 1) contenant 0,5% de phosphate
tricalcique (Ca3(P0O4)2) comme source de phosphate insoluble (Pikovskaya, 1948).

Nous avons ensemenceé des isolats bactériens sont déposés en spot a la surface du milieu
solide. La capacité de solubilisation est évaluée par la formation d’un halo transparent autour de la
colonie. Apres 7 jours d’incubation, le diametre du halo de solubilisation est déterminé en

soustrayant le diamétre de la colonie du diametre total.

d. Cellulase

Nous avons ensemencé par la méthode de spot les isolats bactériens sur le milieu de
culture (extrait de levure, 0.1g ; peptone 0 .5 g ; agar, 16 g et eau distille, 1000 ml) contenant
0.5% Na-carboxymethyl cellulose (CMC). Aprés incubation les boites a une température
optimale pour l'activité de la cellulase pendant 48h, et observé si le matériau cellulosique a été
dégradé en composés plus simples ’apparition d’un halo au tour des spots bactériens apres

I’addition du Rouge Congo et 1M NaCl.
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e. Protéase : Les protéases décomposent les protéines en peptides plus petits.

Nous avons ensemencé par la méthode de spot les isolats bactériens sur le milieu des
culture GN contenant. Apres incubation les boites a une température la température28C de la
cellulase pendant 48h, et observé si le matériau cellulosique a été dégradé en composes plus
simples I’apparition d’un halo au tour des spots bactériens apres I’addition du rouge Congo et

NacCl.

f. Pectinase : Le test pectinase est un teste utilisé pour tester la capacité de dégradation de
pectine par des isolats bactéries.

Nous avons désinfecté des tubercules de pomme de terre, par I'éthanol pure, puis I'eau
de javel 3%, suive par 3 ringages successive a I’cau distillée stérile, et coupé en disque de 7mm
de hauteur puis réalisé un petit trou circulaire sur la surface de chaque cercle de pomme de terre,

sans le traverser complétement.

Nous avons placé les cercles de pomme de terre ainsi préparés sur un morceau de papier
absorbant stérile (pour maintenir un environnement humide) dans des boites de Pétri. A l'aide
d'une pipette Pasteur stérile, Nous avons prélevé une colonie bactérienne bien isolee pour
préparer une suspension bactérienne, puis transféré 100ul de la suspension bactérienne
délicatement dans la partie de la pomme de terre percée, en évitant de contaminer les autres
parties, en fin fermé hermétiquement les boites de Pétri pour éviter toute contamination
extérieure L incubation a été effectué a une température de 28+ 2°C pendant 10 a 14 jours. La
réaction est considérée positive par 1’apparition de pourriture qui s’accompagne d’une forte

odeur (Cooksey et al., 1990).

I1.4 Activite antifongique par confrontation directe in vitro

Sur des milieux de culture requis pour les bactéries et les champignons (KB, TSA), nous
avons déposé des cultures pures des isolats a tester en spot a une distance de 2 cm du centre.
Apres de 48 heures d’incubation a une température de 28°C ; nous avons déposé un disque de
0.6 cm des cultures pures des champignons (Fusarium graminearum ; Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici ; Fusarium culmorum ;et Fusarium oxysporum f.sp. pisi) au centre des boites

de Pétri ensemence par les bactéries ainsi que dans des boites témoin ne contenant que le
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mycelium fongique. Aprés de 5 jours d’incubation ; nous avons mesuré la croissance du

champignon a I’aide d’un pied a coulisse.

L’évaluation du taux d’inhibition du champignon testé est estimée selon la formule suivant

(Wang et al 2002) :
Taux d’inhibition = (R témoin-R test /R témoin) x100%
R témoin = résultats obtenus par le champignon.

R test = résultats obtenus par I’antagoniste.

11.4.1 Dispositif expérimentale

Pour l'essai de I'antagonisme in vitro, nous avons opté pour un dispositif en randomisation

totale a quatre facteurs étudié et deux répétions pour chaque champignon teste :

+ Facteur 01 : correspond aux souches bactériennes avec huit niveau (B1, B2, B3, B4,
B5, B6, B7, B8).

+ Facteur 02 : correspond au milieu de culture avec quatre niveau (KB, TSA).

Les traitements en question sont :

- T1;T3;T2;T4;T5;T6;T7 ;T8 :correspondant respectivement aux isolats
bactériens testés (B2 ; B4 ; B5 ; B6 et B8) sur le milieu de culture (KB).

- T9;T10;T11;T12;T13; T14;T15; T16 : correspondant respectivement
aux isolats bactériens testés (B2 ; B4 ; B5 ; B6 et B8) sur le milieu de culture
(TSA).

I1. 5. Activité PGPR

L'activité des PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) se référe a la capacité de
certaines bactéries bénéfiques qui vivent dans la zone racinaire des plantes (rhizosphere) a

favoriser la croissance, le développement et la santé des plantes hétes.

a. Activité Acide indol acétique AIA
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Dans un milieu de culture liquide (LB) additionne de 200 pg/ml de tryptophane de nous
avons ensemencé des suspensions bactériennes des isolats testés. Puis agité soigneusement
jusqu'a obtenir une homogénéité visuelle. Apres incubation de 96 heures a une température de
28°C sous agitation 120 rpm (Leveau et al., 2005). Et une centrifugation a 4500 rpm pendant 20
min. A l'aide d'une micropipette, nous avons transféré 1 ml du surnageant dans un autre tube
propre. Et ajouté ensuite 2 ml du réactif Salkowski (1ml de FeCI3.6H20 0.5 M dans50 ml de
I’acide perchlorique a 35%). Aprés 30 minutes a température ambiante pendant environ a
I’obscurité. Si l'acide indol acétique (AIA) est présent, une coloration rose a rouge apparaitra.
Pour mesurer l'absorbance, utilisez un spectrophotométre UV-Vis en réglant la longueur d'onde

a environ 530 nm. Utilisez le solvant d'extraction comme blanc de référence lors de la mesure.

b. Activité de I'acide cyanhydrique (HCN)

A l'aide d'une pipette Pasteur stérile, nous avons prélevé une colonie bactérienne bien
isolée puis ensemence les bacteries sur le milieu TSA additionné de glycine (4.4 g/l). Nous
avons placé un morceau de papier Whatman n°1 imprégné du réactif (5% d’acide picrique et
de 2% de carbonate de sodium) a l'intérieur du couvercle de chaque boite de Pétri, puis fermé
hermétiquement ces boites et incubées inversées a 28°C pendant 4jours. Si les bactéries

produisent de I'HCN, le papier vira de la couleur jaune vers le brun clair ou rouge brun.

c. Activite Ammoniac (NH4+)

Nous avons inoculé 100 ul de la suspension bactérienne a tester dans un tube a essai
contenant du milieu eau peptonée. Apres incubation Incubez les a 30 °C pendant 48 heures,
I’addition de 0.5 ml du réactif de Nessler donnant une couleur jaune a marron indique la

production de NHs (Cappuccino et Sherman, 1992).

11.6. Essai de biocontrole de Fusarium oxysporum f.sp. pisi in vivo

L’essai a été mené, en impliquant une variété petit pois (Pisum sativum L). Cette essai
a été examiné l'interaction entre cing isolats bactériens B2, B4, B5, B6 et B8, ainsi qu'un type
spécifique de champignon Fusarium oxysporum f.sp. pisi L'objectif était d'évaluer le niveau de

résistance des plantes face a ces interactions.
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11.6. 1. Bactrisation et contamination de la semence

Les semences subissent une désinfection en les immergeant dans une solution de HgClI»
(0,1 %) pendant 30 minutes a température ambiante. Ensuite, elles sont soumises a cing ringages
successifs avec de l'eau distillée stérile, chaque ringcage durant 5 minutes. Les semences sont
ensuite immergées dans la suspension bactérienne pendant une durée de 3 heures, sauf le témoin
dans I'eau distillée stérile. Apres le trempage et le séchage des graines sur papier absorbant, les

graines distinguées a I’inoculation par FOP sont pulvérisé par la suspension fongique.

11.6.2. Dispositif expérimentale

Apres préparation de la semence testée, puis nous les avons mis dans des boites stériles en
plastique transparent de (250 ml) contenant sable stérile humidifier par 1’eau distillé stérile ; a
raison de 6 graines par boite. Le dispositif utilisé est une randomisation totale, représenté par

I’interaction de deux facteurs :

- Facteur 1 : correspond a la bactérisation a six niveaux (les cinq isolats B2, B4, B5,
B6 et B8) et le témoin non bactérisé
- Facteur 2 : représente champignon pathogéne a deux niveaux (contaminé par le

FOP et non contaminé par le FOP).

Les traitements en question sont :

- T1 (témoin négatif) : Semence n’est pas traité par suspension bactérienne et ni
traité par suspension fongique (FOP).

- T2 (témoin positif) : Semence n’est pas traité par suspension bactérienne et
traité par suspension fongique(FOP).

- T3, T4.T5, T6, T7 : Semence traité par la suspension fongique (FOP) et traité
respectivement par les suspensions bactériennes (B2 ; B4 ; B5 ; B6 et B8).

- T8, T9. T10, T11, T12 : Semence n’est pas traité par la suspension fongique
(FOP) et traité respectivement par les suspensions bactériennes (B2 ; B4 ; B5 ;
B6 et B8).

11.6.3. Parameétres mesurés

Le suivi du comportement des graines de Pisum sativum L. a été réalisé en se basant

sur divers parametres morphologiques tout au long du processus de germination.

a. Taux de germination
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Apres 24h de la mise en boites, nous avons realisé des observations visuelles des graines
germées, puis nous avons procédé a la notation des graines germé, jusqu’a le septiéme
jour, (Hultberg et al, 2000).

Le taux de germination est calculé par la division des graines germé sur le nombre total

des graines fois cent Selon I’équation suivante :

nombre des graines germiné
TG (%) = e " x 100
nombre totale des graines

b. Détermination de la longueur des radicules et la tige

Apres une période de 15 jours, la mesure de la longueur des radicules et la tige est
effectuée en utilisant une feuille millimétrée (en centimétres).

Figure 6 : la mesure de la longueur des plantules

c. Indice de vigueur

Indice de vigueur est calculé par I’addition du moyen de la longueur des radicules et la

longueur des feuilles multiplier par le taux de germination. Selon I’équation suivante :

IV = (Moyen longueur des radicules + moyen longueur dela tige) x Taux de Germination.
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11.7. Analyse statistique

Pour les deux essais, ’essai de I’activité antifongique par confrontation directe in vitro
et ’essai de biocontrole de Fusarium oxysporum f.sp. pisi in vivo, Une analyse de variance
était effectué a I’aide du logiciel Stat Box végétale (version 6.9) a été réalisée en considérant
’essai aléatoire (a = 5%). La mise en évidence de différences significative concerne I’effet
de chaque facteur controlé (Facteurl et Facteur?) ; et de leur interaction (F1xF2). L’analyse
est complétée par le test de Newman et Keuls lorsqu’une variation significative avec un
seuil d’erreur de 5 % a été révélée. Avec ce test, nous avons effectué la comparaison des

moyennes.
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11.1. Résultats

A partir des cultures bactériennes issues des isolements réalise a partir de la rhizosphére
des plantes de petit pois (Pisum sativum L), nous avons obtenu une quarantaine d’isolats isolés
sur les différents milieux de culture GN ; KB ; et Ashby, choisi d’une observation a I’ceil nu
selon les caracteres morphologiques des colonies bactériennes.

Apreés la purification des isolats bactériens sur le milieu de KB, nous avons gardé qu’une
dizaine d’isolats, pour les identifier nous avons réalisé les tests biochimique et physiologique

voir le test de gram, test de Hugh Leifson, etc.

I11.1.1 Identification des isolats bactériens

Aprés l’isolement des rhizobacteries a partir de la rhizosphére de petit pois et
purification, nous gardeé les isolats suivants : 11 ;12 :13;14;15:16;17 ;18 ;121 et NSI.

111.1.1.1 Test KOH

Apreés le test de KOH, nous avons observé obtenu une réaction négative car la solution
reste claire, transparente et non visqueuse apres avoir ajouté la potasse a la culture bactérienne,
Ces résultats suggere que les parois cellulaires des bactéries sont épaisses et ne permettent pas
a la potasse de les traverser. Cela indique une réaction négative et nous avons observé obtenu
aussi une réaction positive car la solution devient visiblement visqueuse, glissante ou
gélatineuse apres l'ajout de la potasse a la culture bactérienne, cela indique une réaction positive.
et suggere que la potasse a réussi a lyser les parois cellulaires fines des bactéries a Gram négatif.
En conséquence, pour les isolats testées nous avons quatre qui sont probablement des Gram

négatif, et six ont probablement des Gram positif (Tableau 1).

111.1.1.2 Coloration de Gram

Apreés coloration de Gram nous avons conformeé les résultats du test KOH, dont six sont
des Gram négatif par leurs couleur rose et quatre sont des Gram positif par leur couleur violet,

leurs varie entre la forme bacille et Cocci (Tableau 1)

111.1.1 3 Test de Mobilité

Apres incubation a la température a 30 °C pendant 24 a 48 heures. Nous avons observé
la propagation des bactéries a partir du point d’inoculation dans le milieu semi-liquide, cela

indique que les dix isolats testés sont mobiles (Tableau 1, Figure7).
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Figure 7 : Résultats du test mobilité

111.1.1.4 Test de Citrate de Cimon (CIT)

Apres incubation, nous avons observé que pour I’isolats (I1 ; 12 ; I8) la gélose reste
inchangée en termes de couleur et qu'aucune croissance bactérienne n'est observée, cela indique
que ces isolats testés sont incapables d'utiliser le citrate comme source de carbone, ce sont des
citrates négatifs. Alors que pour les isolats (I3 ; 14 ;15 ; 16 ; 17) un changement de couleur de la
gélose de vert a bleu, cela indique que la bactérie a utilisé le citrate comme source de carbone ;
ce sont des citrate positive (Tableau 1, Figure 8).

Figure 8 : Résultats du Test de Citrate de Cimon (CIT)
(T) Témoin non ensemencé ; (12) réaction positive
(13) réaction positive
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111.1.1.5 La gélose Triple Sugar Iron (TSI)

Apres incubation, nous avons observé que I’isolat (I1) ne fermentent pas les sucres, en
absence de production de gaz. (Réaction alcaline/alkaligéne). Alors que les isolats (12 ; 13 ; 14 ;
15 ;16 ; 17 ; 18) fermentent les sucres (glucose et lactose) avec production de gaz. (Réaction

acide/acidogeéne) (Tableau 1, Figure 9).

Figure 9: résultats du test TSI
(T) Témoin non ensemencé ; (12) réaction positive

111.1.1.6 Test d'hypersensibilité

L'interprétation des résultats du test d’hypersensibilité de la plante de tabac dépend de la
présence ou de l'absence de la réaction d'hypersensibilit¢é (HR) induite par I’isolat inoculé.
Sachant qu’une HR positive signifie que la plante a identifié le pathogéne comme une menace
et a activé une réponse immunitaire locale pour tenter de limiter la propagation du pathogéne
alors qu’une HR négative indique que la plante a des mécanismes de défense efficaces qui
empéchent I’isolat de causer des dommages importants.

Pour les isolats (11 ; 12 ; et I5), nous avons observé 1’apparition des symptomes d'HR
autour de la zone d'inoculation, tels que la nécrose locale (noircissement), la formation de
Iésions ou la nécrose en anneau, cela indique que la plante de tabac est sensible au isolat inoculé.

Pour les isolats (13 ; 14 ; 16 ; 17 ; 18) aucune réaction d'HR n'est observée, cela suggére

que la plante de tabac est résistante au isolat inoculé (Tableau 1, Figure 10 ).

36



Chapitre 3 Résultats et discussion

Tableau 1 : Teste biochimique et physiologique

Les souches 1 2 3 4 5 6 7 8 | 21 | NS
|

Coloration de

- - - - + + + + - -
Gram
KOH + + + + - - - - + | +
forme nd B C B C B C C C B
Test de Hugh + + + - + - + | + | +
Leifson
Mannitol + + + + + + + + + +
Cimon de citrate| - - + + + + + - nd | nd
TSI - + + + + + + + +. +
hypersensibilité | + + - - + - - - - -

(+) Réaction positive ; (-) Réaction négative ; B : Bacille ; C : Cocci ; nd : non donné

Figure 10 : résultats du test d'hypersensibilité
(A) Réaction négative (B) réaction positive

111.1.1.7 Galerie API 20 NE
Les la galerie APl 20 NE a été utilisé comme des tests individuels (8 tests
conventionnels et 12 tests d'assimilation) pour compléter les test I'identification biochimique,

les résultats sont représenté dans le (tableau 2 Figure 11)
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Figure 11: Photo représentant les résultats de I'identification biochimique d’une galerie API
20NE.

Tableau 2 : Résultats de I'identification biochimique des isolats obtenues en utilisant la galerie API

20 NE.
11 12 13 14 15 16 17 18 1H 4H 7H
NO3 + + + - + (-)+ + + + + +
TRP - - + - - - - - - - -
GLU + + + - + - + )+ + -
ADH + + - + + + + + + + +
URE + + - + + + - + + + +
ESC + + + + + + + + + + +
GEL (+)- = - - - - + = )+ = +
PNG + + + + + + + + + + -
GLU + + - + + + - + + + +
ARA - + - + + + - + + + -
MNE + + - + + + - + + + -
MAN + + - + + + - + + -
NAG + + - + + + - 1 1 1 -
MAL + + - + + + - + + + -
GNT + + - + + + - + + + +
CAP + + - + + + - + + + =
ADI - + - - - + - - - - -
MLT + + - + + + - + + + +
CIT + + - + + + - + + + -
PAC + + - + - + - + + + -

(+) Réaction positive ; (-) Réaction négative
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111.1.1.8 Sensibilité des souches isolées a la température

Selon les résultats obtenus, la température a un effet notable sur la croissance des isolats
bactérien (11 ; 12 ; 121 ; NSI), cette derniere diminuée lorsque la température augmente alors que
pour les isolats (13 ;14 ;15 ; 16 ; 17 ; 18) n’ont révélé aucune perturbation de croissance en fonction
de la température (Tableau 3).

Tableau 3 : Effets de la température sur la croissance bactérienne

Les isolats 11 12 13 14 15 16 17 18 121 NSI
30 °C +++ | 4 | | [ | | | +++ +++
37°C + | | A | | A | A | ++ +
40°C ++ | 4+ | | A | | A | + ++
(+++) Forte croissance ; (++) croissance moyenne ; (+) Faible croissance.

111.1.2. Activité PGPR

a. Activité Acide indol acétique (AlA)

Dix isolats sont testes pour leurs capacité de produire d’Acide indole acétique (AlA), parmi
eux les isolats (12 ; 13 ;14 ; 17 ; 18 ; NST) qui ont produit AIA dans le milieu de culture KB en
présence du tryptophane (Tableau 4).

b. Activité de I'acide cyanhydrique (HCN)

Dix isolats sont testés pour leurs capacité de produire de I'HCN. La production dHCN
varie considérablement d'une souche a l'autre. L’isolatl semble étre la plus performante en
production d'HCN, ce qui se manifeste par un changement de couleur du papier filtre vers une
teinte orangée a jaune foncé. Cependant, les autres isolats testés ne produisent d'HCN car aucun

changement de couleur est observé (Tableau 4, Figure 12).

Figure 12 : Résultats de I’isolats productrice d’HCN (A) Témoin ; (B) réaction positive
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c. Activitt Ammoniac (NH4+)

Dix isolats sont testés pour leurs capacité de produire de I'ammoniac (NH4+).
L’ensemble des isolats testés produisent NH4+ a I’exception de I’isolat (I1). L’isolats 121
semblent étre la plus performante en production de I'ammoniac (NH4+), La production est tres

variable d’une souche a une autre (Tableau 4).

Tableau 4 : Production AIA ; (NH4+) ; d’HCN par les isolats bactériens

Isolats 1 2 3 4 5 6 7 8 21 NSI
AlA - + + + - - + + - +
NH4+ - ++ ++ ++ ++ ++ + ++ +++ ++
HCN ++ | - - - - - - - - -

AlA : Acide indole acétique ; NH4+ : Ammoniac ; HCN : acide cyanhydrique ; (+) activité positive ; (-)
activité négative ; (+++) Forte activité ; (++) activité moyenne ; (+) Faible activité.

111.1.2 Recherche des activités enzymatiques

Huit isolats ont subi des tests pour la recherche d'activité enzymatique voir lipase ;
amylase ; phosphatase ; cellulase. Une ‘activité enzymatique se manifeste par un changement
mesurable dans le milieu de réaction, tel qu'un changement de couleur, une production de gaz,
une modification du pH ou un précipité, cela suggere généralement la présence d'une activité
enzymatique. Ce changement est souvent le résultat de la réaction catalysée par I'enzyme.

Pour nos résultats les huit isolats produisent le lipase et I’amylase, pour le phosphatase
I’ensemble des isolats le produisent a I’exception des isolats (I1 et 18), mais ils ne produisent

pas le cellulase (Tableau 5, Figure 13).

Tableau 5 : Résultats de 'activité enzymatique des isolats testés

souches Lipase Amylase | phosphatase cellulase
11 + + - -
12 + + + -
13 + + - -
14 + + + -
15 + + + -
16 + + + -
17 + + + -
18 + + - -

(+) activité positive ; (-) activité négative
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Lipase Amylase
Figure 13 : Résultats de 'activité enzymatique des isolats testés

111.1.3 Activité antifongique par confrontation directe in vitro

Les résultats de test d’antagonisme in vitro des huit isolats bactériens, vis-a-vis de quatre
espéces. Fusarium graminearum (FG); Fusarium culmorum (FC); Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, (FOL); Fusarium oxysporum f. sp. Pisi (FOP), a été réalisé sur deux différents
milieux de culture King B et TSA pour la confrontation directe. (12, 14, 15, 16, 18)

L'analyse de variance (Annexe 4), a révele une différence trés hautement significatifs
pour les deux facteurs étudié (P : 0,000), vis-a-vis de (FG) les isolats 18, 15, 14, 11, 13 sur le
milieu TSA et lisolat 13 sur le milieu KB ont présenté une activité inhibitrice notable et
nettement supérieur avec des moyennes qui varie entre 63.27 et 66.67% , classé dans le groupe
homogeéne (a), vis-a-vis de (FOL) l'isolat 13 sur le milieu KB a enregistré le meilleur taux
d’inhibition avec une moyenne de 1’ordre de 64.10% classé dans le groupe homogeéne (a),. Vis-
a-vis de (FC) les isolats 12 et 13 sur le milieu TSA et l'isolat 14 sur le milieu KB ont enregistré
les meilleurs taux avec des moyennes qui varient entre 63.33 et 64.50% classé dans le groupe
homogene (a), vis-a-vis de (FOP) l'isolat I3 sur le milieu KB a enregistré le taux d’inhibions
avec une moyenne de I’ordre de 66% qui a été classé dans le groupe (a) les autres isolats ont

été classe dans le groupe (ab) a ’exception des isolats 16 et 12 (Figure 13 ;14).
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Taux d’inhibition
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Figure 14 : Taux d’inhibition des souches bactériennes contre les souches fongiques (FG, FOL, FC, FOP) sur les milieux TSA et KB
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartient au méme groupe homogene, selon le test de Newman-keuls (a = 5%).

FG Fusarium graminearum; b. FOL. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ;

FC Fusarium culmorum;; d. FOP Fusarium oxysporum f. sp. Pisi
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Figure 15 : Inhibition de la croissance mycélienne par confrontation directe.

IT1.1. 4. Les résultats relatifs a I’essai de biocontréle de Fusarium
oxysporum f.sp. pisi in vivo

Les résultats représentés dans cette partie sont issus des essais effectuer pour mettre en
évidence ’effet bénéfique des rhizobactéries isolées de la rhizosphere des plantes de petit pois
(Pisum sativum L), pour le biocontrole de Fusarium oxysporum f.sp. pisi in vivo et la
biostimulation de la germination des graines de petit pois en sa présence.

L’analyse de la variance réalisée sur les résultats obtenus a montré des déférences tres
hautement significatives pour I’ensemble des parameétres étudiés. Exception faite pour le facteur

suspension fongique est non significatif (P = 0,481) pour le paramétre indice de vigueur.

111.1. 4.1. Effet sur le taux de germination (TG)

L'analyse de variance (Annexe 4), a révéle une différence trés hautement significative
pour les deux facteurs étudiés et leurs interaction (P : 0,000), Selon les résultats sur la figure
15, le taux de germination est variable. Pour les isolats I5 et TNB en présence FOP et les isolats
18, 12 en son absence ont enregistré le meilleur taux de des moyennes qui varient entre 100 %
et classé dans le groupe homogeéne (a). Dans le groupe (b) ; sont classé les isolats 18, 14, 12 en
présence FOP et 12, 14, TNB en son absence avec des moyennes qui varient entre 87.50 et
83.33 %. L’isolat 15 absence de FOP a enregistreé le plus faible taux de 1’ordre 50 %, classé dans

le groupe homogeéne (c).
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogeéne, selon le
test de Newman-keuls (o = 5%).
12, 14, 15, 16, 18: isolats bactériens testés TNB : témoin non bacterisé
FOP : Fusarium oxysporum f. sp. Pisi; N FOP : Pas de Fusarium oxysporum f. sp. Pisi
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Figure 16 : Effet du I’interaction du facteur bactérisation et le facteur suspension
fongiquesur le taux de germination (%)

111.1. 4.2. Effet sur I'indice de vigueur

L’analyse de la variance a donné une différence trés hautement significative. Selon les
résultats sur la figure 16 de I’indice de vigueur, dans I’interaction de I’isolats I2 en absence de
FOP a enregistré la meilleure moyenne de 2525 qui est classé dans le groupe homogene (a),
suivi I’isolats 14 en absence de FOP a enregistré une moyenne de 2420 qui est classé dans le
groupe homogeéne (b). La plus faible moyenne enregistrée par les interactions 15 en présence et

en absence de FOP avec un I’indice de vigueur est de 1270 et 1210.63 respectivement.
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogeéne, selon le
test de Newman-keuls (a = 5%).

12, 14, 15, 16, 18: isolats bactériens testés; TNB: témoin non-bacterisé
FOP: Fusarium oxysporum f. sp. Pisi; N FOP: Pas de Fusarium oxysporum f. sp. Pisi

Figure 17 : Effet du I’interaction du facteur bactérisation et le facteur suspension fongique sur
I’indice de vigueur.
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I11.2. Discussion

L'objectif de cette recherche est de caractériser les micro-organismes responsables de
cette maladie en utilisant divers tests biochimiques, a travers une analyse microbiologique
d'échantillons collectés a partir de la zone racinaire des plantes de petit pois (Pisum sativum L).
Dans cette optique, la coloration de Gram est une méthode qui permet de distinguer les bactéries
Gram-positives des bactéries Gram-négatives en se basant sur la maniére dont le violet de
gentiane se fixe, mettant ainsi en évidence la forme et la teinte des colonies bactériennes.
L’observation microscopique a révelé la présence de deux souches bactériennes : Bacille a
Gram (-) Cocci a Gram (+). Selon le résultat de SALMI et al, (2019) Le résultat montre que a
partir de 49 souches isolées La plupart des souches sont des Cocci gram positif qui représente
28(57%) alors que 21(43%) représente des bacille Gram négatif. Ou leurs résultats semblaient
similaires a nous resultat, la plupart des souches sont des Cocci gram positif qui représente 5
souche alors que 4 souche represente des bacille Gram négatif. Nos résultats concordent avec
ceux retrouvés dans des études récentes, a Bouguenoun., 2017, a I’ouest algérien, Oran (Dali.,

2015), au Maroc (Quassimi., 2010) et en Inde (Sahu et al., 2016)

De plus, un examen supplémentaire a été conduit, visant a évaluer la capacité de la
souche bactérienne a fermenter le mannitol, dans le but de déterminer sa mobilité. Pour les
résultats du test mannitol-mobilité pour les dix souches sont mannitol positif par contre on
retrouve 9 souche immobile et une seule souche sont des souches mobiles. Des constatations
similaires ont été rapportées dans des études antérieures, notamment par Gerhardt et al. (1994),
qui ont observé que les bactéries mobiles se propagent a partir de la zone d'ensemencement,
créant une turbidité dans le milieu, tandis que les bactéries immobiles se développent
uniquement le long de la ligne d'ensemencement. Conformément a ces observations, notre étude
a également produit des résultats positifs concernant le test de mobilité pour les souches que
nous avons testées. Ces résultats sont en accord avec d'autres recherches antérieures,
notamment celles de Dhayanithi et al. (2010), Zarei et al. (2010), et Catherine et al. (1999).
En I’occurrence, I’identification de ces souches est réalisée par le biais des tests biochimiques
en utilisant un milieu dit TSI (Triple Sugar Iron) utilisé pour I’indication des bacteries Gram —
par la mise en évidence rapide de la fermentation du lactose, du glucose (avec ou sans
production de gaz), du saccharose et de la production de sulfure d’hydrogéne nos observations
sont en accord avec les travaux de Berche et al, (1988), qui dans des tests réalisés sur la souche
d’Escherichia coli ont constaté la fermentation du lactose, du saccharose et du glucose avec

production de gaz et ont remarqué aussi un changement de couleur du marron vers le jaune ;
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ces réactions confirment bien qu’il s’agit de bactéries Gram- 11 est & signaler que pour la souche

Gram+ aucun changement de couleur n’a été observé.

Par ailleurs, un autre test réalisé dans le milieu de citrate de Simmons qui un milieu
synthétique ou la seule source de carbone est le citrate a révélé un changement de couleur du
vert vers le bleu le virement de couleur confirme que ces souches bactériennes sont des Gram.
Ces constatations sont confirmées dans les travaux de plusieurs auteurs (Sylla, 2005 ; Ying et
al, 2009 ; Nkang et al, 2009 ; Zarei et al, 2010).

De nombreux types d'enzymes bactériennes ont été etudiés en profondeur dans la
littérature scientifique, notamment les cellulases, les amylases, les xylanases, les mannanases,
les pectinases, les chitinases, les protéases, les lipases, les estérases, les phosphatases et les
phytases. Elles sont a la fois spécifiques du type de réaction catalysée et d’un seul substrat ou
d’un petit ensemble de substrat fortement apparentés (Granner et al, 2008), L'amylase est une
enzyme hydrolysant I'amidon. Elle est constituée d’une camylase et d’une f-amylase (Pandey
et al, 2000). Les huit souches (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18) démontrent la capacité d'hydrolyser
I'amidon, indiquant ainsi leur présence d'une amylase. Cette hydrolyse de I'amidon se manifeste
par la formation d'une zone claire autour des colonies bactériennes. Khandeparker et al. (2011)
ont été identifiés des isolats bactériens marins capable de produire des enzymes dégradant les
carbohydrates (amylase, cellulase, hémicellulase). La majorité de ces bactéries appartiennent
au genre Bacillus suivi de Vibrio, Marinobacter, Exiquinobacterium, Alteromonas,

Enterobacter et Aeromonas.

Les résultats de l'analyse de I'AIA mettent en évidence une production exceptionnelle
de cette hormone synthétisée. La production de ce composé est variable d’un isolat a I’autre.
L’analyse de contraste révélé un effet significatif de la production d’ AIA sur les souches 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 121, INSI. Selon Howell et al. (1988), I’ammoniac produit comme
intermédiaire du catabolisme des acides aminés des exsudats racinaires assimilés par la bactérie
est un agent inhibiteur des phytopathogénes. La production de NHzs est trés fréquente chez les
souches isolées. Ce taux est comparable a ceux mentionnés par plusieurs travaux de Joseph et
al., (2007) et Ahmed et al., (2008) Ou leurs résultats semblaient similaires a mon résultat, Tous
les isolats examinés présentent une production d'ammonium (NH4+) a I'exception de l'isolat
(I1)et L'isolat 121 se démarque comme étant le plus efficace en termes de production

d'ammoniac (NH4+), bien que cette production varie considérablement d'une souche a l'autre.
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Les résultats obtenus ont montré que certaines rhizobacteries antagonistes n’ont pas la
capacité de produire I’HCN. Et la production est plus importante pour la souche 1. Les travaux
in vitro de Blumer et Haas (2000) confirment notre hypothése ou la croissance de plusieurs
champignons phytopathogénes a été inhibée suite a la production de HCN via la phase gazeuse.

D'apres nos résultats, nous avons observé que l'activité antagoniste de toutes les souches
était plus prononcée envers les espéces Fusarium graminearum (FG) ; Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici; (FOL); Fusarium culmorum (FC); Fusarium oxysporum f.sp. Pisi (FOP),
lorsqu'elles étaient cultivées sur les deux milieux de culture KB et TSA. La souche I3 a
enregistré le taux d'inhibition le plus élevé envers ces quatre especes. Selon a I'étude de
Benchabane et al. (2000), il a été noté que les taux d'inhibition étaient nettement moins éleves
sur le milieu PDA par rapport a ceux observes sur les milieux King B. Cette différence peut
s'expliquer par le fait que les deux souches ne produisent pas suffisamment de pyoverdines

(pigments fluorescents) dans le milieu PDA.

D’apreés les résultats de notre essai, nous avons constaté que la différence trés hautement
significative, Selon les résultats sur le taux de germination est variable Pour les isolats 15 et
TNB en presence FOP et les isolats 18, 12 en son absence ont enregistré le meilleur taux de des
moyennes qui varient entre 100 %. Globalement, pour les résultats de I’'indice de vigueur nous
avons constaté chez les traitements 12 et 18 en présence FOP sont supérieure au traitements non
bactérisé TNB

Nos isolats Appartenant aux PGPR (Plant-GrowthPromoting Rhizobacteria), elles
possedent plusieurs caractéristiques intrinseques qui les rendent particuliérement intéressantes
pour une utilisation comme agents de lutte biologique. Ainsi leur capacité a coloniser les racines
et a y maintenir une forte densité de population est remarquable (Haas et Keel, 2003).
L’adsorption des bactéries a la racine résulte d’interactions physico-chimiques et biologiques
entre les bactéries et la racine (Lemanceau, 1992). Cette seule colonisation peut entrainer une
occupation de sites suffisantes pour empécher la croissance des pathogénes (Kamilova et al.,
2005). Il existe des régulateurs de la croissance végétale telle que les auxines, les gibbérellines,
les cytokinines, 1’éthyleéne et I’acide abscissique. L’acide indole-3-acétique est la phytohormone
la plus répandue. L’AIA joue un réle trés important dans 1’élongation des racineset dans la
prolifération des poils absorbants. Il est produit par un grand nombre des bactéries tels
Azospirillum brasilense, Pseudomonas, Xantomonas, Rhizobium, Enterobacter cloacae,

Aeromonas veronii, Alcaligenes piechaudii, Rhizobium leguminosarum, Bradyrhizobium spp.,
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Agrobacterium spp., et Comamonas acidovorans spp. Les cytokinines et les gibbérellines sont
impliquées dans la modification de la morphologie des plantes et dans la stimulation et le
développement de la partie aérienne (Rabhi. 2012). Nos isolats sont des productrices de I’AIA ;
les rhizobactéries produisant I’ ATA sont connues pour leurs capacités a augmenter la croissance
et la longueur des racines. Cet effet résulte en une surface racinaire plus grande, et une
accessibilité pour plus de nutriments pour la plante. (Patten et Glick ,2002) et un indice de
vigueur plus élevé, La rhizosphére est appropriée pour trouver des bactéries ayant des capacités
a stimuler la croissance végétale (Saenz-Mata et al., 2016).

La compétition pour I’espace et les nutriments dans certains cas, les rhizobactéries a
croissance rapide peuvent éliminer les pathogénes fongiques par une compétition pour le
carbone et les sources d’énergie (Kamilova et al., 2005). Les PGPR sont présent sur les racines
en nombre suffisant pour avoir un effet benéfique sur les plantes et pour étre capable d’instaurer
une compétition pour les nutriments dans la rhizosphere (Haas et Defago, 2005). Les PGPR ont
la capacité a dégrader les parois cellulaires fongiques a travers la production d”enzymes
hydrolytiques tels B-1,3-gluacnase, exo et endopolygalacturonases, pectinolyases, cellulases et
chitinases (Rabhi, 2011). Ces enzymes hydrolytiques s’accumulent au site de pénétration de
Fusarium oxysporum f.sp. pisi et par conséquent, elles peuvent étre directement impliquées

dans la degradation des parois cellulaires fongiques (Benhamou et al., 1996).
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Conclusion

En conclusion, cette étude apporte une contribution significative a notre compréhension
de la fusariose vasculaire du petit pois (Pisum sativum) et de son interaction avec les
rhizobactéries. Les résultats obtenus ouvrent des perspectives prometteuses pour le
développement de méthodes de lutte biologique durables contre cette maladie fongique

dévastatrice.

Cette étude visait a sélectionner et évaluer les Azotobacter isolées a partir de la
rhizosphere des plantes de la petit pois en fonction de leurs activités ameéliorant la croissance
des plantes, y compris celles qui jouent un role dans la fertilisation biologique, comme la
solubilisation du phosphate et la fixation de l'azote, ainsi que celles considérées comme des
stimulants biologiques produisant principalement l'auxine, et enfin les bactéries ayant des
activités de lutte biologique visant a protéger les plantes contre les maladies causees par les
phytopathogenes, telles que la production de sidérophores et de composés volatils (HCN et
NH3).

_Dans une étude sur la base des resultats obtenus dans les test biochimique et
physiologique, nous pouvons conclure, les résultats obtenus pour l'analyse biochimique
montrent que la plupart de ces bactéries utilisaient le mannitol comme source de carbone et
d’énergie. Un groupe d'entre eux utilise des substrats carbonés comme source de carbone, avec
trois sucres dont le glucose, le lactose et le saccharose utilisés; mais cette variation

d'assimilation varie d'une bactérie a l'autre et d'un sucre a l'autre.

_Les résultats des tests d'activités enzymatiques a savoir :la synthése des lipases,

Amylases, ainsi que la phosphatase, ont permis de montrer des résultats potentiels. Les souches
se sont montrées positives pour ces 03 activités.Nous en concluons que les bactéries

rhizosphériques étudiées dans ce travail sont capables de produire diverses enzymes

d'importance agricole.

Les résultats consternant expérimentaux sur I’essai de biocontr6le de Fusarium
oxysporum f.sp. pisi in vivo et sur la germination des graines, nous avons remarqué que les
souches bactériennes testées ils ont pas d’effet significatif sur la stimulation de la germination

des graines.
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En perspectives, il est possible d'identifier de nouvelles souches bactériennes dotees de
caracteristiques uniques pour améliorer la santé des plantes, et cette approche peut étre élargie
pour couvrir dautres types dagents pathogenes et de flore. De plus, l'isolement et
I'identification des souches bactériennes jouent un rdle crucial dans le développement de
solutions de lutte biologique plus efficaces et durables.

Il est possible d'explorer I'effet des rhizobactéries sur la promotion de la croissance des
plantes, ainsi que de mener des tests de confrontation antifongique entre différentes souches
bactériennes isolées et d'autres especes.

Il est envisageable d'explorer I'étude des rhizobactéries en tant que facteur de promotion
de la croissance des plantes, ainsi que de réaliser des tests de confrontation antifongique entre

d'autres especes et les souches bactériennes isolees.
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