At ol o) A pgranl
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
—aladl Canl) g dlad) ailail) 3 ) 3 g

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Ecole Nationale Supérieure Agronomique Jadall Ldad) Ayida o) A jaal)
Département : Botanique <) ale s andl)

Spécialité : Interaction plantes-pathogénes et <ilaill djlaa g Clilil) cilia yaa — LA Jo Ui ;(awadl)
Protection des plantes

Mémoire De Fin D’études

Pour L’obtention Du Diplome De Master

THEME

Caractérisation des Pseudomonas et de quelques bactéries isolées a

partir de la rhizosphere du petit pois et de la luzerne

Présenté par : Mlle. Youcef Mosbahi Fatima Zahra Soutenu publiquement le : 05/10/2023

Devant le jury composé de :

Présidente : Mme. LASSOUANE N. MCA (ENSA).
Promotrice : Mme. KHENFOUS-DJEBARI B. MCB (ENSA).
Examinatrice : Mme. BOUANANE DARENFED A. Professeur (USTHB).

Examinatrice : Mme. LAALA S. MCA (ENSA).

Promotion : 2018 /2023




TABLES DES MATIERES

LISTES DES ABREVIATIONS .....uciiviiiiinnuinneisissunssesssnssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas VI
LISTES DES TABLEAUX ...couiininientinsensicssessenssecssecssessesssecsssssessssssssssesssssssssssssssssssssssssses VI
LISTES DES FIGURES . ..cccttuuiittietnecereecsteescrencscssnscssesssssesssssssssssssssssscssssssssssssssses IX
INTRODUCTION...cuuiiuicensuecsnissenssncssisessssssssssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss X
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE ....cuuuiiiiininniicnisnnricsssssnsecssssssscsssssssessssssssssssssssssssssssssssssans 1
1 Généralités sur la culture du petit POis............c.ccovviiviiiiiiiiicce e 2
1.1 Origine du PEHIE POTS....eeuieruiieiieeiieetieeite et et teeteeteesiteebeesaeeebeessaeenbeesseeenseensnesnsaenseeans 2
1.2 Classification botanique de I’espece du petit POIS.......c.eeveeriieriierieiiiienie e 3
1.3 Description botanique de 1’espece du petit POIS.......cccviereeeriieriierieeiierie e eve e 4
1.4 Intérét nutritionnel et agronomique du PEtit POIS.......couveevieriieriiieriierieeieeeie e seee e 5
1.5 Importance économique du PELit POIS......cc.eerueeriieriiieiieiie ettt ettt e e eas 5
1.5.1 Dans 1€ MONAE.......ccc.eiiuiiiiiiiiiiiiiee e 5

L.5.2 ENUALGETIC ...ttt ettt ettt et e e aee e 5

1.6 Contraintes et aspect phytosanitaire du petit POIS........ceccueerieriiieiieriieeiienie e 6
1.6.1 StreSS aDIOTIGUES. ...eevveeirieiieeiieeiie et etteeite et e etteebeestteeabeesbeessseenseessseenseensnesnseenseennne 6

1.6.2 SEIESS DIOTIQUES. .. eeuvieiieeiiietie et etteeite ettt ettt et e et e st eeteesaeeenbeensaeensaenseasnseenneas 7

2 Généralité sur la culture de 1a JUZerne.........ceeeeiieeinneinseicsiisseinsnenneicsnsseccssessssecsssessenns 8
2.1 Origine de JaTUZEINC......cccoviieeiie et et e e e eennneas 8
2.2 Taxonomie et classification bOtanique............cceeveiriieiieiiiieiierieeeee e 9
2.3 MOTIPROIOZIC ..ttt ettt ettt 9
2.4 Intrét de 1a TUZETNC. ....coviiiiiieiiiieee et 10
2.4.1 INtEret AGIONOMIGUE. ... .eeeueiereieeiieeiieeteeniieeteesteeeireeeeessteeseesseeeseesseessseensaesnsaens 10

2.4.2 Intérét ZOOtECRNIQUE. ... .ccouvieeiiieeiieeeiie ettt eree et e et eesraeesnneeennseeens 11

2.4.3 INEEIEL NULTIEIONNEL. c.eeeee et e e e e e et ee e e e e e e eeeeeeaenns 11



2.4.4 Importance SOCI0-ECONOMIQUE. .......eeurerueeuertreteeirenteetesitenteeaeesseeteeueesseensesieenseeaeens 11

2.5 Importance économique de 1a [UZErne..........c.eevvviviiiiiiiiiieniieieee e 11
2.5.1 Dans 1€ MONAE.......cccueruiiiiiiiiiieriieie ettt sttt 11
2.5.2 BN AIZEIIC...ceeeiieeiie ettt et et e e e e nae e ennaeeennee s 11

2.6 Aspect phytosanitaire des I€égumineuses fourrageres.........oovvveeruveeriveerireeerieeeeeeeeenne 12

Bactérioses des I6ZUMINEUSES......c.ccevuerieiiseiisiinseinsiiseinsnissseisssissesssssssseesssssssssssssssssessasse 12

3.1 Bactérioses dues auxX PSCUAOMONAS . ...........cccveeecueeeiieeeiieeeiieeeieeesaeeeieeesaeeesveeeenas 12
3. 1.1 Geénéralités sur 1eS PSCUAOMONAS..........c.cccuevueivieieiieiesiesteeetese et 12
3.1.2 La graisse bactérienne du pois « Pea blight » .........ccccoeeiiiiiiiiiniiiiiiieiccees 14
3.1.3 Halo blight 0f BEANS......c.uviiiiiiieiiieciie e e e 16
3.1.4 La graisse du haricot « Bacterial blight of bean ».......................ooi. 17

Généralités sur 1a rhiZOSPREre..... o uiieiveiicireieniseicnsnicssenesssenesssnssssssssssssssssssssssssssasssssassses 19

O T B ) 3313 (o) o RSP PRUPRRTRI 19

4.2 Lacommunauté microbienne de la rhizoSphere.............cccceevvienieniiieniieniieiieieeee, 19

4.3 PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria....................ccooiiiiiiiinn... 20

4.4 MOAE ACTIOMN. ...ttt e e 21

44,1 MOAE ITECE.....eueeiieeeeiee ettt ettt ettt ettt et eb et st e bt e e et e b eneenees 21
4.4.1.1 FiXation A’ aZO0C......cccccveeieeuiieeiieeeiieeeitee ettt e e ite e et e e eree e aeeeaaeeeseeessaeesnseeennneas 21
4.4.1.2 Solubilisation des phoSphates..........c.ccevviiriiieriiiieeieeciie e 21
4.4.1.3 Production des sidérophores et compétition pour le fer...........cceecueevverirenennne. 21
4.4.1.4 Production des phytOhOTMONES. ......cccueeriieriiiniieiieiie ettt 21
4.4.1.5 Production des enzymes ACC déSaminase...........c..eeeveerreerveerueenveeiveenveenneennnes 22

4.4.2 Interactions indirectes PGP/Plante............ccccovieiiiriiniiiiniiieiieeeeeeeee e 22

4.4.2.1 Compétition pour I’espace et les NULITMENLS........c..eeeevieerieeerieeeiieeeieeeeee e 22



5

A4.2.2  ANTIDIOSE. ..ot e e e e e —————aaaae e e e ———— 22

4.4.2.3  ParaSitiSINC....ccueeteeuietieieiteete et et et ete et et e ste et et et e sbe e be st esaeenteebe et ennenaeens 22
4.42.4 Résistance systémique induite ou ISR ........cooiiiiiiiiiniiiiee e, 22
4.4.2.5 Production des VOCs (Volatile Organic Compounds) .........cccceeeveveeerreernnneenne 23
4.5 Effet stimulant de PSEUAOMONGS..............ccceeviiiiiiiiiiiiiiiiiteeeeeet e 23

4.6 Les Pseudomonas promoteur de croissance (PGP) en tant qu’agents de lutte

|03 T0) oY 4 e 13 LRSS RRRRPRRRROPR 23
MATERIELS ET METHODES........coiiviintininsnnsinsricsensesssissssssesssissssssesssssssssssssssssssssssns 24
MATERIELS ET METHODES........couiiiniininrensinsnissenssissasssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssns 25
5.1 Materiel DIOIOZIQUE.....ccciiiieiiieeiiie ettt e ae e e e e e e e enaeeeenseeenenes 25
5.1.1 SOl thiZOSPRETIQUE. ......eeouiiiieiiiiiiciee et 25

5.2 Présentation des régions d’EtUde..........cocoeviiriiriiiiiiiiiiii e 25
5.2.1 Localisation E0graphique...........cceeriieiiieiuiieniieeieeieeeie et e eieens 25

5.3 Prélevement des €chantillons...........coceeiiriiiiiiiiiierieeceece e 26
54 MEEROAES. ..c..eiiietiieteee et ettt et 26
5.5 TSOLEMENLS ..ottt et et 27
5.5.1 Préparation de la suspension mere et dilutions décimales.............ccccevrereererennen. 27

5.5.2 ENSCMENCEIMENL.......oeiiiiiiiieieiiiieeeiiiieeeetee e e ettt e e e st eeeeeaaaeeeennaeeeesssaeeesennsaeeeennnens 27

5.5.3 Lecture des boites d’isolement et NOLAtIONS...........evveeierierierienieieeiene e 27

5.5./4 Repiquage et PUITfICAtION. .....ieruiiiiieiieeieeiie ettt ens 28

5.6 Conservation des 1SOIALS........eeiuiiiiiiiiiiieeie e 28
5.7 SElection des 1SO1AS.....cc..eiiiiiiiiiiieiieeeee e 28
5.7.1 Principe de tri des 1S0latS........eeeuireeciiieiieeeeiie et 28

5.7.2 Recherche des pigments fIUOTESCENLS.......cc.ueeevvieeriieeiie e 29

5.7.3 Détermination du gram au Koh @ 3.........ccooiiiiiiiiiiiiee e 29

5.7.4 Recherche de la réaction d’hypersensibilité au tabac............ccoeceevieriienirenenne. 29

5.8 Tests DIOCHIMIQUES. ... .veeiiiiieiieeiiee ettt ettt e et eeete e e e teeesnbeeeensneennseeenns 30



5.8.1 ReCherche de 18 CatalaSe....... . eeeeeeeeeeeeeeee e e ee e e e e eaeeaaes 30

5.8.2 Recherche des enzymes cytochromes oXydases...........ccceerveeeiieriieeieeneeneeeneeen. 30
5.8.3 Mode d’utilisation du glUCOSE.........cevviieriieeciie ettt e e 30
5.8.4 Recherche de I’enzyme 1evane SUCTaSE.........cceeveeriiieniieiiieiiie ettt 31
5.8.5 Recherche des enzymes pectinolytiques..........occveevveeriieiiienieiiieie e 31
5.9 Tests biochimiques complémentaires sur Galerie Ap1 20 E........cccooovviviiiiiiniieenieenen. 31
5.10 Vérification du pouvoir PathOZENE.........cccvieeiiieeiiiecie ettt e 32
5.10.1 Préparation du matériel vegétal.............coooiiiiiiiiiiiii e 32
5.10.2 Préparation de I'INOCUIUML.........ccoiiiiiiiiiiieiieeie e 32
5.10.3 Inoculation des plantules............cceecuiiriiiiieiiieiieieeie e 33
5.11 Mise en évidence de I’activité antagoniste des Pseudomonas..............cccceeeeveevcreeanne. 34

5.11.1 Matériel biologique utilis¢é pour la mise en évidence de Dactivité

ANEIDACTETIEIIIIC .. oot e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e aaaeeeeeeeeeaaaaaeeeeeaenaaes 34

5.11.2 Confrontation des Pseudomonas pathogeénes avec les Pseudomonas non

PALNOZEIIES. ...ttt ettt et e e e bt e s st e enbeeeseeesbe e saeense e seeeabeenbeeenbeeesneenseens 34
5.11.2.1 Technique des stries croisée (Cross streak) par confrontation déphasée......34
5.11.2.2 Technique des cultures en spots par la confrontation simultanée................. 34

5.12.2 Utilisation des biofertiliSants. ........coeeruerieririienierieeieseeieseeee e 35
6 RESULTATS ET DISCUSSIONS ..ottt 36
6.1 Isolement sur milieux de CUltUIE.......c.c.eeriiiiiiiiiii e 37
6.2 Purification des 1SOLALS.........eeruiriiriiiiiiiierieeec et 38
6.3  Caractérisation des 1S0lats ODtENUS..........cccueriiviiriiniiierieceee e 39
6.4  Caractérisation et tri des 1S0latS.........ccecuiiiiiiiieiiie e e 40
6.4.1 Détermination du gram au KOH @ 3.........ccooiiiiiiiiiiiiieeceeeee e 40
6.4.2 Mode d’utilisation du GIUCOSE........ccveriieriieiiieiieeieeee et 40
6.4.3 Recherche de la réaction d’hypersensibilité sur tabac...........cccceeveveeeceeecieennnen. 40

6.5 FEtude des caracteres bioChIMIQUES. ........ceeviieriieeiiieeieeeee e 41



6.6 Résultats des tests relatifs a la caractérisation du genre...........cceeveeveevieeiiinienencnennen. 41

6.6.1 Recherche des enzymes pectinOlytiqUeS........c.cccveevuierieeiienieeiieie e 42
6.6.2 Recherche de I’enzyme 1evance SUCTASE.........cccuievieriieiiieniieeieeiieeie et 42
6.6.3 Recherche des enzymes cytochromes 0Xydases..........cccovveeriieerieeenieesiieeeiee e 42
6.6.4 Recherche de 1a catalase...........ooueiiiiiiiiiiiiiiiceeee e 42
6.7 Les résultats obtenus avec les tests de la galerie API20 E...........ccoooiiiiiiininnn. 42
6.7.1 UtiliSation dU CITTALE.......ccccvieeriieeiieeeiieeeieeeeieeeereeeee e et e e sreeesereeesnseesnaeesnneeas 43
0.7.2 GELAINASE. ..ottt ettt sttt et 43

6.7.3 Libération d’ammoniac & partir de I'Urée..........cceeeeeiieiieniiienienieeieeee e 43

6.7.4 Production de sulfure d’hydrogene..........cccveeviiieiiieeiiieciee e 43

6.7.5 HydrolySes deS SUCTES. ....ccuuieriurieeiiieiiieeiieeesieeeeieeeireeeaeeeeteeeseveeeeaeeennseeeaeeas 46

6.8  Identification des 1SOLALS.......c..iieiiieiiieeiecce e e 48
6.9 Etude du pouvoir pathogene sur 1€ Petit POIS......cccueeereireriiieeriieeiiee e 49
6.10 Mise en évidence de I’activité antagoniste des Pseudomonas...............ccceeceeeeeeennnen. 51
6.11 Mise en évidence de I’activité antibactérienne.............eceeveeverierienienieneecseeenenne 51

PALNOZEIIES. ...ttt ettt et e et e ettt e et e e st e e e ee e abeeene e e enbteeenbeeeenneeenreas 51
6.11.1.1 Technique de StrieS CrOISES....uvriiiuireeiiieeriiieeriieeeieeeeteeesreeeiaeeeaeeesseeeseseeas 51

6.11.1.2 Technique des SPOLS.......eecuieriieriieeiieeieesiee ettt ettt et siee e eeee s 51

6.12 Utilisation des biofertiliSants..........couiiiiiiiiiiiinieiieieceeee e 52
CONCLUSION GENERALE........couiiiiuintnninsninsensaessanssesssissssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 55
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES......ccccevininnuinsinsunssenssnssasssesssssssssssssasssssssssssssssssssss 58
ANNEXES . ..cuiiuinneininnnissensisssnssssssissassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 71

RESUME.....uiiiiiiiiiinienennenncsisssesssessesssessssssesssssssssssssssssesssessasssssssssssssssssssssasssessassssssassssssns 82




Résumé

La culture des légumineuses présente un intérét écologique et économique, apportant de
nombreux bénéfices au systeme agricole. Certaines especes sont utilisées comme fourrage,
tandis que d'autres sont destinées a la consommation humaine. Leurs exsudats racinaires, riches
en substances, attirent une flore microbienne diversifiée qui contribue a structurer naturellement
le sol. Parmi ces micro-organismes, le genre Pseudomonas spp. est particulierement étudié¢ pour
son role dans la stimulation de la croissance de nombreuses plantes, y compris les Iégumineuses.
L'objectif de cette étude est d'analyser, d'isoler et d'identifier les bactéries appartenant au genre
Pseudomonas présentent dans la rhizosphere du petit pois et de la luzerne. Certaines de ces
bactéries peuvent s'avérer pathogeénes pour les cultures, d'autres sont bénéfiques et contribuent
au développement végétal grace a leurs propriétés PGPR. Les analyses ont révélé la présence
dominante de Pseudomonas parmi d'autres genres. Certaines souches ont montré des propriétés
antagonistes, indiquant leur potentiel bénéfique en agriculture.

Mots-clés : Pseudomonas spp., PGPR rhizosphérique, antagonisme.
Abstract

Leguminous crops are of ecological and economic interest, and bring many benefits to the
agricultural system. Some species are used for fodder, while others are edible for human
consumption. Their root exudates, rich in sugars, attract and maintain a rich microbial flora
which in turn contribute to the natural structuring of the soil and its proper functioning. Among
the components of this microflora, fluorescent Pseudomonas spp. considered to be non-
symbiotic PGPRs, have been extensively studied and experimented with, especially in relation
to their performance in phytostimulating the growth of many plants, including leguminous. The
aim of this study is to analyze rhizospheric soil samples, isolate, identify and characterize
bacteria belonging to the genus Pseudomonas in the rhizosphere of pea and alfalfa. Some
bacteria belonging to this genus are phytopathogenic and can cause major damage to these
crops, while others are beneficial to crops and can contribute to plant development owing to
their PGPR properties. Analysis of rhizosphere soil samples from peas and alfalfa revealed the
presence of several genera, including the predominant Pseudomonas. Among the bacteria
belonging to the Pseudomonas genus, some showed pathogenicity on host plants, while a
number of strains proved non-phytopathogenic and showed antagonistic power, in vitro,
towards phytopathogenic bacteria from the same soil samples. This study reveals the richness
of the rhizosphere microflora and the importance of studying bacterial interactions in the
rhizosphere of leguminous plants.

Keywords: Pseudomonas spp, Rhizosphere PGPR, antagonism
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