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Introduction

Les légumineuses occupent une place particuliére dans les systémes culturaux, et sont
considérées comme une source tres importante de protéines pour la consommation humaine et
animale (Mylona et al., 1995) en particulier pour les populations a faible revenu (Pachico,
2005). Le petit pois (Pisum sativum L.) est parmi les légumineuses les plus répondues et les

plus appréciées ; c’est un aliment de base, et sa consommation est liée a sa vertu diététique.

Dans les dernieres années, la majeure partie de la production agricole dépend de
I'utilisation de produits chimiques pour maintenir des productivités élevées afin de répondre
aux besoins alimentaires de la population (Margni et al., 2002), cette utilisation a provoqué
des effets néfastes directs et indirects sur I’environnement et sur I’homme (Katrijn et al.,

2007).

En vue de protéger la production des cultures et en méme temps d'améliorer leur
rendement de maniere saine et biologique, il convient de penser a une alternative efficace

permettra de diminuer les pollutions liées aux pratiques agricoles.

Parmi ces alternatives, I’utilisation des bactéries rhizosphériques promotrices de la
croissance des plantes (PGPR), et les bactéries fixatrice de 1’azote, ces microorganismes ont
un effet directe sur la croissance des plantes en augmentant I'absorption des nutriments du sol,
et en induisant et en produisant des régulateurs de croissance, ainsi via I’activation des
mécanismes de résistance induite chez les plantes; ou indirectement via leurs effets
antagonisme impliguent la production d'antibiotiques et la compétition avec les pathogénes

vegétaux (Beauchamp, 1993).

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’effet de I’inoculation des souches de
Pseudomonas sp. sur le développement de petit pois (Pisum sativum L.), et de sélectionner
des isolats indigénes a haut potentiel promoteur de la croissance des plantes. L’évaluation de
potentiel symbiotique entre les bactéries fixatrices d’azote indigénes du sol et leur plante hote

apres I’inoculation, est également parmi les objectifs visés lors de cette étude.



Etude
Bibliographique



Chapitre I Etude bibliographique

1. Généralité sur les légumineuses

Les légumineuses ou fabacées sont une famille des plantes dicotylédones, divisée en
trois sous —familles Caesalpinioideae, Mimosoideae, et Papilionoideae (Doyle et Luckow,
2003), renferme 714 genres et plus de 18 000 espéces (Lewis et al., 2015). Les légumineuses
sont principalement cultivées comme source des protéines, pour la consommation humaine
sous forme des graines (haricot, pois, pois chiche, féve ...) et I’alimentation animale (foin,
ensilage, luzerne...), il existe plus de 40 especes de légumineuse a graines cultivées dans le

monde (Schneider et Huyghe , 2015).

Dans les systéemes agricoles, les légumineuses agissent comme une culture de rotation
avec les céréales, dans le but de fertiliser le sol, de réduire les agents pathogénes et de fournir
de l'azote aux cultures céréalieres (Akibode et Maredi., 2012), a travers leur caractére
symbiotique avec les bactéries du sol (les Rhizobia) (Giraud, 2007) ; les estimations montre
qu’un hectare d'une légumineuse en symbiose avec ces bactéries fixe couramment de 25 a 60

kg d'azote par ans (Hopkins,2003).

1.1. Le petit pois (Pisum sativum L.)
1. 1. 1. Généralité sur le petit pois (Pisum sativum L.)

Le pois (Pisum sativum L.) est une plante annuelle de la famille des Fabacées
(Fabaceae). Les pois secs se presentent genéralement sous la forme de "pois cassés”. Les
pois frais sont souvent appelés « pois » (Auger, 2007). Elle est considérée comme la
deuxieme légumineuse la plus cultivée au monde (Agrios, 1988). Les pois sont une
excellente source de protéines de haute qualité a moindre colt (21% a 25%). Il contient
également des niveaux éleves de glucides, de minéraux et de vitamines. A ce titre, il joue un
réle important dans I'équilibre nutritionnel masculin (Harmankaya et al., 2010 ; Enderes et
al, 2016). De plus, comme les racines ont des nodules, qui fixent I'azote atmosphérique, la
fertilisation azotée n'est pas necessaire. Selon Janzenn et al., (2014), le pois tolére bien les

périodes de sécheresse.

1. 1.2. Origine et répartition géographique de petit pois (Pisum sativum L.)

L'origine et les ancétres Pisum sativum L. ne sont pas bien connus. La région
méditerranéenne considére 1’Ethiopie, I'Asie centrale et occidentale comme des centres
d’origine. La FAO a identifié 1'Ethiopie et I'Asie occidentale comme des centres de diversité,

avec des centres mineurs en Asie du Sud et dans la région méditerranéenne (Grubben et

2



Chapitre I Etude bibliographique

Denton, 2004). 1l y a tres longtemps , les pois ont été découverts comme restes de plantes qui
ont été collectées ou domestiquées dans les sites archéologiques néolithiques de la Grece a
I'lrak entre 7500 et 5000 avant JC , aprés quoi la culture s'est étendue a I'est (Inde) et a I'ouest
(Europe), Il y a environ 4000 ans, des traces en ont été retrouvées sur le site archéologique de
Troie en Europe centrale mais aussi en Europe occidentale et en Inde, il y a environ 2000 ans
(Cousin et Bannerot, 1992 ; Brink et Belay, 2006). La plante de pois est cultivée au printemps
et sa consommation s’est étalée tout au long de I’année grace aux techniques modernes de
conservation (conserve et congélation), et elle possede de bonnes propriétés nutritionnelles
(forte teneur en lysine) (Burger et Zhang, 2019).

1.1.3. Classification botanique de petit pois (Pisum sativum L.)

Le petit pois (Pisum sativum L) est divisé en trois varietés botaniques : le pois anglais
ou a écosser (P.sativum. L.var.sativum), le pois mange-tout (P.sativum L. var.macrocarpon)
et snap pois (P.sativum.L.var.saccharatum) (Ram et al., 2021). Selon USDA (2008), la
classification botanique pois (Pisum sativum L.) est la suivante :

Regne : Plantae

Embranchement : Spermatophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae : fabacées, papilionacées ou légumineuses

Genre : Pisum

Espéce : Pisum sativum L.

1.1.4. Les caractéristiques botaniques de petit pois (Pisum sativum L)

Le petit pois (Pisum sativum L) est une plante herbacée annuelle grimpante, qui
atteint une hauteur de (200-300 cm) (figure 1A), composée d'une racine principale et de
racines secondaires cylindriques ramifiées a la base, sur lesquelles poussent des nceuds
(Grubben, 2004). Les feuilles sont composées de 2 ou 3 paires de foliotes ovales (figure 1B),

opposée et asymétrique avec des courts pétioles (Polese, 2006 ; Nyabyenda, 2005).
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La fleur de petit pois est solitaire ou regroupées (1-2 fleurs), elle est caractéristique des
papilionacées et bisexuées (figure 1C), les fleurs généralement blanche a violette (Grubben,

2004), la fécondation se fait par autopollinisation (prat, 2007).

Les fruits de petit pois sont des gousses généralement oblongue-ovale d’une longueur
de 3.5-15 cm x1-2.5 cm (figure 1D), qui contient des grains (2-11) (Grubben, 2004), les

grains sont lisses ou ridées de couleur vert ou creme, oronge brune ou violette, qui contient

des cotylédons jaunes (Nyabyenda, 2005).

Figure 01 : La plante de petit pois (Pisum sativum L.)

https://jardinage.ooreka.fr/plante/voir/110/petit-ois

A: laplant ; B: la feuille ; C: la fleure ; D: les fruits

1.1.5. La production de petit pois (Pisum sativum L.)
1.1.5.1. La production mondiale de petit pois (Pisum sativum L.)

Le pois est la légumineuse la plus cultivée et la plus consommée au monde
(Sarikamis et al., 2010). Selon les statistiques de la FAO en 2019 le petit pois se classe au
quatriéme rang des légumineuses au niveau apres le soja, I’arachide et I’haricot. La
production de pois secs s’est élevée a 14 184249 millions de tonne pour une surface de
7166876 million hectare, soit un rendement de 19791 hg/ha, et la production de pois frais
dans la méme année est de 200025 tonnes avec une surface cultivée de 38959 hectare, soit
un rendement de 51342 hg/ha (FAOSTAT, 2019). Le graphique ci-dessous (figure 02)

montre la superficie et la production de certains pays.
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Figure 02 : La production de petit pois dans certains pays européens (FAOSTAT, 2019).
http://www.fao.org/statistics/fr/.

1.1.5.2. La production de petit pois en Algérie

Le petit pois c’est une légumineuse alimentaire annuelle consommée en Algérie
surtout en frais, et le genre de Pisum c’est le plus représentant dans la flore algérienne
(Djekoun, 2017). Le pois est principalement cultivé a Biskra (irrigué), Tipaza, Boumerdes,

Mostaganem et Tlemcen (sec), c'est une culture contrélée manuellement. La variété Merveille

de Calvedon est plus repandue en Algérie (https://agrichem.dz ), selon les statistique de
direction des statistique agricole et des systémes d’information, dans les derniéres années,

wilaya de Tlemcen s’est classée en premier position pour la production de petit pois (figure
03).
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Figure 03 : La production de petit pois en Algérie en (2019)
http://madr.gov.dz
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1.1.6 .Cycle de développement de petit pois (Pisum sativum L.)

Le cycle végetatif normal est de 65 a 100 jours pour les pois frais et de 20 jours de
plus pour les pois secs (figure 04). Sous les climats frais, il est plus long (Doorenbos et
Kassam, 1987). Le cycle développement du petit pois comprend deux périodes : période
végétative et période reproductrice :

1.1.6.1. Période végétative
a. La germination

La germination est I’ensemble des événements qui commencent par I’étape cruciale
d’absorption de I’eau par la graine (Bradford, 1995), et se terminent par 1’¢longation de 1’axe
embryonnaire et ’émergence de la radicule a travers les structures qui entourent ’embryon
(Bewley, 1997). La croissance des plantes peut étre déterminée en fonction du temps
thermique, c’est-a-dire du nombre de degré jours qui correspond a la somme des différences
entre la température moyenne de chaque jour et la température du zéro végétatif, le zéro de
vegétation du Pisum sativum L, est de OC°, sous cette température la plante stoppe sa

croissance (Prat, 2007).
b. Stade vegétatif

La croissance vegétative se poursuit avec l'apparition des premiers boutons floraux.
L'établissement des fruits sur la plante entraine un ralentissement progressif de l'activité
vegétative. En madrissant, les fruits mobilisent de plus en plus d'assimilés issus de la

photosynthése, au détriment du développement végétatif (Laussou, 2008).
1.1.6.3. Période reproductrice
a. Floraison

La période de floraison précoce est une période clé pour la croissance du pois. Elle
correspond au début de la phase de reproduction. Un peuplement est au début de la floraison
lorsque 50 % des tiges sont en fleurs. Elle est considérée comme fleurissante lorsqu'il y a au
moins une fleur bien établie sur la tige (Jolain et al., 2005). Le délai entre le semis et la
floraison est d'environ 45 jours (Yves, 2006). La fécondation est principalement auto-associée
(Griffiths et al., 2002).
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b. Formation des gousses et graine

La transition du stade de floraison au stade de formation des gousses n'est pas bien
définie et la formation des gousses se produit rarement a partir de la premiere fleur, c'est-a-
dire a l'aisselle des feuilles de la premiére feuille. L'émergence des gousses se produit 10 ou
15 jours apreés le debut de la floraison (Rihane, 2005).
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Figure 04 : Le cycle de développement de petit pois (Pisum sativum L.)

https://media.istockphoto.com

2. Les PGPR « Plant Growth Promoting Rhizobacteria»

La premiere introduction du terme «PGPR» est apparue a la fin des années 1970,
démontrée par kloepper et Schroth, ou les souches de Pseudomonas fluorescents contribué a
I’amélioration du rendement de la pomme de terre en produisant des sidérophores et des
chélateurs de fer, privant les bactéries pathogenes indigénes de fer (Garcia et al., 2003). Le
terme PGPR provenant de 1‘anglais « Plant Growth Promoting Rhizobacteria» (Kloepper et
al., 2004) design comme des bactéries Rhizosphériques qui colonisent compétitivement les
racines des plantes par utilisation des exsudats racinaires comme substrats nutritifs (\Vacheron
et al., 2013). Ces bactéries contribuent positivement a développer la croissance des plantes
par plusieurs moyens, elles se caractérisent par leur réle important dans la multiplication et
étre compétitives vis-vis des autres micro-organismes (Dey et al., 2004). Ces bactéries

peuvent exister au niveau extracellulaire (PGPRe) ou intracellulaire (PGPRi) dans la

7
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rhizosphére (Gray et Smith, 2005), ces bactéries ont été classées en différents groupes
taxonomiques de bactérie appelées les rhizobactéries qui favorisent la croissance des plant
(RFCP), ces derniers les plus commun identifiées sont : Pseudomonas fluorescences, Bacillus,
Klebsiella,Enterobacter, Rhizobium et des serratia spp (Bakker et al., 1991 ; kloepper, 1992).

2.1. Effets des PGPR
2.1. 1. Effet direct des PGPR

Les PGPR favorisent directement la croissance des plantes en aidant a acquérir des
ressources (azote, phosphore et minéraux essentiels) ou en régulant les niveaux de

phytohormones (Munees et Mulugeta, 2014).
2.1. 1.1. Solubilisation de phosphore

Le Phosphore est le deuxiéme élément alimentaire important pour une meilleure
croissance et le développement des végétaux (Goudaa et al., 2018), Il dispose de sa
participation de base a diverses métaboliques biologiques y compris la respiration et la
photosynthése, la biosynthése et le transfert d’énergie (Anand et al., 2016). Le phosphore est
présent dans le sol a 95% a 99% sous des formes insolubles, immobilisée et précipitée, et
donc les plantes sont difficilement assimilables, sauf sous seulement deux formes solubles les
ions monobasique (H2PO4) et basique (HPO4*) (Govind et al., 2015). Certaines études ont
montré qu’il existe dans le sol des microorganismes capables de dissoudre le phosphore
insoluble en phosphore soluble comme Pseudomonas, Rhizobium, Enterbacter, Proteus,
Klebsiella et serratia (Gupta et al., 2012 ; Panhwar et al., 2013).

2.1. 1.2. Production des siderophore

Le fer est I’'un des ¢léments les plus existe et les plus abondants a la surface de la terre
qui joue un réle actif dans la croissance et le développement de la plante en particulier, la
fixation de 1’azote, nodulation, respiration et photosynthese aussi la moins assimilable par les
plantes (Taylor et Konhauser, 2011) (figure 05).

Les siderophore (sidéro = fer ; phoros = transport) (Rossum et al., 1994), sont des
composeés chélatants du fer, les micro-organismes contribuent a sa production et a sa sécrétion
notamment pour leur permettre de puiser le fer essentiel a leur développement. Ces composés
se caractérisent par leur faible poids moléculaire (généralement inférieurs a 1 Kda) avec une

trés forte affinité pour I’ion Fe3* (Kuffner et al., 2008). L’isolement de premiére sédirophe par
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Aerobacter aérogenes qui s’appelle I’aérobactine et presque 500 structures de sidérophores
sont connues jusqu’ici (Gibson et Magrath, 1969 ; Boukhalfa et Crumbliss., 2002).

Plusieurs  bactéries peuvent le produire Pseudomonas, Enterobacter, Serratia,
Azospirillum, Rhizobium et Bacillus (Syyed et Vidhale, 2013). Il est également a signalé que
les siderophores peuvent étre synthétises par les plantes (monocotylédones) et les
champignons (Ferret, 2012). La chélation du fer est un phénoméne participatif combattre
efficacement les pathogénes des plantes en réduisant leurs populations par terre (Kirdi et
Zermane, 2010).

Figure 05: Fonctions biologiques des sidérophores (Khan et al., 2009).
2.1. 1.3. Production des phytohormones

Un large éventail de microorganismes dans le rhizosphére sont capables de favoriser
une bonne croissance des plantes en produisant des phytohormones (Arora , 2013 ) , ces
phytohormones sont des substances organiques naturelles utilisées comme messagers
chimiques pour communiquer les activités cellulaires des plantes supérieures , elles sont
produites a trés faible concentration, ces dernieres participent a divers processus
physiologiques ainsi qu’a la régulation des stimuli internes et externes (Wani et al., 2016 ;
Agueniou et al., 2017). Il existe différentes hormones végétales qui régulent les différentes
étapes du développement des plantes tel que ’auxine, les cytokinines, les gibbérellines, les

acides abscissiques et I’éthyléne (Kang et al., 2015).
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a. Les cytokinines

Les cytokinines sont un groupe de dérivés d’adénine N 6-substitués (Argueso et al.,
2012) qui contribuent a la résistance des plantes aux maladies et participent a de nombreux
processus biologiques tel que le développement vasculaire, des parties latéraux des pousses et
des racines, la division et la différenciation cellulaires, I’embryogenése, ’architecture des
racines et des pousses (Ashraf, 2020 ; Choi et al., 2010). D’autre part, les cytokines
produisent une protéine qui facilite ’expansion des cellules végétales et augmente la
relaxation des parois cellulaires végétales, ce qui affecte la taille et la forme des cellules
(Downes et al., 2001). Un groupe de bactéries est impliqué dans la production de cytokinines
comme Pseudomonas, Proteus, Klebsiella, Bacillus, Escherichia et Agrobacterium
(Maheshwariet et al., 2015). L’utilisation de ces derniers dans 1’inoculation des graines

augmente mieux le développement et la croissance de la plante (Arkhipova et al., 2007).
b. Les gibbérellines

Les gibbérellines sont des acides diterpenoidestétracycliques d qui participe
grandement a la plupart des étapes de croissance et de développement de la plante y compris
I’expansion des feuilles et la maturation des fruits, 1’¢longation de la tige, la germination des
graines, la floraison, la croissance des racines et I’abondance des poils des racines. De plus,
il se caractérise par sa capacité a réguler le temps de transition vers la floraison (Binenbaum et
al., 2018 ; Bottini, 2004). Ces phytohormones jouent un réle efficace dans la diminution du
stress thermique (Kang et al., 2015). Rhizobium méliloti est la premiére bactérie qui a été
prouvée par la production de cette hormone végetale puis chez différents genres bactériens
Arthrobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Flavobacterium,

Micrococcus, Agrobacterium, Clostridium, Burkholderia, et Xanthomonas (Joo et al., 2009).
c. Acide Indole Acétique (AIA)

L’Acide Indole-3-Acétique est I’hormone végétale la plus connue et la plus
fondamentale produites par les plantes et les PGPR qui participe a la plupart des étapes de
croissance et de développement des plantes par exemple tels que la germination des graines,
I’initiation des racines, la division, la résistance des plantes au stress et 1’¢largissement
cellulaire (Vessey, 2003) (figure 06). Plus de 80% des bactéries qui ont produit ce type
d’hormones, on retrouve les genres Pseudomonas, Acinetobacter, Arthrobacter,

Enterobacter et Bacillus (Yuan et al., 2003). 1l joue un rdle actif pour améliorer la survie de
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la bactérie dans la rhizosphere. En outre, il est impliqué dans la stimulation de la croissance
des plantes en réduisant I’influence des bactéries grace a son effet sur les racines (Kloepper et
al., 2004). Il existe plusieurs facteurs environnementaux affectant la biosynthése de I’AIA.
Plus Spécifiguement, augmentation de sa production sur le cas en présence de plus grandes
quantités de tryptophane et dans des conditions de pH élevé (Spaepen et al., 2009).
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Figure 06: L’importance de I’ AIA dans I’amélioration de la croissance végétale

(Moustaine et al., 2017)
2.1. 2. Effet indirect des PGPR

2.1. 2.1. Production des antibiotiques

La production d'antibiotiques par des microorganismes impliqués dans le contrdle
biologique des agents pathogénes des plantes est reconnue depuis longtemps comme un
mécanisme important qui contribue a l'atténuation des symptémes de la maladie, en
particulier dans les conditions du sol (Fravel, 1988 ; Handelsman et Stabb, 1996 ; Whipps,
2001 ; Raaijmakers et al., 2002 ; Haas et Defago, 2005). Dans ce contexte, le terme action
antibiose fait référence au mécanisme par lequel les antibiotiques produits par des micro-
organismes sont capables de contrbler les agents pathogenes des plantes et les maladies qu'ils
provoguent. De nombreux autres mécanismes de contréle biologique, y compris la
compétition pour l'espace et les nutriments, I'induction de la résistance systémique des plantes

et le parasitisme, ont également été identifiés et peuvent fonctionner en conjonction avec la
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production d'antibiotiques d'agents de contrdle biologique spécifiques (Handelsman et stabb,
1996).

Une trés large gamme d'antibiotiques a été trouvée produite par les PGPR, y compris
ceux produits par Pseudomonas, tels que I'amphotéricamine, le 2,4-diacétylphloroglucinol
(DAPGQG), le cyanure d'hydrogéne, I'oomycine A, la phénazine, la pyocyanine, la pyrrolnitrine,
la tensine. Tropolone et cyclolipopeptides (De Souza et al., 2003).

2.1. 2. 2. Production au cyanure d’hydrogéne HCN

Le cyanure d'hydrogéne (HCN) est un métabolite secondaire faisant partie du
cyanure. Il peut étre produit directement a partir de glycine ou de glycosides cyanogéniques
(Bakker et Schippers, 1987). La glycine est un acide aminé considéré comme le meilleur
précurseur pour la production de cyanure dans les micro-organismes (Askeland et Morrison,
1983). Le PGPR produit du HCN par ses effets sur les maladies des racines L'antagonisme
de la plante assure un effet bénéfique sur la plante (Defago et Haas, 1990).

2.1. 2.3. Les composeés volatiles

Les COV améliorent indirectement la croissance des plantes en atténuant les stress
biotiques et abiotiques. Les émissions de COV impliqués dans les mécanismes de défenses
des plantes sont une caractéristique commune a un grand nombre de PGPR. Parmi les
composes identifiés impliqués dans ces mécanismes de défenses, on retrouve des composes
tels que le cyclohexane, le 2-(benzyloxy)éthanamine, le benzene, le méthyle, le décane, le 1-
(N-phénylcarbamyl)-2-morpholinocyclohexene, le dodécane, le benzene(1-méthylnonadécyl),
le 1-chlorooctadécane, le tétradécane, le 2,6,10- triméthyle, le dotriacontane, le 11-
décyldocosane. La composition des COV varient selon les espéces (Kanchiswamy et al.,
2015). Certains COV tels que le diméthyl disulphide et le 2- méthyl-pentanoate sont
hautement toxiques pour les agents phytopathogénes (Groenhagen et al, 2013 ; Cordovez et
al., 2015 ; Raza et al., 2016 ; Ossowicki et al., 2017). Certains COV tels que l'acétoine, le
2,3- butanediol et le tri-décane sont capables d’induire le mécanisme d’ISR contre ces agents

pathogenes (Lee et al., 2012).
2.1. 2.4. La résistance systéemique

Certains PGPR sont capables d'améliorer les performances des plantes en activant la
résistance systémique de ces derniéres, leur conférant ainsi une résistance a large spectre a
de nombreux pathogénes et insectes (Persello-Cartieaux et al., 2003 ; Ryu et al., 2004 ;
Bakker et al., 2007 ; van Wees et al., 2008 ; Hayat et al., 2010). Il existe deux types de
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résistance systémique: la résistance acquise et la résistance induite. La résistance
systémique acquise (SAR) est basée sur la synthése végétale d'acide salicylique, conduisant
a des protéines associées a la pathogenése (Persello Cartieaux et al., 2003; van Loon et al.,
2006 ; van Wees et al., 2008). Un autre mécanisme est la résistance systémique induite
(ISR). Contrairement au SAR, I''SR ne dépend pas de l'acide salicylique, mais de Il'acide
jasmonique et de I'éthyléne. L'ISR est normalement induite lors de l'interaction avec des
rhizobactéries non pathogenes et conduit a l'activation de génes impliqués dans les
mécanismes de défense, conférant une réponse plus rapide et efficace lorsqu'ils sont

attaqués par des agents pathogenes (van Loon et al., 2006).

3. Pseudomonas sp.

Le genre Pseudomonas a ete décrit pour la premiére fois par Migula en 1894,
appartiennent au phylum des Proteobacteria, classe des Gammaproteobacteria, ordre des
Pseudomonales. Actuellement, les bactéries du genre Pseudomonas correspondent a des
bacilles a Gram négatif, droites fins, aux extrémités arrondies, d’une taille moyenne de 2 sur
0,5 um (Palleroni, 1984), strictement aérobies, généralement mobiles grace a des flagelles en
positions polaires (uni-ou multi-poil) (figure 07), chimiotaxie, métabolisme oxydatif, catalase
positive et oxydase positive, sauf pour les especes phytopathogénes du « complexe
Pseudomonas syringae ». Ces souches sont facilement cultivées sur des milieux courants,
comme la gélose nutritive, et se développent entre -1°C (Yumoto et al., 2001) et +55°C
(Manaia et Moore, 2002).

D’un point de vue taxonomique, les Pseudomonas fluorescents sont tres complexes
(Stanier et al., 1966). Le genre comprend P. aeruginosa, P. aureofaciens, P. chlororaphis, P.
fluorescens, P. putida et plus récemment P. protegens ainsi que des especes phytopathogénes
telles que P. cichorii et P. syringae (Maria Lis Yanes, 2016). Ces especes bactériennes sont
principalement des microorganismes saprophytes d’origine terrestre et aquatique (Alquati et
al., 2002). La substance « fluorescente » est caractérisée par la production de pyrrolidine, un
pigment fluorescent jaune-vert avec une longueur d’onde d’excitation maximale de 370 nm.
Ces pigments sont synthétisés en grande quantité dans des conditions de culture carencées en
fer (Meyer, 1977).

Pseudomonas fluorescents agit comme un PGPR et produit plusieurs niveaux de

substances favorisant la croissance des plantes telles que l'acide indole-3-acétique (AlA)
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(Ricci et al., 2019), les enzymes de désamination de I'aminocyclopropane-1-carboxylate
(ACC) (Win et al., 2018), qui dissolvent le phosphate insoluble (Naik et al., 2008).

Pseudomonas fluorescents est connu depuis longtemps pour sa capacité a réduire
I'incidence des maladies racinaires dans certains champs et a inhiber la croissance d'un certain

nombre de phytopathogénes in vitro (Allaire, 2005).

Figure 07: Micrographie électronique a transmission en fausses couleurs de bactéries

aérobies du sol Pseudomonas fluorescent (SciencephotoL.ibrary).

3.1. Taxonomie de Pseudomonas sp.
D’apres Moore et al., (2006), la classification de Pseudomonas sp. est comme suit :

Domaine :Bacteria.

Phylum : Protéobacteria.

Classe : Gamma-protéobacteria .
Ordre : Pseudomonadales.
Famille : Pseudomonadaceae.

Genre : Pseudomonas
4. La symbiose rhizobium-légumineuses

Les Rhizobiums, ou Rhizobia, sont des bactéries aérobies du sol appartenant a la famille des
Rhizobiaceae (Sahgal et Johri, 2006), ces bactéries sont capables d'obtenir des nodules sur les
racines et/ou les tiges des légumineuses, ou les bactéries sont capables de fixer l'azote. Il

comprend les genres suivants : Allorhizobium, Aminobacter, Azorhizobium, Bradyrhizobium,

14



Chapitre I Etude bibliographique

Cupriavidus, Mesorhizobium, Methylobacterium, Microvirga, Ochrobactrum,
Phyllobacterium, Rhizobium, Neorhizobium, Pararhizobium, Shinella (EI Idrissi, 2020).

La symbiose rhizobium-légumineuse est une source importante d'azote fixe
(ammoniac) dans la biosphere, le processus a le potentiel d'augmenter les rendements
agricoles tout en réduisant la dépendance engrais azoté (George, 2018).

Ces symbioses contribuent fortement a la nutrition azotée de ces plantes et donc a leur
développement, notamment sur les sols carencés en azote. L'établissement de ces symbiotes
commence par un dialogue moléculaire, qui forme alors des structures appelées nodules ou

nodosités, qui sont des lieux d'échange entre les deux partenaires (Diedhiou et al., 2022).
4.1. La fixation biologique de I’azote

L'azote est le nutriment le plus important pour la croissance et le développement des
plantes (Aerts et Chapin, 1999 ; Ahemad et Kibret, 2014). Bien qu'il constitue 78 % de
I'atmosphére, aucune espéce végétale n'est capable de fixer le diazote atmosphérique (N)
pour sa croissance. Les especes végetales ne peuvent assimiler l'azote que sous forme
d'ammonium (NH4") et de nitrate (NOs’). Le N2 est converti en une forme utilisable par les
plantes (NH4*) par un processus biologique de fixation de l'azote appelé diazotrophie. Ce
processus est réalisé par des micro-organismes fixateurs d'azote a l'aide d'un systeme

enzymatique complexe appelé nitrogénase (Kim et Rees, 1994).

Les bactéries fixatrices d'azote ont la capacité de piéger I'azote atmosphérique et de
le fournir aux plantes par deux mécanismes symbiotiques et asymbiotiques. La fixation
symbiotique de l'azote est une relation mutualiste entre les bactéries et les plantes. Les
bactéries péenétrent d'abord dans les racines, qui forment ensuite des nodules ou se produit la
fixation de l'azote. Les rhizobiums sont un grand groupe de bactéries Rhizobium capables
d'établir des interactions symbiotiques en colonisant et en formant des nodules dans les
plantes, ou l'azote se lie a I'ammoniac et le rend disponible pour I'hdte (Munees et Mulugeta,
2014).
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4.1.1. Les étapes de la nodulation

La nodulation chez les légumineuses est un phénomene trés courant, sur les 20% de
légumineuses étudiées, 90% des espéces de Mimosoideae (robinier, glycine, acacia... etc.),
97% des espéces de Papilionaceae (pois, haricots, feves, lentilles, etc.), et 30% de
Flamboyant (flamboyant, Barbade, séné d'Alexandrie...etc.) peuvent étre nodulés par des
rhizobiums spécifiques (Doyle et Luckow, 2003).

Les Rhizobiums fixent l'azote dans les nodules racinaires, qui sont le résultat d'un
dialogue moléculaire entre le Rhizobium et la plante hote (Dénarié et al., 1996) (figure 08).
Les racines des légumineuses sécrétent des flavonoides spécifiques qui peuvent étre reconnus
par les rhizobiums gréce a la protéine NodD (Spaink, 1995). Ces protéines réceptrices activent
la transcription des génes de nodulation (nod) situés sur des éléments génétiques mobiles tels

que les plasmides (Downie, 2010).

La reconnaissance des facteurs Nod par les recepteurs végétaux déclenche la formation
de nodules racinaires. Le squelette des facteurs Nod est codé par le gene nodABC, tandis que
les autres genes Nod et les génes noe et nol codent la « décoration » moléculaire qui
détermine la specificité de I’hote (Perret et al., 2000). La reconnaissance des flavonoides par
les facteurs NodD et Nod par les récepteurs vegétaux fait partie d'une série d'étapes appelées «
clé et serrure ». Les hétes légumineuses peuvent utiliser ces étapes pour évaluer les
partenaires de rhizobium compatibles potentiels (Perret et al., 2000) et pour sélectionner
activement les genotypes de rhizobium (c'est-a-dire la sélection du partenaire avant
I'infection) (Gubry-Rangin et al., 2010 ; Sachs et al., 2010).

Les cellules radicales
forment les nodules

par lequel les rhizobiums pénétrer
dans les cellules végétales.

Figure 08: Les étapes de la nodulation
www.researchgate.net
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Chapitre I1 Matériel et Méthodes

Ce travail a été réalisé au sein de laboratoire du département de Sciences de la Nature
et de la Vie, Université de Tissemsilt durant la période (février-mai 2023).

1. Isolats bactériens (Pseudomonas sp.)

Les isolats de Pseudomonas sp. utilisés lors de cette expérience obtenus de la
collection de laboratoire pédagogique de département de Sciences de la Nature et de la Vie,
Université de Tissemsilt, les souches de ont €té isolées a partir du sol rhizosphérique de la

feve par la technique de dilution (annexe01).

1.1. Purification des souches

La purification des isolats a été réalisée par un repiquage successif (figure 09) sur
milieu King A, un milieu sélectif utilisée pour la caractérisation des Pseudomonas (King et
al., 1954) (Annexe 02), les boites de pétri sont ensuite incubées a 30°C pendant 24-48 heures.

L’opération est répétée plusieurs fois afin d’obtenir des souches pures et bien isolées.

Figure 09: Purification de souches des isolats

1.1.1 Examen macroscopique

L’examen macroscopique permet de décrire 1’aspect des colonies obtenues sur le
milieu utilisé en tenant compte des critéres suivants : la taille, la forme, et la couleur des
colonies (Guiraud, 2003).
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1.1.2. Examen microscopique

L’examen microscopique a été effectué sur un frottis bactérien, préparé a partir des
colonies suspectes en cultures pures, puis fixé et coloré par la méthode de Gram. La
coloration de Gram, du nom du bactériologiste danois HANS CHRISTIAN GRAM qui a mis
au point le protocole en 1884, est la premiére étape de I'identification complete des bactéries
en microbiologie médicale. C'est une coloration qui met en évidence les propriétés de la paroi
bactérienne, qu'elle soit Gram-positive ou Gram-négative (PRESCOTT et al., 2003).

Le frottis est coloré en violet de Gentiane (annexe 03) ou cristal violet pendent 1
minute, puis en lugol pendent 1 minute (annexe 04). Une décoloration a été effectuée par la
suite en I’alcool pendant 30 secondes jusqu’a la disparition du violet puis rincer
abondamment par l'eau distillé. La lame est recouverte par la suite de fuchsine (annexe 05)
pendent une minute, puis rincer a l'eau et sécher entre deux feuilles de papier absorbant. Les
lames par la suite, sont observées sous microscope a un grossissement (X 1000), une goutte
d’huile d’immersion est ajoutée au-dessus de la lame pour déterminer le type de la bacteérie: si
les cellules sont colorées en violet (Gram positives) ou bien en rose (Gram négative)
(figurel10)

Figure 10 : Les étapes de coloration de gram
A : violet de Gentiane, B : lugol, C : fuchsine
1.2. Etude des enzymes respiratoires
1.2.1. Test catalase

La catalase est une enzyme détruisant I’eau oxygénée H>O, avec libération d’oxygene.

Révéler la présence de catalase en déposant des colonies bactériennes (prélever du milieu de
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culture) dans une goutte de H>O> sur une lame. Une réaction positive conduit a des bulles
lorsque de I'oxygene gazeux est libéré (Marchal et al., 1991).

2 H,O2, -2 H,0 + O2
1.2.2. Test oxydase

Le test consiste a mettre en évidence la présence de ce cytochrome une enzyme
présente dans certaines chaines respiratoires cytochromiques bactériennes. Une colonie bien
isolée prélevée est étalée sur le disque imbibé de réactif oxydase impregnes du réactif
(oxalate de N di ou tétraméthyl- paraphenyl diamine) (Jurtshuk et Mcquitty, 1976). Une
couleur violette aprés 10 secondes indique une réaction positive, une absence totale de
couleur indique un test négatif (Kovacs et al., 1995).

1.3. Galerie APl 20 NE

L’identification a été effectuée par la galerie rapide API systeme (bio Mérieux, Marcy-
L’¢toile, France). La galerie APl 20NE est un systeme standardisé pour l'identification des
bactéries Gram-négatives non-entérobactéries telles que Pseudomonas, le systeme comprend

20 microtubules (figure 11) contenant des substrats deshydrates.

Huit tests conventionnels ont été inoculés avec une suspension bactérienne saline
d’opacité égale a 0,5 de McFarland (annexe 06). Les autres tests ont inoculés avec un milieu
minimum. Les réactions produites durant la période de I’incubation se traduisent par des
changements de couleur spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs. La lecture se fait
a I’aide du tableau de lecture (Annexe 07) et I’identification est réalisée a 1’aide de catalogue
analytique, ou a laide du logiciel d’identification (APIWEB™),

Figure 11 : Inoculation de la galerie APl 20 NE
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1.4. Antibiogramme

L’antibiogramme est un test in vitro congue pour tester la sensibilité des souches
bactériennes vis-a-vis d’un ou plusieurs antibiotiques suspecté ou connu. Cette sensibilité ou
résistance aux antibiotiques est évaluée par la détermination de la CMI. (Concentration
minimale inhibitrice) (Jehl et al., 2015). Les boites de pétri contenant la gélose Mueller-
Hinton (annexe08) ont été ensemencées par une suspension bactérienne standardisé (Mc
Farland 0,5) a tester, ensuite les disques d’antibiotiques (tétracycline 30 pg, cyrpofloxacin
5ug, Gentamicine 10 pg, Amoxicilline 20 pg), sont déposeés sur la gélose aseptiquement (figure
12). Les boites par la suite ont été incubées a 37°C pendant 24h, les diamétres d’inhibition

autour des disques sont mesurés (Ponce et al., 2003).

Reésistante (-) : diamétre <8 mm ;
Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 et 19 mm

Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm

Figure 12 : Antibiogramme réalisé sur les souches testées
1.5. Conservation des souches

La conservation vise a préserver un ensemble de traits morphologiques, métaboliques,
génétiques et physiologiques inchangés des isolats, les colonies pures sont repiquées sur
gélose inclinée, puis incuber pendant 24 a 48heurs a 30°C, puis conservés a 4°C pendant

plusieurs semaines (figure 13).
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2023/05/08 09:40

Figure 13 : La conservation des souches sur gélose inclinée

2. Culture et inoculation des plantules **in vitro™

D’aprés joudi, (1992) les bactéries rhizosphériques de genre Pseudomonas jouent un
role actif dans I'amélioration de la croissance des plantes et méme sur les propriétés physique
et chimique du sol. Cette expérience nous permet d’évaluer ’effet des bactéries isolées sur le
développement et la croissance de petit pois. Les graines de petit pois (Pisum sativum L.)
utilisés sont des graines commercialisées (figurel4).

Figure 14 : Les graines de petit pois (Pisum sativum L.) utilisées dans 1’essai
2.1. Echantillonnage de sol

Nos échantillons de sol ont été prélevés dans la ville de Tissemsilt Les analyses
physico - chimiques de sol ( granulométriques ) et chimiques ( carbone , pH , conductivité ,
matiére organique , Azote , phosphore , .... ) ont été effectuées au laboratoire agronomique
FERTIAL ( Annaba ) . Ces analyses physico — chimiques permettant d'estimer la fertilité
naturelle de sol étudie (Soltner, 2005), et de rechercher d'éventuelles corrélations entre la
présence, l'absence et I'abondance des bactéries fixatrices d'azote et les PGPR.
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2.2. Germination aseptique des graines

Les graines de petite pois (Pisum sativum L.) sont désinfectées a I’hypochlorite de
sodium (12°) pendant 5 min, puis rincées 6 a 07 fois a I’eau distillée stérile afin d’éliminer les
traces du désinfectant. Les graines ont été transférées dans des boites de pétri (figurel5)

contenant de I’eau gélosée (annexe09).

Figure 15: Les graines de petit pois (Pisum sativum L.) avant et aprées la germination

Dans ’eau gélosée
2.3. Inoculation des souches (cas de Pseudomonas)

Les graines bien germeées ont été transférées dans des pots contenant le sol
¢échantillonné , I’inoculation consiste en sept traitements répétés six fois, y compris: les
souches isolées (S1,52,56,S7,B1,B2,B4) et un témoin sans inoculation, en comparant la
turbidité du milieu ensemencé avec celle de McFarland 0,5, aprés chaque pot est inoculé par
Iml d’une suspension liquide de chaque souche a une concentration de 108 (UFC) ml?

(\Valverde et al., 2006) (figure 16), les plantes ont été arrosées quotidiennement.

Les plantes doivent étre déterrées quand des différences trés nettes sont visibles entre
les plantes. Les nodules formés au niveau des racines, ont été détachés et comptés afin
d’estimer le pouvoir symbiotique, puis conservés sec dans des tubes contenant du CaCl
(Vincent, 1970). L’efficience des souches est également estimée par la comparaison de la
longueur racinaire et aérienne, ainsi le poids frais et sec et le nombre des nodules des plantes
inoculée avec les témoins non inoculés (le Poids sec est mesuré aprés séchage des plantes 24
ha 70°C).
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Figure 16 : Test d’inoculation des plantes de petit pois (Pisum sativum L.) sous des

conditions semi controlées
2.4. Etude statistique

L'analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel IBM SPSS STATISTACS
(version 20). Analyse de la variance a un facteur (effet souche sur le nombre de nodules
formés : effet souche sur la croissance — poids frais et sec des plantes, longueur racinaire et

aérienne), le seuil de la probabilité utilisé pour déterminer la significativité est P <0.05.
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Chapitre I1I Résultats et Discussions

1. Isolats bactériens (Pseudomonas sp.)
1.1. Examen macroscopique

Aprés une incubation pendant 24 a 48h a 30°C, une observation macroscopique
permet de déterminer la couleur, la taille, la forme, le contour des colonies, ainsi que la pureté
des souches (Guiraud, 2003). Les colonies sont apparaissent homogenes sur King A,
circulaires, avec des surfaces lisses et visqueuses, a un contour régulier et une taille moyenne
(figure 17), de couleur Beige, crémeuse, ou jaune peu fluorescent, le développement du
pigment fluorescent a été révélé a ’eil nu ou sous UV (254 et 366nm). L’ensemble des

résultats sont illustrés dans le tableau suivant (tableau 01).

Tableau 01 : Caractéristiques morphologiques des colonies aprés 24h d’incubation a 30°C.

\%téres Contour Relief Couleur Aspect Forme
Souches
S1 Régulier Plate Jaune Lisse et Circulaire
visqueuse
S2 Régulier Bombée Créme Lisse et Circulaire
visqueuse
S6 Régulier Plate Beige Lisse Circulaire
S7 Régulier Plate Jaune Lisse Circulaire
Bl Régulier Plate Jaune Lisse Circulaire
B2 Régulier Demi-bombée Beige Lisse Circulaire
B4 Régulier Demi-bombée Beige Lisse Circulaire

Figure 17: Aspect macroscopique des isolats aprés
24h d’incubation a 30°C.
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1.2. Caractéristiques microscopiques des isolats

La technique de coloration de Gram, permet de révéler Iaffiliation positive ou
neégative des cellules bactériennes selon la structure de leur paroi, et de déterminer la
morphologie des cellules, ainsi que leur mode d’association. L’observation des frottis colorés

sous microscope optique (grossissement X1000) montre que les isolats présentent une forme
bacille et de couleur rose (Gram négatif) (figurel8).
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Figurel8 : Aspect microscopique des isolats aprés une coloration de Gram
(Grossissement x 1000).

1.3. Etude des enzymes respiratoires

1.3.1. Test catalase

Les résultats montrent que toutes les souches testées possedent une enzyme catalase
positif (figure 19). D’aprés Larpent et Larpent-Gourgaud, (1985) I’enzyme catalase accéleére
la décomposition de peroxyde d’hydrogene (H20:) en eau (H20) et en oxygene (O2).

Figure 19 : Test de catalase positive
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1.3.2. Test oxydase

Le test de I'oxydase est basé sur la production bactérienne d'une enzyme oxydase
intracellulaire. En présence d'oxygéne atmosphérique et de cytochrome C, 1’enzyme oxyde le

réactif phénylene- diamine, pour former un composé coloré en violet (singleton, 1999).

Les résultats obtenus montrent que les isolats sont oxydase positif, une réaction
positive est indiquée par un virage de la couleur de disques vers le bleu foncé a violet dans
quelques secondes (figure 20), donc les isolats sélectionnées possédent I’enzyme respiratoire
(cytochrome oxydase).

Figure 20 : Test d’oxydase positif

2. ldentification des isolats par galeries APl 20NE

La caractérisation biochimique des isolats a été testée en utilisant les galeries API
(API 20NE Bio Mérieux France) (figure 21), et I’identification a été faite grace a un logiciel

d’identification (APIWEB™), les isolats testés ont été identifiés comme décrit dans le tableau
02.
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Figure 21: Galerie AP1 20NE ensemencée par la souche B2

Apres 24h d’incubation.
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Tableau 02 : Caracteres des souches identifiées

Souche Gram Catalase Oxydase
S1 | Pseudomonas luteola - + +
S2 | Pseudomonas Stutzeri - + +
S6 | Pseudomonas fluorescent - + +
S7 | Pseudomonas luteola - + +
B1 | Sphingomonas paucimobilis - + +
B2 | Pseudomonas fluorescent - + +
B4 | Pseudomonas luteola - + +

3. Antibiogramme

Lors de la réalisation d'un antibiogramme, l'utilisation d'antibiotiques (marqueurs de
résistance) permet en partie de mettre en evidence un mécanisme génétique et biochimique de
résistance (Benouda et Tagajdid, 2008). L'interprétation de 1’antibiogramme, sur la base de
ces mécanismes, permet de déduire la capacité de la résistance ou de la sensibilité de souches
testées vis-a-vis des substances antimicrobiennes présentes dans le sol (Amer, 2008). Les
souches de Pseudomonas se testées sont revelées resistantes a tous les antibiotiques testés

(Tetracycline, Ciprofloxacin, Amoxicilline) (figure 22) sauf a la Gentamicine (tableau 03).

Les résultats obtenus ne sont pas en accord avec les études de Naghmouchi et al.,
(2012) et Chaibdraa et al., (2008), ou ils ont prouvés la sensibilité de genre Pseudomonas vis-
a-vis Tetracycline et Ciprofloxacin. D’un autre coté, la résistance des souches étudier vis-a-
vis I’amoxicilline a été prouvée par Yan Zhou et al., (2015), surtout pour la souche
Pseudomonas fluorescents. La sensibilité des souches de P aux antibiotiques y compris la

gentamicine a été également testée in vitro par Foysal et al., (2011).

Selon Segonds et al., (2001), la résistance est principalement due a la faible
perméabilité de membranes des souches testées ce qui réduira la pénétration des molécules.
Les bactéries peuvent également acquérir une résistance aux antibiotiques apres modification
génétique par mutation ou acquisition de matériel génétique étranger, qui n'est présent que

dans certaines souches (Faure, 2009).
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Figure 22 : Résultat d’antibiogramme

A: Bactérie sensible; B: Bactérie résistance

Tableau 03: Resistance de souches aux antibiotiques

Code Souche Tetracycline | Ciprofloxacin | Gentamicine | Amoxicilline
S1 | Pseudomonas luteola R R S R
S2 | Pseudomonas Stutzeri R R S R
S6 | Pseudomonas fluorescent R R S R
S7 | Pseudomonas luteola R R S R
B1 | Sphingomonas paucimobilis R R S R
B2 | Pseudomonas fluorescent R R S R
B4 | Pseudomonas luteola R R S R

4. Analyse physico-chimique de sol

L’ensemble des paramétres physico-chimiques a été inclus dans le Tableau 04. Ces
analyses ont été réalisées au laboratoire agronomique FERTIAL (Annaba) ; Les analyses

physico-chimiques permettant d'estimer la fertilité naturelle de sol étudie (Soltner, 2005).

Les résultats montrent que le sol c’est un sol limono-argileux sablonneux d’apres le
Triangle texturale (annexe 10). Le sol testé est pauvre en azote, et de concentration tres faible
en phosphore. C’est un sol non salé, a un PH alcalin (8,02), I’absence totale de matiére montre

que c’est un sol non fertile (annexe 11).
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Tableau 04: Résultats d’analyses d’échantillon du sol (Tissemsilt)

Granulométrie P N Ca MO | Calcaire CE Mg PH Rapport
(%) (ppm) | (%) | meq/100gr | (%) (%0) Ms/cm | meqg/100gr (CIN)

Sable 52%

Limon 20% 4.4 0.07 31,7 / / 0.26 3.5 8.02 /

Argile 28%

P : Phosphate N : Azote totale Ca : Calcium échangeable MO : Matiere Organique Mg : Magnésium
CE : Conductivité Electrique

5. Effet de I’inoculation de Pseudomonas sur le petit pois (Pisum sativum)

Plusieurs études ont montré que le genre Pseudomonas sp. qualifiées de groupe de
bactéries rhizobactériques (PGPR Plant Growth Promoting Rhizobactéria), ont réussi a
s'adapter et a se combiner facilement avec une grande variété de plantes et a augmenter
considérablement leurs rendements. L’effet bénéfique de ces microorganismes telluriques
résulte de la phytostimulation et du biocontréle de divers phytopathogénes ; et sont
également sont impliquées dans l'induction d'une résistance systémique chez plusieurs
especes végétales vis-a-vis de multiples agents pathogénes (Kloepper et Schroth, 1978 ;
Van Loon et al., 2002).

Un test d’inoculation de souches de Pseudomonas a été effectuée sous des
conditions semi-controlées nous permettrait d’évaluer 1’effet d’un apport d’inoculum de
chaque souche testée sur la croissance de petit pois (Pisum sativum L.) (figure23). Ce test
nous a permet de sélectionner 1’inoculum le plus performant, et de prouver I’appartenance des

isolats obtenus groupe de rhizobactéries stimulatrices de la croissance de plantes.

Figure23: Test d’inoculation des plantes de petit pois (Pisum sativum L.) par
les souches testées
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5.1. Estimation de pouvoir symbiotique

Le pouvoir symbiotique est estimé par le nombre de nodules former au niveau des
racines de plantes, lors de cette étude, aucun nodule n’a été enregistré sur les racines de petit
pois (Pisum sativum L.), et par conséquent 1’inoculation des souches de Pseudomonas testées

n’a pas renforcé 1’établissement de la relation symbiotique attendue.

Les facteurs défavorables du milieu semblent influencer clairement les processus de
fixation de l'azote, tels que les propriétés physiques et chimiques du sol (sol limono-argileux,

pH alcalin, carence en phosphore,....) (annexe 11) (O’hara et al., 1988).

L’échec de la nodulation peut étre également dii au sol non fertile, marqué par
I’absence totale de la matiére organique (annexe 11), et par la suite la faible activité
microbienne (Robert, 1996), et faible population rhizobienne native principalement infective
et efficiente.

5.2. Effet de I’inoculation sur le poids frais et sec des plantes

Les résultats obtenus révelent que 05/07 souches (Pseudomonas luteola S1,
Pseudomonas Stutzeri S2, Pseudomonas fluorescent S6, Pseudomonas luteola S7,
Pseudomonas luteola B4) ont la capacité d'améliorer nettement le pois frais de petit pois
(Pisum sativum L.) par rapport aux témoins non inoculés. Statistiquement cette réponse
montre que l’effet de souches sur le poids frais des plantes est significatif (<0.05)
(annexe 12), ces résultats s’expliquer par le fait que les souches motionnées sont capable de
produire certain phytohormones tel que la Gibbérelline responsable de élongation des tiges et
I'expansion des feuilles, augmentent ainsi la taille des fruits, et le nombre de bourgeons
(Matsuoka et al.,2003).

Selon la figure 23, les souches (Pseudomonas luteola S1, Pseudomonas luteola S7,
Pseudomonas fluorescent B2, Pseudomonas luteola B4) ont la capacité d'améliorer le pois sec
des plant de petit pois (Pisum sativum L.) par rapport aux témoins non inoculés, et 1’effet le
plus remarquable est celui d’une amélioration de la croissance de plantes inoculées par la
souche Pseudomonas luteola S7(figure 24), mais statistiquement cette réponse n’a aucun effet
significatif (>0.05) (annexe 13); ce qui n’est pas en accord avec les résultats obtenus par
Morgado et al., (2015), qui ont prouvés la performance de Pseudomonas luteola via

I’observation d’une amélioration de la croissance de la canne a sucre (Terra latinoamericana).
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D’autre coté, I’inoculation avec (Pseudomonas Stutzeri S2, Pseudomonas fluorescent
S6, Sphingomonas paucimobilis B1, Pseudomonas fluorescent B2) n’a pas améliorée le poids
sec de plantes de pois et leur croissance était presque égale et inferieur a celle enregistrée dans
les témoins non inoculés (figure 24). Ces résultats ne concordent pas avec les resultats
obtenus par Ouserir et al., (2018), qui ont prouvé que Pseudomonas sp. en particulier P

fluorescent montre des effets bénéfiques sur la feve (Vicia faba).

Les résultats obtenus nous ont permis de suggérer que les souches inoculées ne
sont pas trés compétitives. D’aprés Robert (1996), les facteurs édaphiques peuvent étre
¢galement a l’origine de tel résultat, tel que ’absence de la matiere organique dans le sol

(annexe 11) qui est un indice de sa fertilité et qui favorise 1’activité microbienne
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Figure 24 : Effet de souches sur le poids frais et sec de petit pois (Pisum sativum L.)

T: Témoins, S1: P luteola, S2: P Stutzeri, S6: P fluorescent, S7: P luteola, B1: S paucimobilis,
B2: P fluorescent, B4: P luteola

5.3. Effet sur la longueur de la partie aérienne et racinaire

L'inoculation de petit pois (Pisum sativum L.) avec les souches sélectionnées n'a pas
stimulé le développement de la partie aérienne des plantes par rapport aux témoins non
inoculés (figure 25), et I’étude statistique montre que 1’effet de souche n’a aucun effet
significatif (P>0.05) (annexe 14). Ces résultats ne sont pas en accord avec ceux de Agbodjato
et al., (2018), qui ont montré que I’inoculation du mais (Zea mays L.) par Pseudomonas
fluorescents présente des meilleurs résultats sur la hauteur, le diamétre et la surface foliaire

avec des augmentations respectives de 27,29 % par rapport aux témoins.
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Les souches (Pseudomonas luteola S1, Pseudomonas Stutzeri S2, Pseudomonas
luteola S7, Pseudomonas luteola B4) ont la capacité de stimuler nettement la croissance de la
partie racinaire des plantes par rapport aux témoins non inoculés, et D'effet le plus
remarquable est celui d’une amélioration nette de la longueur racinaire des plantes inoculées
par la souche (Pseudomonas luteola S7) (figure 25), et I’étude statistique confirme ce
résultat, ou I’effet de souches sur la longueur racinaire est hautement significatif (P < 0,01)

(annexe 15).

Ce résultat peut s’expliquer par le fait que les souches testées sont capables de
produire certains phytostimulants permettront de stimuler le développement racinaires tel que
I'Acide Indole Acétique (AIA) (Taghavi et al., 2009). Patten et Glick, (2002) ont également
rapporté le role de I’ AIA produit par Pseudomonas sur le développement de systeéme racinaire

des plantes.

La longueur de la partie aérienne et racinaire des plants inoculés par Sphingomonas
paucimobilis B1 semble assez faible, ce resultat a été également constate lors de la mesure de
poids frais et sec. Par contre la performance de la souche Sphingomonas paucimobilis a été
prouvée par Takeuch et al., (1995), qui ont constaté que cette souche pourrait favoriser
I’absorption des ions minéraux par les plantes. Tsavkelova et al., (2007) se sont étendus au-
dela des souches individuelles comme inoculant et ont signalé une augmentation de la

germination des graines d’orchidées (Dendrobium moschatum) inoculées avec Sphingomonas

Spp.
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Figure 25: Effet des souches sur la longueur de la partie aérienne et racinaire de petit pois

(Pisum sativum L.)

T: Temoin, S1: P luteola, S2: P Stutzeri, S6: P fluorescent, S7: P luteola, B1: S paucimobilis,
B2: P fluorescent, B4: P luteola
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Conclusion

Les engrais synthétiques et les produits phytosanitaires chimiques sont devenus plus
nocifs, car ils sont reconnus comme des polluants environnementaux majeurs, entrainant une
détérioration des propriétés biologiques du sol. La valorisation des ressources biologiques
dans la gestion des systemes agricoles, est parmi les alternatives proposées pour limiter

I’utilisation des intrants chimiques.

La performance des Bio-intrants tels que les PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobactéries) a été déja prouvé par plusieurs chercheurs. Ces microorganismes telluriques

peuvent améliorer la croissance des plantes via une large gamme de mécanismes.

Un essai comparatif a été réalisé sous des conditions semi contrélées sur le petit pois
(Pisum sativum L.) inoculé par des souches de Pseudomonas sp. Sept souches ont éte
sélectionnées, leur caractérisation phénotypique, et biochimique a eté vérifiée. Un test
d’antibiogramme a été effectué, et les résultats montrent que les souches sélectionnées sont
révelées résistantes a tous les antibiotiques testés (Tetracycline, Ciprofloxacin, Amoxicilline)

sauf a la Gentamicine.

Aucun nodule n’a été enregistré sur les racines de petit pois (Pisum sativum L.), ce qui
montre que I’inoculation par les souches testées n’a aucun effet sur la valorisation de potentiel
symbiotique. L’échec de la nodulation peut étre du également a 1’absence ou I’inefficience de

bactéries fixatrices d’azote dans le sol, ou bien entraver par des facteurs pédologiques.

05/07 souches ont la capacite d'améliorer nettement le poids frais de petit pois (Pisum
sativum L.) par rapport aux témoins non inoculés. L’inoculation a également stimulé la
croissance de la partie racinaire des plantes, et I’effet le plus remarquable a été enregistré par
la souche (Pseudomonas luteola S7), I’étude statistique confirme ce résultat, ou I’effet de

souches est hautement significatif (p < 0,01).

Il serait souhaitable approfondir et élargir la portée de ce domaine par :

- Etude des activités des PGPR (solubilisation du phosphate, production de
phytohormones, sidérophores ...etc).

- Renforcement de potentiel symbiotique en utilisant des PGPR plus performants.

- L’¢laboration des PGPR pour des applications commerciales en convertissant ces

complexes bactériens en un produit de remplacement pour les engrais et les produis chimiques.
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Annexe 01 :

Technique de dilution

1.0mL

dilution en série

d

9.0 mL 9.0 mL 9.0 mL 9.0 mL 9.0 mL
( ( KIOOO (IO 000 GOO ,000
01mL OlmL 0.1mL 0.1mL 0.1mL

Too numerous Too numerous 389 colonies 50 colonies 2 colonies
WINEVIGUEPOY L) | ECOYTT]

Annexe 02

King A

Peptone de caseine (Tryptone) .......ccceevvveeerveeeiveessveeennnnn 20g
Sulfate de potasSium ........ccccveeiiieeriie e 10g
Chlorure de magnésium .........cccccveevieeeiiiie e 1.4¢
GIYCEIOI e 10ml
AAE et 209
Eau distillé ..o 1000ml
PH 7.2
Annexe 03

Violet de gentiane

Violet de gentiane..........cccoovveeiiiec i 29
PRENOL ... 49
AlCOOL ... 20ml

Bau diStille......cooeeeeeeee e 200ml
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Annexe04

Lugol

LOAE .. 19
lodure de potassium (K1) ..o 29
Eau diStillée........ooeeiii e 200ml
Annexe 05

Fuchsine

Fuchsine basique ... 29
AICOOI 95, 20ml
SOIULION BQUBUSE ... 200ml
Annexe 06

Composition des standards de turbidité de Mc Farland

Solution ajoutée:

BaClz (1,175%0) ..oooviiiiiiiie et 0,05 mi

[ 11O 9,95 ml

Standard Mc Farland 0.5 1 2 3 4

Chlorure de baryum a 1%(ml) 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4

Acide sulfurique a 1%(ml) 9.95 9.9 9.8 9.7 9.6

Densité  cellulaire  approximative | 1.5 3.0 6.0 9.0 12.0

(1x10.8 UFC/ml)

Transmit tance % 74.3 55.6 35.6 26.4 21.5

Absorbance 0.08a |0.257 |0.451 |0.582 |0.669
0.1




Annexe 07

ANNEXES

Tableau de lecture de la galerie APl 20NE

TESTS | COMPOSANTS AcTIFs | 9TE REACTIONS/ENZYMES RESULTATS
(mgleup.) NEGATIF |  POSITIF
NIT 1+ NIT 2/ 5 min
NO2 potassium nilrate 0136 réduction des Nitrates en nitrites incolore I i rose-rouge
Zn /5 min
réduction desNitrates en azote rose | incolore
MES / im| i
) ) incolore
TRP L-tryptophane 0,2 formation dindole (TRyptoPhane) vert pale / jaune rose
GLY D-glucose 1,92 fermentation (GLUcose) bleu a vert jaune
ADH L-arginine 1,92 Arginine DiHydrolase jaune omn?:u;;o“ !
. orange / rose /
URE urée 0,76 UREase jauna rouge
li 0,56 Ny . is / { noi
ESC cﬂf:;u‘;ze'm 0.072 hydrolyse (f-glucosidase) (ESCuline) jaune gris fmarran [ noir
gélatine . pas de diffusion diffusion du
GEL (origine boving) 06 hydrolyse (protéase) (GELatine) du plgment pigment noir
PNPG 4-nitrophényl-fD- 022 galactosidase (Para-MitroPhényl-R0- incolore iaune
galactopyranoside ' Galactopyranosidase) !
GLUl D-glucose 1,56 assimilation (GLUcose) transparence trouble
ARA| L-arabinose 1.4 assimilation (ARAbInose) transparence trouble
MNE D-mannose 1.4 assimilation (ManMNosE) transparence trouble
MAN D-mannitol 1,36 assimilation (MAMRitol) transparence trouble
NAG M-acétyl-glucosamine 1,28 assimilation (N-Acétyl-Glucosamine) transparence trouble
MAL]| D-maltose 1.4 assimilation (MALtose) transparence trouble
GNT potassium gluconate 1.84 assimilation (potassium GlucoMaTe) transparence trouble
CAF’l acide caprique 0,78 assimilation (acide CAPrique) transparence trouble
ADIl acide adipique 1.12 assimilation (acide ADlpique) transparence trouble
|MLT acide malique 1.56 assimilation (MaLaTe) transparence trouble
CIT trisodium citrate 2,28 assimilation (trisodium ClTrate) transparence trouble
PACl acide phénylacétique 08 assimilation (acide PhénylACétique) transparence trouble
(voir notice _ .
OX du test oxydase) - cytochrome-oxydase (voir notice du test oxydase)

Annexe 08

Mueller-Hinton

Peptone de caséine (Tryptone) .........ccccceeevvveevvveesinnennnn. 17,5 ¢

Extrait de viande............ccccoeeveiei e, 20

AMIAON ..o sre e s see e s saeeeseeeee Ly DO

F N - PP PRUPR T OOPUPPPPPPPRRRRRRP £ < [0

Bau distillé .......cooveeeeeee e, 1000 M
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Annexe 09

Eau gélosé

AGAN- QA ... 19
Eau diStillée ........coveeiie e 100ml
Annexe 10

Le triangle de texture (Duchaufour, 1997)

100 0

Texture argileuse
Texture sableuse
Texture équilibrée

Texture limoneuse

Argile (%) Limon (%)

Argile;
Argile sableuse

sableuse
5 ~ Limon
% Bt e \ argileuxfin
Limon
argilo-sableux /

Limon sableux Limon fin

20

Limon

20

Limon
tres fin

100
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 o

Sable (%)

Annexe 11

Analyse physico chimiques du sol

Trés faible Faible Normal Elevé Trés éleve

0,25 mS/cm

%

%

%

%

p.p.m.
meq/100gr
meq/100ar
meq/100ar
0,8 meq/100ar

(Données analytiques interprétées par le Systéeme Siddra)
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ANNEXES

Effet de I’inoculation sur le poids frais

[DataSetl]

ANOWVA
poidsfrais
Sum of Squares of Mean Sguare F Sig.
Between Groups 1,626 7 232 2,769 019
Within Groups 3,355 40 084
Tatal 4,981 A7
Annexe 13
Effet de I’inoculation sur le pois sec
ANOVA
poidssecs
Sum of Squares df Mean Square F 3ig.
Between Groups 005 7 001 1,036 422
Within Groups ,030 40 001
Total 036 47
Annexe 14
Effet de ’inoculation sur la partie aérienne
ANOVA
lingueur_de_partie_aerienne
Sum of Squares of Mean Square F Sig.
Between Groups 33,328 T 4 761 879 531
Within Groups 216,542 40 5414
Total 249870 47
Annexe 15
Effet de ’inoculation sur la partie racinaire
AHNOVA
lingueur_de_partie_racinaire
Sum of Squares df Mean Sguare F Sig.
Between Groups 22 370 7 3,196 3,226 ,008
Within Groups 39,625 40 991
Total 61,995 47




Résumé

L’agriculture moderne intensive s’est basée sur d’intrants chimiques. En plus des méfaits néfastes
vérifiés de ces produits chimiques, actuellement ils sont considérés comme des principaux polluants de
I’environnement ayant engendrés la détérioration des propriétés biologiques des sols et I’accumulation
de résidus chimiques dans les produits agricoles récoltables. L’utilisation de PGPR est une voie
biologique alternative proposée pour remédier a cette situation. Un essai a €té réalisé sous des
conditions semi contrélées sur le petit pois (Pisum sativum L.) inoculé par sept souches de
Pseudomonas sp. isolées a partir de sol rhizosphérique. Leur effet sur la croissance des plantes est
vérifié, ainsi que leur caractérisation phénotypique et biochimique. Le profil d’antibiorestance montre
que les souches sont révélées résistantes a tous les antibiotiques testés sauf a la Gentamicine.
L’inoculation des souches n’a aucun effet sur la mise en place de la symbiose, et I’’échec de la
nodulation peut étre du aux facteurs édaphiques défavorables. L’inoculation a améliorer le poids frais,
et stimulée la croissance de la partie racinaire des plantes, et 1’effet le plus remarquable a été enregistré
par la souche (Pseudomonas luteola S7).

Mots clés: Pisum sativum L, PGPR, Pseudomonas sp, inoculation, nodulation
Abstract

Modern intensive agriculture is based on chemical inputs. In addition to the verified harmful effects of
these chemicals, they are currently considered to be major environmental pollutants, having led to the
deterioration of soil biological properties and the accumulation of chemical residues in harvestable
agricultural produce. The use of PGPR is an alternative biological pathway proposed to remedy this
situation. A trial was carried out under semi-controlled conditions on peas (Pisum sativum L.)
inoculated with seven strains of Pseudomonas sp isolated from rhizospheric soil. Their effect on plant
growth was verified, as was their phenotypic and biochemical characterization. The antibiorestance
profile showed that the strains were resistant to all the antibiotics tested except Gentamicin.
Inoculation of the strains had no effect on the establishment of symbiosis, and failure of nodulation
may be due to unfavorable edaphic factors. Inoculation improved fresh weight, and stimulated growth
of the root part of the plants, and the most remarkable effect was recorded by the strain (Pseudomonas
luteola S7).

Keywords: Pisum sativum L, PGPR, Pseudomonas sp, inoculation, nodulation
oadle
Llla i Lald cdailaasl o) gall s3gd 338 5all 3 lcall HEY) ) ZdleaYl y Aibasl) cbAlaal) e A8 Aaal) de ) 3l adias
Al Zpe ) ) 3 clatiall 8 Al clalaall aS) 555 3 il A gl sl pailiadll )i 8 a1 Ayl Al <l slal)
A A kg 1) Al e A 520 Pseudomonas sp. (s <Y o Leansli o3 S (Pisum sativum L) <YW e
ai adl 4y gal) claliaal) da glie cile el s saadl AlaasSll 5 s palall a5 ) ALYL clall s o W il (e gial)
e il gl DL il | cpaliial) oLl e a5 1) 4 saald) clabiaal) paead G lie B e i)

ol e 5al) sai Gia g e JUall ¢ sl Caend ) i) (5o Aulae Ldla) Jal e e Baiall (8 ()55 5 ¢ ladl) puia g
. (Pseudomonas luteola S7). A5l a5 1755 YN Ll Jasass o35 i) (s

sl =il (Pseudomonas sp <PGPR ¢ Pisum sativum L. : 4alidall cilalsl)
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