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Interaction des rhizobactéries symbiotiques (Rhizobium) et bactéries antagonistes
(Pseudomonas et Bacillus) avec I’agent du flétrissement fusarien du pois chiche

Résumé

L'objectif du présent travail est I’étude du pouvoir antagoniste des rhizobactéries envers
le Fusarium oxysporum f.sp ciceris (Foc) et leur effet stimulateur de la croissance de la culture
du pois chiche. L’effet antifongique des rhizobactéries a été évalué in vitro contre deux souches
Foc, codees Foc-S1 et Foc-S2. Parmi les Pseudomonas, les souches E1FP13, E1FP4, et ELPP7
ont été les plus efficaces contre Foc-S1, tandis que les souches E1PP6, E1IFP13, et ELPP15 ont
été les plus efficaces contre Foc-S2. Concernant les isolats Bacillus, les souches E2PB1,
E1PB10, et E1PB6 ont été les plus efficaces contre les deux Foc. Par ailleurs, I’examen
microscopique a révélé que les bactéries ont provoqué des changements morphologiques dans la
structure mycélienne, allant de la granulation et la condensation du cytoplasme a la
fragmentation et gonflement des hyphes de Foc. L’appartenance des bactéries aux genres
Pseudomonas et Bacillus a été confirmée a travers le séquengage du géne ARNr 16S et I’analyse
phylogénétique. L'évaluation de la production des composés favorisant la croissance des plantes
a montré que les souches bactériennes étaient capables de solubiliser le phosphate et de produire
I’a-amylase, la lipase, la protéase, la cellulase, le cyanure d’hydrogene, I’acide indole acétique,
I’ammoniac et les sidérophores. L’application (individuelle et en consortium avec Sinorhizobium
meliloti) des souches bactériennes sur les grains de pois chiche a montré que les traitements
étaient capables d'améliorer au moins deux des parametres de croissance mesurés (longueur de la
tige, longueur de la racine, poids sec de la tige et poids sec des racines). L'activité de biocontréle
des souches bactériennes a également été évaluée ; les résultats du test ont montré que la gravité
de la maladie (GM) était significativement plus faible dans les plantes traitées par rapport aux
témoins non traités inoculés par Foc-S1 et Foc-S2. Les résultats de la réduction de la maladie
(RM) ont révelé que dans le groupe Pseudomonas, le traitement EIFP13c a enregistré la RM la
plus élevée, soit 69,23 % dans les pots inoculés par Foc-S1 et 66,67 % dans les pots inoculés par
Foc-S2. En ce qui concerne le groupe Bacillus, le traitement E1IPB6C a été marqué par la plus
haute RM égale a 78,85 % dans les pots inoculés par Foc-S1 tandis que le traitement E2PB1c a
montré la meilleure RM égale a 76,67 % dans les pots inoculés par Foc-S2. Ceci a été conjugué
avec une amélioration significative des parametres de croissance des plantes par rapport aux
témoins non traités. Les résultats de la présente étude suggérent l'introduction des souches
Pseudomonas, Bacillus et Sinorhizobium dans le programme de protection des semences pour
contréler le flétrissement fusarien et améliorer la croissance des plantes de pois chiche.

Mots clés : Foc, Pseudomonas, Bacillus, Sinorhizobium, Biocontrole.



Interaction of symbiotic rhizobacteria (Rhizobium) and antagonistic bacteria (Pseudomonas
and Bacillus) with the agent of Fusarium wilt of chickpea
Abstract

The objective of the present work is to study the antagonistic ability of rhizobacteria
towards Fusarium oxysporum f.sp ciceris (Foc) and their growth stimulating effect on chickpea
crop. The antifungal effect of rhizobacteria was evaluated in vitro against two Foc strains, coded
Foc-S1 and Foc-S2. Among Pseudomonas, strains E1FP13, E1FP4, and E1PP7 were the most
effective against Foc-S1, while strains E1PP6, E1FP13, and E1PP15 were the most effective
against Foc-S2. Regarding Bacillus isolates, strains E2PB1, E1PB10, and E1PB6 were the most
effective against both Foc. Furthermore, microscopic examination revealed that the bacteria
caused morphological changes in the mycelial structure, ranging from granulation and
condensation of the cytoplasm to fragmentation and swelling of the Foc hyphae. The bacterial
isolates were subjected to 16S rRNA gene sequencing and phylogenetic analysis and were
confirmed as Pseudomonas and Bacillus species. The evaluation of the production of plant
growth-promoting compounds showed that the bacterial strains were able to solubilize phosphate
and produce o-amylase, lipase, protease, cellulase, hydrogen cyanide, indole acetic acid,
ammonia, and siderophores. Application of the bacterial strains (individually and in consortium
with Sinorhizobium meliloti) on chickpea grains showed that the treatments were able to improve
at least two of the measured growth parameters (shoot length, root length, shoot dry weight and
root dry weight). The biocontrol activity of the bacterial strains was also assessed; the results of
the test showed that the disease severity (DS) was significantly lower in the treated plants
compared to the untreated controls inoculated with Foc-S1 and Foc-S2. The disease reduction
(DR) results revealed that in the Pseudomonas group, the treatment E1FP13c registered the
highest DR of 69,23 % in the pots inoculated with Foc-S1 and 66,67 % in the pots inoculated
with Foc-S2. Concerning the Bacillus group, the treatment E1IPB6c was marked with the highest
DR equal to 78,85 % in the pots inoculated with Foc-S1 while treatment E2PB1c showed the
best DR equal to 76,67 % in the pots inoculated with Foc-S2. This was coupled with an
improvement in plant growth parameters compared to untreated controls. The results of the
present study suggest the introduction of Pseudomonas, Bacillus and Sinorhizobium strains in the
seed protection program to control Fusarium wilt and improve chickpea plant growth.

Keywords: Foc, Pseudomonas, Bacillus, Sinorhizobium, Biocontrol.
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Le pois chiche fait partie des légumineuses les plus importantes au monde (Rawal et
Navarro 2019). Il fournit de I'énergie et des nutriments tels que les protéines, les lipides, les
glucides et les minéraux. Il contribue également au maintien de la bonne santé grace a des
composants non-nutritifs  (substances phytochimiques) qui jouent le rdle d’agents
anticarcinogenes, hypocholestérolémiques ou hypoglycémiques (Muzquiz et Wood, 2007 ;
Wood et Grusak, 2007). Dans un régime sans protéines animales, le pois chiche peut présenter
un substitut solide pour les végétariens (Latham, 1997). 1l est utilisé dans I'industrie de I'élevage
(Rawal et Navarro, 2019) et contribue également a la fertilité du sol lorsqu'il est inclus dans les
rotations de cultures a travers la fixation de l'azote (Aslam et al., 2003).

En 2020, le pois chiche a occupé la deuxiéme position parmi les légumineuses, avec une
production nationale de 39889 tonnes (FAOSTAT, 2020). Cette production reste insuffisante
devant les besoins de consommation de la population (Belaid, 2018). La production de pois
chiche fait face a de nombreuses contraintes, d’ordre technique, agronomique, abiotique et
biotique. Le flétrissement fusarien présente 'une des maladies fongiques les plus menagantes qui
peuvent toucher le pois chiche. Le Fusarium oxysporum f.sp. ciceris (Padwick) Matuo et K. Sato
est le champignon responsable de cette maladie (Landa et al., 2006), elle est transmise par le sol
et les graines (Knights, 2004). Le Foc affecte presque toutes les régions productrices de pois
chiches dans le monde (Haware et al., 1990), c'est un pathogéne difficile car il peut survivre dans
le sol et sur les debris de culture sous forme de chlamydospores jusqu'a six ans sans son hote
(Gopalakrishnan et Srinivas, 2019). Le champignon peut causer des pertes de rendement allant
jusqu'a 100 % lorsque les conditions sont adéquates (Landa et al., 2004).

Plusieurs stratégies de gestion ont été employées pour controler le flétrissement fusarien ;
l'efficacité de la rotation des cultures a considérablement diminué en raison de la nature
persistante du pathogéne dans le sol (Arfaoui et al., 2006 ; Gopalakrishnan et Srinivas, 2019).
L’utilisation de cultivars résistants a ses limites en raison de la variabilit¢ du pathogene
(Jiménez-Gasco et al., 2004). Les pesticides chimiques ne sont plus attrayants en raison de leurs
graves effets secondaires, sur l'applicateur, le consommateur et l'environnement en général

(Hayes et Laws, 1991 ; Ramezani, 2009). La recherche d'une alternative plus sire et plus efficace
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a été l'objectif de nombreux chercheurs au cours des derniéres années, d'ou l'intérét croissant
pour la lutte biologique (Abed et al., 2016 ; Al-Ghafri et al., 2020).

De nombreuses rhizobactéries ont été abondamment utilisées pour contréler plusieurs
phytopathogenes du sol y compris le Foc (Zaim et al., 2016). Parmi les diverses bactéries qui
existent dans le sol, les genres Pseudomonas et Bacillus semblent attirer l'attention des
chercheurs en raison de leurs capacités exceptionnelles a gérer les phytopathogénes a travers une
multitude de mécanismes, allant de la production d'antibiotiques, de sidérophores et d'enzymes
Iytiques a la libération de composés antifongiques volatils dans I'atmosphére (Kumari et Khanna,
2019).

De nombreuses études évaluant I'effet des Pseudomonas sur plusieurs phytopathogénes
ont été publiées. P. luteola et P. fluorescens ont été rapportées par Abed et al. (2016) pour leur
capacité a inhiber la croissance de Foc. La souche P. fluorescens-5 a également été rapportée par
Rathore et al. (2020) pour sa capacité a inhiber la croissance de F. oxysporum f. sp. cumini. Les
isolats ISO1 et ISO2 de P. aeruginosa ont montré des niveaux significatifs d'antagonisme envers
F. solani (Al-Ghafri et al., 2020). Il a également été démontré que P. frederiksbergensis CMAA
1323 peut contréler la croissance de Botrytis cinerea affectant les pseudofruits de fraises (Melo
et al., 2016). Plusieurs travaux ont également été publiés sur la capacité des Bacillus a contréler
les phytopathogénes. Dans une étude menée par Castaldi et al. (2021), la rhizobactérie B.
vallismortis RHFS10 a efficacement contrélé le phytopathogéne Macrophomina phaseolina, elle
a egalement produit plusieurs composés impliqués dans le biocontrdle et la promotion de la
croissance des plantes comme les siderophores, I’acide indole 3-acétique (AlA), la protéase, la
lipase et la chitinase. L’isolat B. subtilis SCB-1 a été rapporté pour son potentiel antifongique
contre divers pathogénes fongiques incluant les genres Saccharicola, Cochliobolus, Alternaria et
Fusarium (Hazarika et al., 2019). L’isolat Bacillus sp. BS-20 a significativement inhibé la
croissance de Foc et a également produit nombreux composés antifongiques tel que les
siderophores, la lipase, la protéase, la b-1,3-glucanase, et le cyanure d’hydrogene (HCN) (Anusha
et al., 2019).

Autre que leur usage individuel pour le contrdle des phytopathogenes, les rhizobactéries
ont également été utilisées en consortiums. Dans une étude menée par Syed et al. (2020), un
consortium compose de P. aeruginosa souche Kasamber 11, Bacillus sp. ADMKG68, et B. subtilis

subsp. inaquosorum strain KCTC 13429 s’est montré antagoniste envers Aspergillus niger,
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Aspergillus flavus, et Fusarium oxysporum (Fo), le mélange a également exhibé une multitude de
caracteristiques impliquées dans la promotion de la croissance des plantes tel que la
solubilisation du phosphate, la production d’HCN et d’AIA. Dans une autre étude, trois
bactéries ; P. fluorescens LPK2, S. fredii KCC5, et Azotobacter chroococcum AZK2 ont été
utilisées en consortium et ont montré leur potentiel de biocontrole contre F. udum (Choure et
Dubey, 2012). Singh et al. (2013) ont montré que I’application d’un consortium composé de
Pseudomonas fluorescent (PHUQ94), Trichoderma (THUO0816) et Rhizobium (RL091) a conduit
a une augmentation des réponses de défense physiologique chez le pois chiche infecté par

Sclerotium rolfsii.

Se basant sur la littérature précédente concernant les dégats infligés par le Foc au pois
chiche, et la pertinence révélée de la lutte biologique contre ce fléau, on a éetabli notre stratégie
de recherche qui consiste a :

» L’isolement et I’identification de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris a partir des
plantes de pois chiche atteintes de fusariose.

» L’isolement et la caractérisation de Bacillus spp. et Pseudomonas spp. a partir de
la rhizosphere du pois chiche.

» L’étude du pouvoir antagoniste (individuel et en consortium avec Sinorhizobium)
des Bacillus spp. et Pseudomonas spp. contre le Fusarium oxysporum f.sp. ciceris
in vitro.

» La recherche des métabolites impliqués dans la promotion de la croissance des
plates chez les isolats bactériens.

» L’évaluation de I’effet (individuel et en consortium avec Sinorhizobium) des
Bacillus spp. et Pseudomonas spp. sur la croissance du pois chiche.

» L’étude du pouvoir antagoniste (individuel et en consortium avec Sinorhizobium)
des Bacillus spp. et Pseudomonas spp. contre le Fusarium oxysporum f.sp. ciceris
in vivo.

Le présent manuscrit est structuré en trois chapitres :

» Le premier chapitre qui est la synthese bibliographique, comporte trois parties :
généralités sur le pois chiche, généralités sur le Fusarium oxysporum f.sp. ciceris, et les

rhizobactéries favorisant la croissance des plantes.



Introduction générale

> Le deuxieme chapitre qui est matériels et méthodes, comporte quatre parties : isolement
et caractérisation de I’agent pathogéne, isolement et caractérisation des PGPR, évaluation
de I’activité promotrice de la croissance des plantes, et effet des bactéries sur la
croissance du pois chiche et le controle de la fusariose.

> Le troisieme chapitre qui est résultats et discussion comporte également quatre parties :
isolement et caractérisation de I’agent pathogéne, isolement et caractérisation des PGPR,
¢valuation de I’activité promotrice de la croissance des plantes, et effet des bactéries sur

la croissance du pois chiche et le controle de la fusariose.



Chapitre 1 : Synthese
bibliographigque



Chapitre 1 Synthése bibliographigue

Partie 1 Géneralités sur le pois chiche
1. 1 Origine et histoire

Du latin cicer proviennent les mots cicero, pois chiche, chickpea et en espagnol
«chicharo», qui parait avoir été un nom assez commun pour certains grains secs de
légumineuses, y compris certains Lathyrus. Le mot espagnol «garbanzo» parait étre par
conséquent un nom autochtone préromain, puisqu'il ne se rapporte ni au grec ni a l'arabe.
L'ancienneté de cette culture en Espagne parait évidente (Cubero, 1994). Les preuves botaniques
et archéologiques montrent que le pois chiche a été domestiqué pour la premiére fois au Moyen-
Orient. Largement cultivé en Inde, dans le bassin méditerranéen, au Moyen-Orient et en Ethiopie
depuis I'Antiquité (Duke, 1981). le pois chiche est arrivé en Europe avec les premieres vagues de
migration de céréales du sud-ouest de I'Asie (Zohary et al., 2012). Le pois chiche a été transferé
vers les deux Amériques par les espagnoles et les portugais (Muehlbauer et Rajesh, 2008).

1. 2 Systématique

Le pois chiche (Cicer arietinum) appartient au régne des Plantae, division des
Magnoliophyta, a la classe des Magnoliopsida, ordre des Fabales et a la famille des Fabaceae,
sous-famille des Faboideae, au genre Cicer et a I’espéce Cicer arietinum Linnaeus (Mula et al.,
2011).

1. 3 Description de la plante

Le pois chiche est une plante annuelle, ayant une hauteur allant de 30 a 70 cm, avec des
ramifications primaires, secondaires et tertiaires ressemblant un petit buisson (Beyene et al.,
2015). Il est caractérisé par une tige anguleuse, velue, dressée et ramifiée, de couleur verte
foncée a verte bleutée et un systéme racinaire qui peut atteindre jusqu’a 2m de profondeur. Les
feuilles sont imparipennées, pubescente a poils glandulaires avec 3-8 paires de folioles et une
foliole supérieure (rachis se terminant par une foliole) de forme ovales a elliptiques mesurant
0,6-2,0 cm de longueur et 0,3-1,4 cm de largeur. Les fleurs sont solitaires, parfois 2 a 3 par
inflorescence, axillaires avec des pédoncules de 0,6-3 cm de long, pédicelles de 0,5-1,3 cm de
long, les bractées sont triangulaires ou tripartites atteignant jusqu'a 2 mm de long, la corolle est
blanche, rose, violacée (fanée a bleu) ou bleue. Les gousses sont rhomboides-ellipsoides

mesurant 1,4-3,5 cm de long et 0,8-2 cm de large, gonflées a poils glandulaires. Les graines sont
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obovoides angulaires de couleur créme, jaune, marron, noire ou verte, mesurant 0,4-1,4 sur 0,4-1
cm, a surface lisse, ridée ou tuberculée, la germination est cryptocotylaire (hypogée) (Duke,
1981).

1. 4 Type de cultivars

Le pois chiche est caractérisé par trois types, le type Desi et le type Kabuli, et un
troisieme type intermédiaire, appelé Gulabi (Figure 1), qui sont produits a I'échelle commerciale
(Chavan et al., 1989). Le type Desi a des graines petites, anguleuses et de couleur foncée tandis
que le type Kabuli, a des graines grosses, lisses et beiges (Gil et al., 1996). Cependant, il y a
quelques nouvelles variétés de pois chiche qui présentent une coloration noire ou verte (Singh et
al., 2015). Le type Desi (microsperma) se caractérise par des fleurs roses et une pigmentation
d'anthocyanine sur la tige, ses graines pesent entre 0,1 et 0,3 g, alors que le type Kabuli
(macrosperma) a des fleurs blanches et ne pressente aucune pigmentation d'anthocyanine sur sa
tige, ses graines pesent entre 0,2 et 0,6 g (Jukanti et al., 2012). Ces deux cultivars ont une
distribution géographique différente ; Desi est d'origine indienne et Kabuli est d'origine
méditerranéenne, comme il peut provenir du moyen orient (Ghribi et al., 2015).

Figure 1. Aspect des trois types cultivés de pois chiche : A (Gulabi), B (Desi) et C (Kabuli)
(Chavan et al., 1989).
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1. 5 Caractéristiques agronomiques
1. 5.1 Les exigences climatiques
1. 5. 1. 1 Les exigences hydriques

Le pois chiche est une espéce cultivée sous conditions pluviales et généralement dans des
zones a climat semi-aride, la sécheresse et la mauvaise répartition des pluies constituent la
majeure contrainte abiotique de la production (Chafika et al., 2014). Les besoins en eau différent
selon le type de pois chiche, le type Kabuli croit mieux dans les régions ou les précipitations sont
entre 400 et 600 mm par an, tandis que le type Desi croit mieux dans les régions ou les

précipitations sont de 300 mm par an (Imtiaz et al., 2011).

1.5. 1. 2 Les exigences thermiques

La température optimale de croissance du pois chiche est située entre 19 a 29 °C le jour,
et a 20 °C la nuit (Manjunath et Chimmad, 2014). La température de germination optimale est
entre 10 °C et 15 °C (Ellis et al., 1986). Pour les pois chiches Desi, la température moyenne
minimale recommandée du sol pour le semis est de 7 °C, tandis que pour les pois chiches Kabuli,
elle doit étre de 10 °C (Fleury, 2016).

1. 5. 1. 3 Les exigences en luminosité

Plusieurs expériences ont montré que les plantes qui n'ont pas été suffisamment exposé
au soleil, présentent une réduction dans le nombre de graines par gousse et que la diminution de
I’intensité de la lumicre a elle seule peut conduire a I’avortement des structures de reproduction

et par conséquence une diminution du rendement (Verghis et al., 1999).

1. 5. 2 Les exigences édaphiques
1. 5. 2.1 Type de sol

Le pois chiche est cultivé sur différents types de sol, sur du sol sableux (dunes du
Pakistan), sol sableux limoneux (nord de I'Inde), sols profonds (Inde centrale, ouest de I'Asie, et
en Ethiopie), il est également cultivé sur des sols calcaires avec une couche de sous-sol de
CaCOs dans I’Asie de 1'Ouest. Les meilleurs sols pour la croissance du pois chiches sont les sols
profonds limoneux ou d'argile limoneuse dépourvus de sels solubles (Singh et Diwakar, 1995).
Un sol concentré en NaCl (supérieur a 34 mM) peut considérablement diminuer la capacité

germinative ainsi que la vitesse de germination du pois chiche (Hajlaoui et al., 2007).

7
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1.5.2.2 pH dusol

Les stress biotiques et abiotiques entrainent des pertes économiques importantes pour la
culture de pois chiche. Les stress abiotiques dus a I'acidité du sol constituent l'un des principaux

facteurs qui entravent la productivité du pois chiche (Datta et al., 2008).

Le pH du sol est probablement le paramétre chimique le plus important du sol, il refléte
I'état chimique global du sol et influe sur toute une gamme de processus chimiques et
biologiques se produisant dans les sols. La plupart des plantes et des organismes du sol préferent
une gamme de pH comprise entre 6,0 et 7,5 (Hall, 2008 ; Hazelton et Murphy, 2016). Le pois
chiche peut tolérer des pH allant de 6 a 9 (Fabre, 2008).

1. 5. 2. 3 Nutrition minérale

La croissance et le rendement en pois chiche dépendent largement des éléments
minéraux. Le nitrogéne, le phosphore, et le potassium constituent les macronutriments primaires.
Le soufre (S), le calcium (Ca), et le magnésium (Mg) sont des éléments nutritifs secondaires
(macronutriments secondaires) des plantes qui proviennent principalement du sol et se trouvent
en grande quantité dans le pois, la lentille, le pois chiche et la féverole. Les huit micronutriments
essentiels a la croissance du pois chiche sont le bore (B), le chlore (CI), le cobalt (Co), le cuivre
(Cu), le fer (Fe), le manganese (Mn), le molybdéne (Mo) et le zinc (Zn). Les micronutriments
sont présents dans légumineuses a grains a des concentrations généralement inférieures a 200 g
gl (Mahler et al., 1988). Parmi les nutriments primaires, l'azote et le phosphore augmentent
efficacement la croissance et le rendement des cultures lorsqu'ils sont appliqués a un taux

approprié (Lehmann et al., 2003).

1. 6 Cycle et saison de culture

La durée du cycle de culture du pois chiche varie selon la date de semis, de huit mois
pour un semis d’automne (pois chiche d’hiver) a trois mois seulement pour un semis de
printemps (pois chiche de printemps). Avec un semis d’automne, la culture d’hiver pourrait
profiter des pluies hivernales, relativement importantes, permettant une considérable
accumulation des réserves et une augmentation du rendement en graines (Ben Mbarek et al.,
2011). Pour le pois chiche du printemps, il est souvent soumis a d'importantes variations

climatiques et a une importante microflore parasitaire, le stress hydrique et les hautes
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températures, fréquentes en fin de cycle de culture, limitent fortement la production d'ou l'idée
d'avancer la date du semis a I'hiver (El aoufir, 2001). Le cycle de croissance peut étre divisé en
quatre parties :

1. 6. 1 Emergence des plantules

Les plantules de pois chiches ont une émergence hypogée, c’est-a-dire que leurs
cotylédons restent sous terre, tout en fournissant de 1’énergie aux racines et aux pousses a
croissance rapide. Selon la température du sol et de la profondeur de semis, I’émergence peut

prendre entre 7 a 15 jours apres le semis (Gaur et al., 2010).

1. 6. 2 Croissance de la plante

Le pois chiche a un mode de croissance indéterminé ou la croissance végétative se
poursuit méme apres le début de la floraison, par conséquent, il y a souvent une séquence de
développement de feuilles, de boutons floraux, de fleurs et de gousses le long de chaque branche.
La durée de la croissance végétative avant la floraison varie généralement de 40 a 80 jours, en
fonction de la variété, de I'emplacement du taux d’humidité du sol et des conditions climatiques

(Gaur et al., 2010).

1. 6. 3 Pollinisation et fertilisation

Le pois chiche a des fleurs typiquement papilionacées, la plupart des cultivars produisent
une seule fleur a chaque nceud de floraison, on trouve également quelques cultivars a deux fleurs
par nceud. L’anthése chez le pois chiche se déroule tout au long de la journée, la déhiscence des
antheres a lieu a l'intérieur du bouton 24 h avant lI'ouverture de la fleur, ainsi, les fleurs de pois
chiche sont véritablement cleistogames et autofécondées, aprés la deéhiscence, les antheres se
ratatinent tandis que les pétales sont completement développés. Dans des conditions favorables,
le délai entre la fécondation et la premiere apparition d'une gousse (nouaison) est d'environ 6
jours (Gaur et al., 2010).

1. 6. 4 Maturité

Apres la formation des gousses, la paroi de la gousse se développe rapidement pendant
les 10 a 15 premiers jours, tandis que la croissance de la graine se produit plus tard. Peu de temps
aprés le développement des gousses et leur remplissage en graines, la sénescence des feuilles

sous-jacentes commence. S'il y a beaucoup d’humidité dans le sol, la floraison et la formation de
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gousses se poursuivront sur les nceuds supérieurs. Le pois chiche peut tolérer des températures
élevées s'il y a suffisamment d'humidité dans le sol. Le pois chiche est prét a étre récolté lorsque
90 % des tiges et des gousses perdent leur couleur verte et deviennent jaunes pales (Gaur et al.,
2010).

1. 7 Distribution et production du pois chiche

En 2020, le pois chiche a occupé la troisieme position parmi les Iégumineuses produites
dans le monde, et ce en termes de zone récoltées avec une superficie de 14841940 hectares, et la
deuxieme position en termes de production avec 15083871 tonnes. En termes de production par
région, I’Europe produit 1,99 %, 1’Océanie 1,86 %, I’Afrique 4,67 %, I’Amérique 4,72 % et
I’ Asie 86,75 % (FAOSTAT, 2020). L’Inde occupe incontestablement la premiere place parmi les
pays producteurs de pois chiche (Tableau 1).

Tableau 1. Principaux pays producteurs de pois chiches dans le monde (FAOSTAT, 2020)

Région Pays Superficie Production Rendement

(ha) (tonnes) (a/ha)

Asie Inde 10948882 11080000 10,12
Pakistan 943860 497608 5,272

Iran 514284 226595 4,406

Turquie 511493 630000 12,317

Océanie Australie 263000 281200 10,692
Ethiopie 220719 457319 20,72

Malawi 2201 1050 4,771

Maroc 53599 49714 9,275
Algérie 36743 39889 10,856

Europe Russie 335261 291133 8,684
Amérique USA 106390 193820 18,218
Mexique 62383 125823 20,169
Canada 119900 214400 17,882
Argentine 112549 177061 15,732
Total mondial 14841940 15083871 10,163
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1. 8 Situation du pois chiche en Algérie

En Algérie, la culture de pois chiche est présente dans nos systemes agricoles, associée
aux céréales depuis fort longtemps. Le pois chiche est actuellement cultivé dans les zones de
culture du blé dur, c'est-a-dire les zones ou la pluviométrie annuelle moyenne est supérieure a
400 mm. Il s’agit de la zone Nord-Ouest (Ain Témouchent, Tlemcen, Sidi Bel-Abbegs,
Mostaganem, Mascara), du Nord-Est (Guelma, Skikda) et le Centre (Bouira, Chlef, Ain Defla)
(Zine-Zikara et al., 2015). La superficie nationale totale de la culture de pois chiche a connu une
progression continue depuis le début des années 2000. Elle est passée de 19 480 ha durant la
campagne agricole 2000/2001 a une superficie de 36 743 ha en 2020. L’évolution des superficies
s’est accompagnée également par I’augmentation des niveaux de production passant de 66 610 q
a 398 890 g. Concernant les rendements, les valeurs ont passé d’une moyenne nationale de 3,42
g/ha a plus de 10,85 g/ha (Figure 2). Malgré I'évolution positive des indicateurs de la culture, la
production nationale reste faible, comparativement aux besoins nationaux, et ne peut satisfaire
gu'une petite partie de la consommation locale croissante. En conséquence, afin de combler le
déficit de la production en pois chiche, 1’ Algérie fait recours a des importations massives, de
I’ordre de 64 729 tonnes, soit plus de 150 % de sa production (FAOSTAT, 2020).
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Figure 2. Evolution des superficies, productions et des rendements du pois chiche durant la
période 2000 — 2020 en Algérie (FAOSTAT, 2020)

1. 9 Importance du pois chiche
1. 9. 1 Intérét alimentaire

Les légumineuses a grains sont une importante source de protéine pour l'alimentation
humaine et animale (Derbyshire et al., 1976), en plus de leur apport en protéines, elles sont

riches en vitamines et en sels minéraux (Tableau 2).
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Tableau 2. Profil nutritionnel du pois chiche pour 100 g (Wallace et al., 2016)

Catégorie Nutriments Pois chiche sec Pois chiche cuit
Energie et Energie (Kcal) 378 164
macronutriments Protéines (g) 20,47 8,86
Matiere grasse (g) 6,04 2,59
Fibres (g) 12,2 7,6
Sucres (g) 10,7 4,8
Minéraux Calcium (mg) 57 49
Fer (mg) 4,31 2,89
Magnésium (mg) 79 48
Phosphore (mg) 252 168
Potassium (mg) 718 291
Sodium (mg) 24 7
Zinc (mg) 2,76 1,53
Cuivre (mg) 0,656 0,352
Manganése (mg) 21,306 1,030
Sélenium (ug) 0 3,7
Vitamines Vitamine C (mg) 4,0 1,3
Thiamine (vit B1) 0,477 0,116
(mg) 0,212 0,063
Riboflavine (vit B2) 1,541 0,526
(mg) 1,588 0,286
Niacine (vit Bs) (mg) 0,535 0,139
Acide pantothénique 557 172
(vit Bs) (mg) 99,3 42,8
Vitamine Bgs (Mmg) 0 0
Folate (vit Bo) (1Q) 67 27
Choline (vit B4) (mg) 0 0
Vitamine B12 (ug) 9,0 4,0
Vitamine A (1U) 0,82 0,35
Vitamine D (ug)
Vitamine K (ug)
Vitamine E (mg)
Lipides Lipides saturés (g) 0,603 0,269
Lipides mono 1,377 0,583
insaturés (g) 2,731 1,156

Lipides polyinsaturés

(9)
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1. 9. 2 Intérét agronomique

Grace a leur capacité a établir une symbiose avec les bactéries de la famille des
rhizobiacées (exprimée par la formation de nodules sur les racines), les légumineuses peuvent
assimiler I’azote atmosphérique fixé et transformé par celles-ci, cette capacité se refléte
positivement sur I’environnement puisqu’elle permet de réduire les apports d’engrais azoté et sur
les autres plantes a travers I’enrichissement du sol en azote (utilisation dans les rotations

culturales et décomposition des résidus de legumineuses) (Dupraz, 2009).

1. 10 Organismes nuisibles et maladies courantes

Dans plusieurs pays, la production du pois chiche est limitée par l'action de plusieurs
facteurs de stress dont les plus importants restent les maladies causées par une large gamme

d'organismes phytopathogenes, parmi lesquels on cite :

1. 10. 1 L'anthracnose

L'anthracnose du pois chiche résulte de I'infection par l'espéce cryptogamique Ascochyta
rabiei, toutes les parties aériennes de la plante sont attaquees ; sur les folioles, les lésions sont
rondes ou allongées avec des points bruns irréegulierement déprimeés, et entourées d'une marge
rouge brunatre, sur les gousses vertes, les lesions sont généralement circulaires avec des marges
noiratres et ont des pycnides disposées en cercles concentriques. Souvent, les graines infectées
portent des Iésions, sur la tige et les pétioles, les Iésions sont brunes, allongées (3 a 4 cm),
lorsque les lésions ceinturent la tige, la partie au-dessus du point d'attaque meurt rapidement, si
la tige principale est ceinturée au niveau du collet, la plante entiére meurt. A mesure que la
maladie progresse, le nombre de plantes touchées augmente jusqu’a ce que la totalit¢ du champ

soit infectée (Nene, 1982).

1. 10. 2 Complexe de la pourriture radiculaire

Le complexe inducteur de la pourriture radiculaire du pois chiche comprend Rhizoctonia
solani agent de la pourriture molle des racines, cette maladie est le plus souvent observée au
début de la saison quand le taux d’humidité du sol est souvent élevé ; cependant, elle peut étre
observée a tout moment de la saison. Les symptémes caractéristiques comprennent la pourriture
des racines, souvent originaire de I'extrémité distale de la jeune racine et le jaunissement et le

flétrissement progressifs du feuillage. Les tissus pourris et décolorés seront également mous et
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humides. L'infection provient de sclérotes ou de fragments myceéliens issus des débris de plantes
infectés. Les temperatures du sol nécessaires a l'infection varient entrel8 °C et 29 °C, avec des
niveaux d'humidité modérés a élevés (Harveson, 2011).

F. solani est I’agent causale de la pourriture noire des racines, les plantes touchées
deviennent jaunes, flétrissent et séchent prématurément. Le systéme racinaire est pourri et la
plupart des racines les plus fines sont détruites, tandis que la racine pivotante reste intacte, mais
sombre et nécrotique. Cet agent pathogéne est similaire @ Fusarium oxysporum (Fo), le
champignon du flétrissement, en étant capable de survivre pendant de nombreuses années dans le
sol sous forme de chlamydospores. L'infection est fortement favorisée par les conditions de
stress imposees aux cultures (Harveson, 2011).

Rhizoctonia bataticola est I’agent pathogéne responsable de la pourriture séche des
racines, la maladie apparait généralement autour du stade de formation des fleurs et gousses sous
forme de plantes sechées dispersées, les plantules peuvent également étre infectees. La sensibilité
de la plante a la maladie augmente avec I'age. Les retombeées de pétioles et de folioles se limitent
a celles situées tout en haut de la plante, parfois, lorsque le reste de la plante est seche, les
feuilles les plus hautes sont décolorées. Les feuilles et les tiges des plantes atteintes ont
généralement une couleur de paille, mais dans certains cas, les feuilles et les tiges inférieures
sont brunes. La partie inférieure de la racine pivotante reste generalement dans le sol lorsque les
plantes sont déracinées. La racine pivotante est sombre, montre des signes de pourriture et est

dépourvue de la plupart de ses racines latérales et plus fines (Nene et al., 2012).

1. 10. 3 Flétrissement vasculaire

Le flétrissement du pois chiche causé par Foc se produit genéralement a deux stades de
croissance, au début de formation des plantules ou au stade de floraison. Les premiers
symptdmes de la maladie sont le flétrissement des plantes suivi d'une mort subite. Les feuilles
peuvent également jaunir et tomber prématurément. Des coupes transversales de la tige basale ou

des racines révelent une décoloration des cellules vasculaires (Bashir et Malik, 1988).
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1. 10. 4 Les virus

En plus des attaques fongiques, il y a aussi les attaques par les virus, parmi lesquelles on
cite : virus du nanisme buissonneux du pois chiche, virus associé au rabougrissement du pois

chiche et virus filiforme du pois chiche (Maladie filiforme) (Street et al., 2008).

1. 10. 5 Nématodes, parasites

Il y a aussi les maladies d’origine parasitaire, comme la fonte des semis causé par
Pythium debaryanum, Pythium irregulare et Pythium ultimum, ainsi que les maladies causées par
des nématodes, comme la galle des racines (Rotylenchulus reniformis), les racines perlées
(Heterodera ciceri, Heterodera rosii), les nceuds des racines (Meloidogyne arenaria,
Meloidogyne artiellia, Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica) et les lésions des racines
(Pratylenchus brachyurus, Pratylenchus thornei) (Street et al., 2008).

1. 10. 6 Insectes

Le pois chiche peut étre la cible de beaucoup d’insectes comme la mouche des nodules,
charancons de type Sitona, vers gris, pucerons, mineuses des feuilles, Iégionnaires, borers des

cosses, chenilles de noctuidés, et bruchidés (Street et al., 2008).

Partie 2 Géneralites sur Fusarium oxysporum f.sp ciceris
2. 1 Introduction

Fusarium oxysporum (Fo) est I’'un des champignons du sol les plus connus, c’est un
champignon cosmopolite, toutes ses souches sont saprophytes et peuvent croitre et survivre
pendant de longues périodes sur la matiere organique dans le sol et dans la rhizosphére de
nombreuses especes vegétales (Fravel et al., 2003). Fo est anamorphigque et comprend a la fois

des souches pathogénes et non pathogenes (Gordon et Martyn, 1997).

De nombreux isolats de Fo présentent une speécificité vis-a-vis de leur hote, ce qui s'est
traduit par la subdivision de I'espéce en formes spéciales (formae speciales) et races, plus de 100
formes spéciales et races de Fo ont été décrites. Le Fo peut étre dispersé par de nombreux
moyens différents, y compris le vent, le sol, les graines ou le matériel de plantation infecté
(Garibaldi et al., 2004; Leslie et Summerell, 2008).
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2. 2 Formae Speciales, races et compatibilité végétative

Le Fusarium oxysporum (Schlecht.) Emend. Snyder et Hansen est un champignon qui
appartient a la division des Ascomyceétes, a la classe des Sordariomycetes, a I’ordre des

Hypocreales, a la famille des Nectriaceae et au genre Fusarium (Michielse et Rep, 2009).

Les especes pathogenes et non pathogenes de Fo ne peuvent étre distinguées
morphologiquement que si des tests de pathogénicité sont effectués. Les isolats pathogénes de Fo
présentent un haut niveau de spécificité envers leur héte (Fravel et al., 2003). La catégorisation
des souches par gamme d'hétes différentiels peut ou non conduire a une subdivision naturelle au
sein de l'espéce. L'hypothese souvent avancée est que les isolats ayant une gamme d'hotes
partagée, et donc au sein de la méme forma specialis, sont plus similaires génétiquement que les
isolats ayant d'autres spécificités d’héte. L'interprétation évolutive résultant de cette hypothése
est que les formae speciales sont monophylétiques et que les isolats avec une gamme d'hétes

partagée sont probablement dérivés d'un génotype pathogene unique (Kistler, 1997).

Le concept de race physiologique a eté propose en 1913 par Stakman et a été défini
comme « un biotype ou un groupe de biotypes, au sein d'une espece ou d'un taxon inférieur, qui
peut étre distingué avec une facilité et une certitude raisonnable des autres biotypes ou groupes
de biotypes par des caractéres physiologiques, y compris la pathogénicité » (Stakman et al.,
1962).

Comme la forma specialis, la race n'est pas un rang taxonomique formel et n'est pas
codifiée par le code international de nomenclature pour les algues, les champignons et les
plantes. Par conséquent, il n'y a pas de procédure normalisée pour nommer les races. lls sont
généralement numérotés par ordre chronologique de découverte (Edel-Hermann et Lecomte,
2019). Huit races pathogenes (races 0, 1A, 1B / C, 2, 3, 4, 5 et 6) peuvent étre identifiées dans
Foc, basée sur les réactions de la maladie sur un ensemble de cultivars différentiels de pois
chiche (Haware et Nene, 1982; Correll, 1991). Les races 0 et 1B / C induisent les symptémes de
jaunissement (pathotype de jaunissement), tandis que les races restantes provoquent le
flétrissement (pathotype de flétrissement), en Inde on trouve les races 1A, 2, 3 et 4, au Maroc les
races 1A, 5 et 6, en Espagne les races 0, 1A, 5 et 6, en Syrie 0, 1B/C (Jiménez-Gasco et al.,
2001; Jiménez-Gasco et al., 2004) et en Algérie les races 0, 5 et 6 (Bouznad et al., 1992 ;
Bekkar, 2007).
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Autres que les formae speciales et les races, les isolats de Fo peuvent étre regroupés en
groupes de compatibilité végétative (GCV), la compatibilité vegétative signifie que deux hyphes
peuvent s'anastomoser et fusionner pour former un hétérocaryon stable. On dit que les souches
qui peuvent former un hétérocaryon stable sont compatibles sur le plan végétatif et appartiennent
au méme GCV, tandis que celles qui ne peuvent pas former de tels hétérocaryons sont
incompatibles sur le plan végétatif et se trouvent dans différents GCV (Leslie et Summerell,
2008).

Les GCV sont identifiés a l'aide de mutants auxotrophes (nit) non utilisateurs de nitrate
qui présentent une croissance rase sur un milieu minimal avec du nitrate comme seule source
d'azote. Les isolats sont considérés comme végétativement compatibles lorsque les mutants nit
appariés préesentent une croissance plus dense la ou les colonies des deux mutants se rencontrent
(Puhalla, 1985). Il existe une corrélation entre la forma specialis, le GCV et les races pathogénes.
Un seul GCV peut comprendre plusieurs races et une race donnée peut appartenir a plusieurs
GCV, par exemple, dans le cas de Fusarium oxysporum lycopersici, trois races connues forment
un seul GCV et les isolats d'une race donnée sont placés dans plusieurs GCV (Elias et Schneider,
1991).

2. 3 Description et identification du Fusarium oxysporum

L’identification de Fo peut se faire a un certain degré en se basant sur des caractéristiques
macroscopiques et microscopiques de culture pure. L’examen microscopique permet
I’observation de microconidies qui sont abondantes, portées sur de fausses tétes sur de courts
monophialides, généralement de forme unicellulaire, ovale ou réniforme, de macroconidies qui
sont également abondantes, ressemblant une faucille, a paroi mince et délicate, avec une cellule
apicale atténuée et une cellule basale en forme de pied, la présence de chlamydospores
individuelles ou en paires qui se forment facilement et abondamment dans la plupart des isolats.
Sur gelose PDA, la croissance est rapide et la couleur du mycélium aérien peut virer du blanc
vers le pourpre, bleu, créme ou I’orange, La surface inférieure peut étre incolore a bleu foncé ou
violet foncé, et ces couleurs peuvent étre visibles a travers le mycélium vu de dessus (Nelson et
al., 1983).
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2. 4 Cycle évolutif du flétrissement vasculaire

Le flétrissement vasculaire du pois chiche est une maladie fongique causée par le Foc,
I’un des facteurs les plus limitant de la production du pois chiche a travers le monde (Jiménez-
Diaz et al., 2015). Généralement, la maladie se manifeste & travers les grains infectés et les sols
infestés par le pathogéne (Pande et al., 2007). Le champignon peut survivre dans le sol et sur les
débris de plantes en tant que chlamydospores pendant au moins 6 ans (Haware et al., 1992 ;
Singh et al., 2008). La propagation a courte distance du pathogene peut se faire a travers la
dispersion de sol infesté ou fragments de plante par I’eau, le vent, les machines ou I’activité
humaine, les grains infectés jouent un r6le important dans la propagation a longue distance vers

de nouvelles régions (Chen et al., 2011).

La germination des chlamydospores peut étre stimulée par les exsudats de racines de
plantes hdtes ou non hdtes ou par contact avec les debris frais de plantes non colonisées (Nelson,
1981). Le tube germinatif des spores ou le mycelium pénétre dans les extrémités des racines de
plantes saines poussant dans un sol contaminé, l'entrée est soit directe, par les blessures, soit
opportuniste au point de formation des racines laterales. Le mycélium emprunte un chemin
intercellulaire a travers le cortex et pénétre dans les vaisseaux du xyleme par les perforations.
L'agent pathogéne est principalement confiné aux vaisseaux du Xxyléme dans lesquels le
mycélium se ramifie et produit des microconidies, ces dernieres se détachent et sont transportées
vers le haut dans le systéeme vasculaire jusqu'a l'arrét du mouvement, moment auquel elles
germent et le mycélium pénetre dans la paroi du vaisseau adjacent, le mouvement latéral entre
les vaisseaux se fait par les perforations. Les ressources en eau des plantes infectées finissent par
étre gravement touchées par le blocage des vaisseaux, ce qui entraine la fermeture stomatique, le
flétrissement et la mort des feuilles, souvent suivis de la mort de la plante entiere, le champignon
envahit ensuite tous les tissus de la plante pour atteindre la surface ou il sporule abondamment
(Cunnington et al., 2016).
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Figure 3. Cycle d’infection du F. oxysporum f. sp. ciceris (Jalali et Chand, 1992 ; Lodhi et al.,
2016)

2. 5 Controle de la maladie

La gestion intégrée du flétrissement necessite de nombreuses stratégies pour maintenir la
santé des plantes, les stratégies comprennent I'utilisation minimale de fongicides chimiques pour
réduire la population du pathogéne, l'encouragement de I’utilisation d'agents biologiques
bénéfiques pour lutter contre le champignon, la modification des méthodes de culture et

I'utilisation de variétés résistantes de pois chiche (Haware et al., 1990).

2. 5. 1 Les mesures agronomiques

D0 a sa nature persistante dans le sol, il est difficile d’éliminer le pathogene du champ, il
serait mieux d’éviter de planter dans des champs fortement infestés quand la disponibilité de la

terre n’est pas un facteur limitant (Haware, et al., 1990).
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Le temps optimal pour semer le pois chiche dépendra de linteraction entre
I'environnement et le germoplasme variétal disponible, les génotypes actuels de pois chiches ont
une excellente tolérance au gel lorsqu'ils sont a I'état végétatif, mais présentent a l'inverse I'un
des niveaux de température les plus élevés lors du développement des grains en comparaison
avec les légumineuses de saison froide (hiver) (Leigh et Rohan, 2011). Il a été démontré que des
températures minimales moyennes inférieures a 15 °C provoquent l'avortement des fleurs
(Siddique et Sedgley, 1986 ; Clarke et Siddique, 2004), l'initiation de la floraison chez les pois
chiches est influencée par les conditions photo-thermiques (Roberts et al., 1985), mais dans la

plupart des environnements, la température est le principal déterminant.

Concernant la date du semis, les cultures semées tot attirent généralement plus de
maladies. Plusieurs etudes ont suggéré que le contrdle de la maladie et le rendement sont plus
élevés lorsque la plantation est retardée jusqu'a la derniére semaine d'octobre, la faible incidence
de la maladie dans les cultures semées tardivement a été considérée comme étant due a la basse
température régnant pendant la période des cultures semées tardivement (Chand et Khirbat,
2009).

La manicre de semer peut aussi influencer I’exposition a la maladie, les plantes espacées
de 15 a 20 cm ont une incidence de maladie beaucoup plus élevée que celles espacées de 7,5 cm ;
cela a été attribué au systéme racinaire moins profond des plantes largement espacées qui sont
susceptibles de flétrir lorsqu'elles sont soumises a un stress hydrique (Chand et Khirbat, 2009).
La plantation des grains a une profondeur appropriée (10-12 cm) aide a réduire l'incidence de la
maladie tandis que les cultures semées a une faible profondeur semblent attirer davantage de

maladies.

Les cultures intercalaires / mixtes du blé, de 1’orge, du lin et de la moutarde avec le pois
chiche permettent de réduire l'incidence du flétrissement et d’augmenter le rendement en pois
chiche, le taux le plus faible de flétrissement a été obtenu avec la culture intercalaire et la culture
mixte avec des graines de lin. L’¢limination des déchets infectés peut réduire les niveaux
d'inoculum fusarien du pois chiche dans le sol (Asrat, 2017). 1l a été démontré que la solarisation
du sol en couvrant le sol avec une feuille de polyéthylene (100um) transparente pendant 6-8

semaines durant les mois d'été contrdle efficacement le flétrissement fusarien du pois chiche et
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améliore la croissance et le rendement des plantes, cependant, cette méthode de contréle n'est pas
pratique pour les systemes agricoles de grande superficie (Chauhan et al., 1988).

2. 5. 2 Lutilisation de cultivars résistants

L’utilisation de cultivars résistants peut améliorer l'efficacité des autres mesures de
contréle utilisées dans une stratégie de gestion intégrée, la résistance aux races de Foc a été
identifiée principalement dans le germoplasme Desi et dans une moindre mesure chez le pois
chiche Kabuli, ainsi que chez des Cicer spp sauvages. Une résistance combinée contre les races 0
et 5 a été identifiée dans les accessions de C. bijugum, C. cuneatum, C. judaicum, tandis que les
accessions de C. canariense et C. chorassanicum et C. pinnatifidum étaient résistantes a la race 0
mais sensibles a la race 5 (Kaiser et al., 1994).

Plus de 13500 accessions de germoplasme de pois chiche (Cicer arietinum L.) provenant
de 40 pays ont été évaluées pour la résistance a la race 1 de Foc a l'institut international de
recherche sur les cultures des régions tropicales semi-arides (ICRISAT), Patancheru, Inde, cent
soixante accessions ont été trouveées résistantes par criblage sur le terrain et en pot. Beaucoup de
ces accessions résistantes provenaient de I'Inde et de I'lran, cent cinquante lignes résistantes au

flétrissement étaient de types Desi contre dix de types Kabuli (Haware et al., 1992).

De méme, 110 lignées résistantes ont été identifiées parmi 5174 germoplasme testées
pour la résistance au flétrissement fusarien a I''CARDA (Centre international de recherche
agricole dans les zones séches), 5 lignes du type Kabuli ; FLIP 84-43 C, ILC-127, ILC-129, ILC-
237 et ILC-513 ont montré une haute résistance aux races 0 et 5 (Jiménez-Diaz et al., 1991 ;
Singh, 1997).

Des programmes de sélection de pois chiches au Mexique, ont mis au point plusieurs
cultivars de Kabuli a grandes graines trés résistants au flétrissement fusarien. Les cultivars
Surutato 77 et Sonora 80 ont été développés en transférant des genes de résistance de la lignée
Desi L 1186 aux cultivars sensibles Macarena et Breve Blanco. Plus tard, des variétés tres
résistantes : Gavilan, Kino et Tubutama ont été dérivés de croisements dont Surutato 77 comme
parent résistant. Autres cultivas a grandes graines et a haut rendement tel que UC 15 et UC 27
résistants aux races 0, 1A, 3, 4, 5 et 6 ont été obtenus a partir de croisements de Sonora X UC 5

(sensibles) en Californie (Chen et al., 2011 ; Jimenez-Diaz et al., 2013). En Tunisie, le cultivar
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de kabuli & grandes graines résistant a la flétrissure Amdoun 1 a été développé par criblage et
sélection a partir d'une variété locale (Halila et Harrabi, 1990).

La mesure de contrdle la plus pratique et la plus rentable est 1’utilisation de variétés
résistantes (Chen et al., 2011) mais leur emploi reste limité a cause de leurs caracteristiques
agronomiques qui peuvent étre indésirables dun co6té et de la variabilité du pathogéne qui les

rend inefficaces d’un autre c6té (Jiménez-Gasco et al., 2004).

2. 5. 3 La lutte chimique

La lutte chimique est largement utilisée dans le passé et le présent pour contréler le
flétrissement fusarien du pois chiche, I’emploi de différentes catégories de fongicide seul ou en
combinaison a fait ’objet de plusieurs études (Lodhi et al., 2016). Selon Hossain et al. (2013),
I’utilisation du Provax-200 a une concentration de 100 ppm provoque une inhibition de 100 % de
la croissance des colonies fongiques. D’aprés I’étude menée par Andrabi et al. (2011), le
traitement des semences par le méme fongicide réduit significativement la maladie et augmente

le rendement en graines

Le traitement des semences avec du Carbendazime augmente la germination des graines
(71,24 %), un effet comparable a été obtenu avec du Carbendazime + Mancozébe (62,21 %) et
du Mancozébe (61,46 %). Le rendement maximum (10,10 g / ha) a été enregistré avec
I'application de Carbendazime, suivi de Carbendazime + Mancozebe (9,77 q / ha). L’efficacité de
13 fongicides (Thiophanate-methyl, Carbendazim, Aliette, Dithane M-45, Copper oxychloride,
Curzate, Nativo, Hombre-excel, Dividend star, Metalaxyl+Mancozeb, Antracol, Acrobat-Mz, et
Baytanfoliar) a diminuer le développement de la maladie et a augmenter la croissance des plantes

ainsi que le rendement en graines a été démontrée par Maitlo et al. (2014).

Les travaux de Patra et Biswas (2016) ont aussi démontré¢ I’effet des fongicides sur le
pathogéne, I’utilisation in-vitro du Carbendazim a 1000 et 1500ppm a permis d’inhiber la
croissance fongique a 100 %, I’application in-vivo pendant deux années consécutives a donné un
minimum d’incidence égale a 9,66 % suivi par 10,12 % apres ’utilisation de la combinaison
Tebuconazole + Trifloxystrobin. Les résultats d’un dépistage en laboratoire de différents
fongicides ont démontré que parmi les fongicides systémiques ; le Tébuconazole a 25,9 % s'est

révélé assez efficace pour inhiber la croissance radiale du pathogene, tandis que dans le groupe
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de fongicides non systémique, I'oxychlorure de cuivre & 50 % s’est révélé le plus performant,
quant aux fongicides de combinaison ; Carbendazime 12 % + Mancozebe 63 % ont
significativement inhibé la croissance du champignon. Les fongicides les plus efficaces in-vitro
ont été testés en serre (en culture de pot) ; la combinaison de Carbendazim 12 % + Mancozeb 63
% a montré une incidence minimale suivi de Carbendazim 50 %. (Golakiya et al., 2018).
Thaware et al. (2016) ont également démontré 1’efficacité de divers fongicides (Carbendazim,
Carboxin, Benomyl, Carbendazim + Mancozeb, Benomyl+ Thiram et Carbendazim + Thiram) a

inhiber complétement la croissance du Foc.

Malgré leur efficacité en tant qu’agent de contrdle, la gestion du flétrissement fusarien
par les fongicides est peu économique et difficile a réaliser en raison de la nature du pathogéne a
persister dans le sol et les graines (Ahmad et al., 2010), de plus, leur application provoque la
pollution des eaux souterraines, la perte de la flore bénéfique non ciblée et ’évolution de variétés
résistantes aux fongicides. La recontamination par le pathogene des sols traités par des
fongicides est souvent plus rapide en raison de l'absence de microflore compétitive conduisant a

une incidence plus élevee de la maladie chez I'h6te sensible (Hossain et al., 2013).

2. 5. 4 La lutte par les plantes

Les fongicides d'origine vegétale sont sans danger pour l'environnement et non
phytotoxiques et peuvent étre facilement préparés par les agriculteurs (Okigbo et Nmeka, 2005).
L'effet antifongique d'extraits aqueux de quatre especes végétales a savoir ; Azadaracta indica A.
Juss., Datura metel L. var. quinquecuspida Torr., Ocimum sanctum L. et Parthenium
hysterophorus L. a été observé lors d'études in vitro, il a été constaté que les quatre extraits a une
concentration de 40 % étaient efficaces pour contrdler la croissance mycélienne du Foc (Lodhi et
al., 2016). L'effet de I'extrait aqueux de feuilles d'ail sur le Foc a été étudié par Singh et al.
(1979), la croissance du champignon en milieu liquide a été considérablement réduite par I’ajout
d’une concentration de 7000 ppm de I'extrait. Les graines traitées a I'extrait et semées dans un sol
infecté par I’agent pathogene ont produit des plantules sans flétrissement alors que toutes celles
issues de graines non traitées ont montré des symptomes de flétrissement. L huile de Neem
(Margousier) a montré un effet inhibiteur maximum sur le Foc, in vitro ainsi que in vivo (Singh
et al.,, 1980). L’extrait de feuille d'Azadirachta indica a une concentration de 100 % a

complétement inhibé la germination des spores pathogénes (Surender et Hari, 2004).
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2. 5.5 La lutte par les microorganismes

En tenant compte de I’effet néfaste des fongicides sur I’environnement et le développent
de la résistance par le pathogéne, et devant I’intérét croissant pour ’agriculture durable, la
recherche d’une autre alternative, comme la lutte biologique qui permet de supprimer le

flétrissement vasculaire du pois chiche, mérite considération (Anjaiah et al., 2003).

Des agents biologiques potentiels ont été identifiés pour le contrle du flétrissement,
comme Trichoderma harzianum et Trichoderma koningii qui ont montré une antibiose et un
mycoparasitisme envers le pathogéne, d’autres résultats ont aussi montré la capacité de
Trichoderma spp a réduire la mortalité des plantes causée par le Foc lorsqu'elles sont appliquées
sur les semences et semées au champ (Asrat, 2017).

Le prétraitement des semis de pois chiches avec les isolats de Rhizobium spp active les
genes impliqués dans la promotion de l'accumulation de composés phénoliques/phytoalexines
qui peuvent limiter le développement de la maladie (Arfaoui et al., 2007). Selon Anjaiah et al.
(2003), linoculation avec la souche PNAIl de P. aeruginosa permet de diminuer
significativement I’incidence du flétrissement fusarien chez les génotypes sensibles ou
modérément résistants du pois chiche. Plusieurs isolats de Bacillus spp ont egalement montré un

fort effet antagoniste contre différentes races de Foc (Landa et al., 1997).

Partie 3 Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes
3. 1 Rhizobactéries favorisant la croissance des plantes

Le concept de rhizosphére a été introduit pour la premiére fois par Hiltner pour décrire la
fine zone de sol entourant les racines ou les populations microbiennes sont stimulées par les
activités racinaires. Le concept original a maintenant été étendu pour inclure le sol entourant les
racines dont les propriétés physiques, chimiques et biologiques ont été modifiées par la

croissance et l'activité des racines.

Les microorganismes qui colonisent la rhizosphére peuvent étre classés en fonction de
leurs effets sur les plantes et de la fagon dont ils interagissent avec les racines, certains étant
pathogenes tandis que d'autres exercent des effets bénéfiques de maniere directe ou indirect.

Ainsi, les bactéries habitant la rhizosphére et qui sont bénéfiques pour les plantes sont appelées
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rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (I’abréviation anglaise PGPR pour Plant

Growth Promoting Rhizobateria est souvent utilisée) (Saharan et Nehra, 2011).

Les racines des plantes offrent une niche pour la prolifération des bactéries du sol qui se
développent sur les exsudats et les lysats racinaires. Bien que ces bactéries utilisent les
nutriments libérés par I'ndte pour leur croissance, elles sécretent également des métabolites dans
la rhizosphere (Van Loon, 2007).

Les bactéries peuvent favoriser la croissance et le développement des plantes directement
et indirectement. La stimulation directe comprend la fixation biologique de l'azote, la production
de phytohormones comme les auxines, les cytokinines et les gibbérellines, la solubilisation de
minéraux comme le phosphore et le fer, la production de siderophores et d'enzymes et I'induction
d'une résistance systémique. Tandis que la stimulation indirecte est essentiellement liée au
biocontrdle ; elle comprend la production d'antibiotiques, la chélation du Fe présent dans la
rhizosphére, la synthése d'enzymes extracellulaires impliquées dans I’hydrolyse de la paroi
cellulaire fongique et la compétition pour des niches dans la rhizosphere (Kloepper et al., 1980 ;
Lugtenberg et Kamilova, 2009 ; Ortiz-Castro et al., 2009).

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes peuvent étre utilisées de diverses
manieres lorsque 1’amélioration de la croissance des plantes est nécessaire. Leur usage le plus
fréquent est dans l'agriculture et I'norticulture. Plusieurs formulations PGPR sont actuellement
disponibles en tant que produits commerciaux pour la production agricole. Les domaines
d'utilisation des PGPR les plus récents comprennent la régénération des foréts et la

phytoremédiation des sols contaminés (Lucy et al., 2004).

3. 2 Genre Bacillus
3. 2. 1 Classification et systématique des Bacillus

Les premiéres tentatives de classification des espéces de Bacillus (B) étaient basées sur
deux caractéristiques : la croissance aérobie et la formation d'endospores. Cela a entrainé le
rattachement de nombreuses bactéries possédant différents types de physiologie et occupant une
variété d'habitats. Par conséquent, I'hétérogénéité de la physiologie, de I'écologie et de la

génétique a rendu difficile la catégorisation du genre Bacillus ou sa généralisation.
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Dans le Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (1% édition, 1986), le pourcentage
en G+C d’espéces connues de Bacillus variait de 32 a 69 %, cette observation, ainsi que des tests
d'hybridation d'ADN ont révélé I'nétérogenéité génétique du genre. Non seulement il y avait une
variation d'une espéce a l'autre, mais il y avait parfois de profondes différences dans le
pourcentage en G+C au sein des souches d'une méme espece, par exemple le cas du groupe B.
megaterium dont la teneur en G+C variait de 36 & 45 % (Todar, 2020).

Dans le Manuel de bactériologie systématique de Bergey (2°™ édition, 2004), les
schémas de classification phylogénétique ont regroupé les types les plus importants de bactéries
formatrices d'endospores en deux classes différentes de Firmicutes : Clostridia et Bacilli. La
classe des Clostridia comprend l'ordre des Clostridiales et la Famille des Clostridiaceae avec 11
genres dont Clostridium. La classe des Bacilli comprend l'ordre Bacillales et la Famille
Bacillaceae. Dans cette famille, il y a 37 nouveaux genres au méme niveau que Bacillus. Ceci
explique I'hétérogenéité de la teneur en G+C observée dans le genre Bacillus de 1986. (Todar,
2020).

Deux facteurs sont principalement responsables de cette augmentation rapide des espéces
nommeées de la systématique actuelles, I'une est l'application de méthodes d'enrichissement et
d'isolement plus diverses et plus efficace qui permettent de mieux tenir compte de la variabilité
physiologique et des besoins nutritionnels et culturels de ces organismes ubiquitaires. L'autre est
le développement de méthodes nouvelles et toujours plus sophistiquées pour la caractérisation et
I'identification des souches bactériennes, notamment au niveau génétique, dont l'analyse des
séquences ARNr / ADN 16S qui a permis, d'une part, de séparer des espéces du genre central
Bacillus pour former de nouveaux genres et, d'autre part, de définir de nouveaux genres afin

d’étre attribuer aux nouveaux isolats (Stackebrandt et Swiderski, 2002 ; Fritze, 2004).

Aujourd'hui, Bacillus n'est qu'un parmi toute une série de genres BAFE (bactéries
aérobies formatrices d’endospores) dont le nombre d’espéces validées continue d’augmenter. La
description de ces genres et espéces est basée a un certain degré sur les traits morphologiques,
biochimiques, physiologiques et chimiotaxonomiques et sur les résultats de diverses techniques
de génétique moléculaire. Cependant, bien que la structure systématique de base est aujourd'hui

déterminée par la comparaison des séquences de I'ARNr / ADN 16S, les méthodes classiques
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restent toujours utiles quand les résultats obtenus par séquencage sont insuffisantes ou
insatisfaisantes (Stackebrandt et Swiderski, 2002 ; Fritze, 2004).

3. 2. 2 Principales caractéristiques des Bacillus

Le genre Bacillus est constitué de bactéries sporulées en forme de batonnets. En 2020,
293 especes/sous-especes de Bacillus ont été identifié, c'est 149 de plus que ce qui est indiqué
dans la version la plus récente du Manuel de bactériologie systématique de Bergey. Cette grande
différence dans le nombre d'especes entre ces deux sources est due d’un coté a la diversité des
Bacillus et d’un autre coté au développement d’outils moléculaires tel que le séquengage d'ADN

qui ont permis la découverte de ces nouvelles especes.

Les especes de Bacillus sont principalement Gram-positives avec quelques exceptions qui
ont été caractérisées comme Gram-négatives (B. azotoformans, B. farraginis, B. fordii, B. fortis,
B. oleronius et B. subterraneus). Elles peuvent étre mobiles ou non mobiles, aérobies ou
anaérobies facultatives (quelques anaérobies stricts), avec des colonies de morphologie
différentes, elles sont ubiquistes et comprennent les halophiles, les alcaliphiles, les
psychrophiles, les thermophiles, les phototrophes et les autotrophes (Cote et al., 2015 ; Patel et
Gupta, 2020).

Les spores permettent aux Bacillus de résister a la chaleur, sécheresse et autres facteurs
qui sont destructifs a la forme végétative (Gordon et al., 1973 ; Turnbull, 1996), la forme de la
spore varie d’une espéce a I’autre, le genre peut étre divisé en 03 groupes selon la morphologie

du sporange et de la spore :

Groupe 1 : les bactéries produisent des spores centrales ou terminales, ellipsoidales ou

cylindriques qui ne distendent pas le sporange. Il comprend deux sous-groupes :

» Le sous-groupe a grandes cellules (largeur des cellules bacillaires >1pm), comprend B.
anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis et B. megaterium.
> Le sous-groupe a petites cellules, comprend B. pumilus, B. subtilis et B. licheniformis.
Groupe 2 : les bactéries ont des sporanges gonflés avec des spores ellipsoides centrales
ou terminales, ce groupe contient principalement B. circulans, B. macerans, B. polymyxa, B.

popillae, B. larvae, B. lentimorbus, B. alvei, B. stearothermophilus et B. brevis.
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Groupe 3: les bactéries ont des sporanges gonflés avec des spores terminales ou
subterminales, exemple, B. sphaericus (Drobniewski, 1993).

Généralement, les Bacillus sont catalase positive, chimio-hétérotrophes capables de
respirer en utilisant une variété de composés organiques simples (sucres, acides aminés, acides
organiques). Dans certains cas, elles fermentent également les glucides dans une réaction mixte
qui produit généralement du glycérol et du butanediol. Quelques espéces, comme B. megaterium,
ne nécessitent aucun facteur de croissance organique ; d'autres peuvent nécessiter des acides

aminés, des vitamines B ou les deux (Todar, 2020).

La majorité est mésophile, avec des optima de température entre 30 et 45 degrés, mais
certains sont des thermophiles avec des optima pouvant atteindre 65 degrés. D'autres sont de
vrais psychrophiles, capables de croitre et de sporuler a O degré. On les trouve en croissance sur
une plage de pH de 2 a 11. En laboratoire, dans des conditions optimales de croissance, les
especes de Bacillus présentent des temps de genération d'environ 25 minutes (Breed et al., 1948 ;
Todar, 2020).

3. 2. 3 Usage industriel des Bacillus

Les bacteries appartenant au genre Bacillus sont les championnes de la sécrétion
enzymatique. En biotechnologie de la production des protéines, les especes B. subtilis, B.
amyloliquefaciens et B. licheniformis sont devenues les plus populaires grace a leurs excellentes
propriétés fermentatives avec des rendements élevés allant de 20 a 25g/L ainsi qu’a 'absence
totale de sous-produits toxiques. B. subtilis, en particulier a fait I'objet d'études approfondies
pendant de nombreuses années et par conséquent, elle est actuellement la bactérie Gram-positive

la mieux caractérisée (van Dijl et Hecker, 2013).

La capacité de différentes especes a fermenter dans les gammes de pH acide, neutre et
alcalin, combinée a la présence de thermophiles dans le genre, a conduit au développement d'une
variété de nouveaux produits enzymatiques commerciaux avec la tempeérature, le pH et la
stabilité souhaités qui répondent a une variété d'applications spécifiques (van Dijl et Hecker,
2013).

La production de pesticides microbiens comme les delta-endotoxines produites lors de la

sporulation par B. thuringiensis, B. popilliae et B. lentimorbus contre les insectes de 1’ordre
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Lépidoptére ou Diptere représente une solution qui permet potentiellement de diminuer 1’'usage
des pesticides chimiques et leurs effets toxiques sur I'homme et l'environnement (Harwood,
1989 ; Martin et Travers, 1989).

Le genre Bacillus est probablement la source bactérienne la plus importante de protéases
et est capable de produire des rendements élevés d'enzymes protéolytiques neutres et alcalines
avec des propriétés remarquables (une stabilité élevée aux températures extrémes, au pH, aux
solvants organiques, aux détergents et aux composés oxydants). Ces protéases peuvent étre
utilisées dans différents secteurs industriels, dans 1’élimination des fibres de laine (industrie du
textile), comme détergents (élimination des taches du sang), dans la production de peptides
bioactifs et dans I’affinage du fromage (secteur alimentaire). Parmi les espéces les plus connues
pour la production de protéases on cite : B. polymyxa, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens et
B. subtilis (Contesini et al., 2018).

L’usage de Bacillus-DFM (direct-fed microbials) produisant un ensemble variable
d'enzymes et de composés antimicrobiens, peut contribuer a 1’amélioration de la digestibilité des
nutriments, a la réduction de la viscosité intestinale, a la conservation d’un microbiote intestinal

bénéfique et a la promotion d’une intégrité intestinale saine chez les volailles (Latorre et al.,

2016).

En industrie alimentaire, la pullulanase secrétée par B. subtilis ATCC6051 est utilisée
pour la solubilisation d’amidon (Liu et al., 2018), I’amylase et B-glucanase secrétées par B.
licheniformis, B. amyloliquefaciens et B.subtilis sont également utilisées en fabrication des
boissons. Le D-ribose est fréquemment utilise comme exhausteur de go(t dans les aliments.
Plusieurs souches de B. subtilis et B. pumilus et leurs mutants auraient produit des quantités
importantes de D-ribose. Les récents développements en génie genétique et en technologie de
fermentation ont contribué a I'amélioration de la productivité du D-ribose par les fermentations
de Bacillus (De Wulf et Vandamme, 1997).

Les Bacillus sont également utilisés dans le secteur pharmaceutique et plus précisément
dans la fabrication des antibiotiques. Les colistines, polymixines, et circulines sont des

antibiotiques synthétisés par Bacillus spp. et qui interférent avec la fonction de la membrane, la
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bacitracine est un autre antibiotique produit par Bacillus, il est responsable de 1’inhibition de la
synthése de la paroi cellulaire (Schallmey et al., 2004).

3. 2. 4 Bacillus comme agent de biocontrole

L'amélioration de la santé et de la productivité des plantes se font a travers 1’introduction
de bactéries comme Bacillus. Les Bacillus se présentent sous différentes formes ; comme bio-
fertiliseurs ; qui sont des produits contenant des microorganismes vivants. Leur application se
fait sur la semence, la surface de la plante ou le sol. Les microorganismes colonisent la
rhizosphére et favorisent la croissance des plantes grace a un apport accru en nutriments
primaires (fixation de 1’azote, solubilisation du phosphate). Comme phytostimulants a travers la
production des phytohormones comme l'acide indole acétique (AlA), l'acide gibbérellique, les
cytokinines et I'éthylene ou comme biopesticides qui permettent de controler les pathogenes par
la sécrétion d’enzymes hydrolytiques, d’HCN, siderophores et d’antibiotiques (Vessey, 2003 ;
McSpadden Gardener, 2004 ; Bhattacharyya et Jha, 2012).

En général, les Bacillus ont un large spectre d'activité antagoniste contre les bactéries, les
champignons et les virus pathogenes des plantes. Parmi les molécules produites les plus
importantes, les lipopeptides circulaires de la famille de surfactine, d'iturine et de fengycine qui
affectent les cellules cibles au niveau de la membrane. Les souches de Bacillus expriment leur
capacité de lutte biologique principalement par leur activité inhibitrice de la croissance des
agents phytopathogenes, ainsi que par l'induction d'une résistance systémique chez les plantes et
par la concurrence pour des niches écologiques avec les agents pathogéenes des plantes (Fira et
al., 2018).

Plusieurs études ont été menées pour tester I'effet des Bacillus contre les
phytopathogenes, selon Ntushelo et al. (2019) diverses especes de Bacillus ont démontré leur
potentiel en tant qu’agents de biocontrble a travers la production de composés bioactifs qui
permettent I’inhibition de la croissance de F. graminearum. Par ailleurs, une réduction
considérable de la sévérité du flétrissement chez les plantes infectées par Fo a été observée apres
I’emploi de plusieurs souches de Bacillus (B. simplex 30N-5, B. simplex 11, B. simplex 237, and
B. subtilis 30VD-1) (Khan et al., 2018).
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B. amyloliquefaciens SYBC H47 a montré une activité antifongique importante contre
Aspergillus niger, Mucor racemosus, F. oxysporum et Penicillium citrinum grace a la production
de substances antifongiques primaires telles que la bacillomycine L, la fengycine et la surfactine
(Li et al., 2016). B. subtilis CaB5 permet I’inhibition de la croissance du Foc jusqu’a 72 %
(présence de geénes de synthése d’antibiotiques) comme elle stimule la croissance de la plante
(Smitha et al., 2017). B. aneurinilyticus et B. firmus ont également démontré leur pouvoir
antifongique contre Foc a travers la production de substances antifongiques (diffusibles et
volatiles) (Abed et al., 2016). B. amyloliquefaciens MF352007, B. subtilis MF352017 et B.
tequilensis MF352019 ont induit une résistance contre le Foc ainsi qu’une réduction du
flétrissement jusqu’a 98-100 %, leur application a permis d’améliorer efficacement la croissance

des plantes (Bekkar et al., 2018).

Kumari et Khanna (2016) ont montré que les espéces de Bacillus peuvent réduire
significativement la croissance du Foc a travers la synthése de substances antifongiques comme
R- 1,4 glucanase, chitinase, siderophores, cyanure d'hydrogene. Outre l'amélioration de la
tolérance au Foc, I’isolat B. subtilis K18 a montré un effet PGPR sur les génotypes sensibles
autant que resistants par une amélioration considérable de la longueur des pousses, la longueur
des racines, le poids frais et le volume des racines par rapport aux genotypes de pois chiches
témoins (Suthar et al., 2017).

Les Bacillus agissent en se fixant aux parois des cellules mycéliennes, la chitosanase, la
protease, la cellulase, la glucanase, les siderophores et le HCN fissurent et déforment les hyphes,
ce qui entraine une modification de la structure et des fonctions cellulaires en raison de la
vacuolisation et des fuites de protoplasmes. Les peptides antifongiques synthétisés, tels que
l'iturine, la fengycine, la mixirine, la pumilacidine, la surfactine ainsi qu’un nouveau peptide
cyclique d'un poids moléculaire de 852,4 Da, sont impliqués dans la destruction des
champignons pathogénes dans les rhizosphéres. Bacillus spp. diminuent le stress biotique induit
par les agents pathogenes via des changements physiologiques dans les voies photosynthétiques,
respiratoires et la régulation du métabolisme des glucides, des phénylpropanoides, de I’azote et

des protéines liées a la défense dans les plantes malades (Radhakrishnan et al., 2017).
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3. 3 Genre Pseudomonas
3. 3. 1 Classification et identification des Pseudomonas

Le genre Pseudomonas fait partie de la division des Proteobacteria, de la classe des
Gammaproteobacteria, de I’ordre Pseudomonadales et de la famille des Pseudomonadaceae. Il a
été décrit a la fin du 19°™ siécle par Migula (1894), lorsque les descriptions des genres étaient
basées sur les morphologies macro et microscopiques, une pratique universellement acceptée par
les taxonomistes microbiens. Au 20°™ siécle, les caractéristiques physiologiques ont été

proposées comme criteres de base pour la taxonomie bactérienne (Brenner et al., 2005).

Dans le manuel de Bergey publié en 1923, plusieurs caractéristiques phénotypiques ont
été ajoutées a la morphologie, a la coloration de Gram, au type de flagellation et au métabolisme
par rapport a lI'oxygene, afin de différencier les especes du genre Pseudomonas. Lorsque les
techniques basées sur I'ADN ont commencé a permettre l'utilisation d'approches génétiques dans
la taxonomie bactérienne (Schildkraut et al., 1961 ; Peix et al., 2018), la composition en base
d’ADN (G+C) et L'hybridation d ADN-ADN ont été les premieres techniques appliquées a la
taxonomie de Pseudomonas (Colwell et al., 1965). Les changements les plus profonds de la
taxonomie bactérienne se sont produits dans les années 1980, lorsque Woese et ses
collaborateurs ont proposé I'analyse des sequences de I'ARN ribosomal 16S pour la classification
des bactéries plagcant le genre Pseudomonas dans les GammaProteobacteria (Woese et al.,
1984).

Plusieurs critéres phénotypiques et chimiotaxonomiques ont prouvé leur utilité dans la
classification et I’identification des Pseudomonas mais malgré cela, les techniques les plus
précises sont les procédures basées sur la génomique, qui comprennent les empreintes génétiques
d'acide nucléique; particulierement utilisées pour I'analyse de la biodiversité, et l'analyse de la
séquence des genes ; qui peuvent étre utilisées pour I'analyse de la biodiversité et pour les études
phylogénétiques et taxonomiques (Peix et al., 2018). En ce qui concerne l'analyse des genes, le
gene de I'ARNr 16S continue d'étre la base de la classification bactérienne permettant la

différenciation du genre Pseudomonas des genres de bactéries rémanentes (Palleroni, 2005).
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3. 3. 2 Principales caractéristiques des Pseudomonas

Les Pseudomonas (P) sont tres abondantes dans la nature et peuvent étre isolées a partir
de différentes matieres naturelles. Les caractéristiques morphologiques de base communes a
presque toutes les espéces sont la forme bacillaire droite et la présence d'un ou plusieurs flagelles
polaires. Aucune spore n’est produite et la réaction de Gram est négative (Palleroni, 2009). Les
Pseudomonas sont Aérobies, a métabolisme strictement respiratoire avec l'oxygéne comme
accepteur d'électrons final ; dans certains cas, le nitrate peut étre utilisé comme un accepteur
d'électrons alternatif. Presque toutes les espéces ne poussent pas dans des conditions acides (pH
4,5 ou moins). Oxydase positive ou négative et catalase positive. Les Pseudomonas sont des
bactéries chimio-organotrophes qui peuvent croitre sur différents substrats organiques (a
I’exception des composés mono-carboneés) (Stolp et Gadkari, 1981).

Les Pseudomonas peuvent produire une variété de pigments allant du bleu, rouge, jaune
jusqu’au vert, certaines sont capables de diffuser des pigments fluorescents sous UV. Les
Pseudomonas sont typiquement mésophiles, mais certaines espéces peuvent croitre a différentes
températures comme P. fluorescens qui peut croitre a 4 °C et P. aeruginosa qui pousse a 41 °C
(Palleroni, 2009).

3. 3. 3 Usage industriel des Pseudomonas

Plusieurs études ont éeté effectuées sur les diverses applications des Pseudomonas dans
différents secteurs industriels, en médecine, P. aeruginosa produit une large gamme de
composes ayant une activité bactériostatique ou bactéricide, qui sont essentiels dans le contréle
des bactéries multi-résistantes (BMR). Il a été démontré qu’une souche de P. aeruginosa est
capable de sécréter un composé organométallique ayant une activité inhibitrice contre les BMR

comme Staphylococcus aureus résistante a la méthicilline (Cardozo et al., 2013).

Lors de la colonisation des souches de P. aeruginosa, ces dernieres produisent des
composés nommés Pyocines qui ¢éliminent les microorganismes a travers ’endommagement de
I’ADN et la dépolarisation cellulaire (Michel-Briand et Baysse, 2002). P. aeruginosa peut
produire un rendement élevé d'hydroxytyrosol, une molécule qui a suscité un intérét élevé de

I'industrie pharmaceutique en raison de ses effets antimicrobiens, anti-inflammatoires, de
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neuroprotection, antitumoraux et de chimiomodulation ainsi qu’a son réle contre les maladies

cardiovasculaires et le syndrome métabolique (Allouche et al., 2004 ; Anayo et al., 2019).

La pyocyanine est le pigment responsable de la coloration bleue-verte caractéristique de
certaines Pseudomonas spp. Diverses etudes antimicrobiennes expliquant la bio-activité des
souches de P. aeruginosa sécrétrices de pyocyanine ont été menées. Des études ont également
été menées sur la capacité de la pyocyanine a cibler les cellules tumorales. Dans l'industrie
textile, les pigments phénaziniques peuvent étre appliqgués comme colorants textiles, ce qui
permet de réduire les colts de production et de favoriser la sensibilisation a I'utilisation durable

des produits naturels dans les processus industriels (Anayo et al., 2019).

La pate a papier (pulpe) qui est une matiére premiere importante en industrie du papier
est genéralement préparée de maniere chimique ou mécanique, Jia (2015) a introduit une
nouvelle méthode biologique qui fait usage d’une solution constituée d’un complexe bactérien

comprenant entre autres P. fluorescens.

La lipase secrétée par P. aeruginosa a des applications biotechnologiques spécifiques
dans divers secteurs industriels tels que la cosmétologie, la gestion des déchets
environnementaux, la production des aliments et la production de biodiesel (Sharma et al.,
2001). La vanilline synthétisée par P. aeruginosa est I'un des composants les plus importants des
arébmes naturels, elle est largement utilisée dans les industries alimentaires, cosmétiques et

pharmaceutiques (Ashengroph et al., 2011).

Actuellement, les Rhamnolipides produits par P. aeruginosa constituent la classe la plus
essentielle des bio-surfactants, ils sont utilisés en industrie alimentaire, en particulier pour
augmenter la durée de vie des produits, pour contréler la consistance des cremes glacées et des
boulangeries, pour solubiliser les huiles aromatiques et pour stabiliser les graisses
(Pornsunthorntawee et al., 2008 ; Irfan-Magsood et Seddig-Shams, 2014). Afin de dégrader
I’hydrocarbure de pétrole, les Pseudomonas libérent des bio-surfactants qui permettent de réduire
le pétrole brut de haut poids moléculaire en pétrole a bas poids moléculaire, ce qui permet aux

bactéries d'utiliser I'nydrocarbure de pétrole (Zhang et al., 2012).

Les micro-organismes du sol, y compris les Pseudomonas, qui sont fréquemment exposés

aux pesticides, peuvent développer de nouvelles capacités qui permettent de dégrader ces
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produits chimiques. Des recherches ont révélé que le processus de dégradation microbienne pour
détoxifier les contaminations par les pesticides peut étre utilisé efficacement pour surmonter les

problémes de pollution (Anayo et al., 2019).

3. 3. 4 Pseudomonas comme agent de biocontrdle

L’inoculation des plantes par certaines souches de Pseudomonas spp s’accompagne en
effet d’une augmentation significative du rendement de la culture. Celle-ci résulte de la
stimulation de la croissance des plantes et de leur protection contre des microorganismes

pathogénes (Lemanceau, 1992).

Deux types de mécanismes sont responsables de ces effets bénéfiques. L™un concerne la
modification des équilibres microbiens au niveau de la rhizosphere, ’autre la modification du
métabolisme et de la physiologie de la plante. Ainsi, la compétition et I’antibiose exercées par les
Pseudomonas spp réduisent la densité et ’activité néfaste de microorganismes pathogénes. Elles
affectent également la croissance des plantes en améliorant leur alimentation minérale et en
synthétisant des substances de croissance. Ces bactéries peuvent enfin provoquer une

augmentation du niveau de résistance des plantes aux maladies (Lemanceau, 1992).

Plusieurs souches de P. fluorescens ont été rapportées pour leur effet solubilisant du
phosphate, Les souches CLW17, JW-JS1 et FXW-HS7A sont capables de dissoudre le phosphate
insoluble a partir de différentes sources comme le phosphate tricalcique, phosphate de fer,
phosphate d'aluminium et I’hydroxyapatite et le rendre disponible pour étre absorbé par la plante.
P. fluorescens N21.4 peut stimuler la plante pour augmenter sa teneur en isoflavones,
anthocyanes qui peuvent a leur tour renforcer le mécanisme de défense de la plante pour résister
a l'attaque pathogene (Kalita et Ram, 2019). P. putida a été rapporté pour sa capacité a produire
I’ATA, une phytohormone qui augmente la croissance des racines, résultant en une plus grande

surface racinaire qui permet une meilleure absorption des nutriments (Mayak et al., 1999).

Plusieurs especes de Pseudomonas stimulent la relation symbiotique entre les
Iégumineuses et les rhizobia, une inoculation du pois par P. fluorescens et de la luzerne par P.
syringae ont produit une augmentation du taux de nodulation (Knight et Langston-Unkefer,
1988 ; Andrade et al., 1998). P. putida joue un r6le important dans le biocontréle du complexe

de la pourriture racinaire du pois chiche (causé par Meloidogyne incognita et Macrophomina
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phaseolina), L'inoculation du pois chiche avec la bactérie a augmenté de maniére significative la
croissance de la plante, le nombre de gousses, la chlorophylle, l'azote, le phosphore et le
potassium et a réduit I'indice de la maladie (Akhtar et Siddiqui, 2007).

Plusieurs espéces de Pseudomonas ont été évaluées pour leur effet antagoniste contre le
flétrissement fusarien du pois chiche, les résultats ont révélé qu’elles inhibent la germination des
spores fongiques, réduisent I’incidence de la maladie, favorisent la croissance des plantes et

augmentent significativement la germination des grains (Kaur et al., 2007).

L’application de P. fluorescens au niveau des champs atteints de fusariose a permis de
controler de manicre efficace la maladie (Ramezani, 2009). Une amélioration nette de I’état de la
plante (une augmentation de la hauteur et du poids frais et sec) a été observee apres une
application in vivo de P. aeruginosa (Karimi et al., 2012). Une autre étude menée par Landa et
al. (2004) a démontré I’effet bénéfique de P. fluorescens dans la suppression de la maladie et
I’augmentation du rendement en grains. La souche P. chlororaphis-66 a également inhibé la
croissance du Foc a travers la production de composes antifongiques comme I’HCN, I’ACC-

désaminase et les enzymes hydrolytiques (chitinase, cellulase, protéase) (Shurigin et al., 2018).

L'acide salicyliqgue (AS) est un composé phénolique qui affecte une variété d’activités
biochimiques et moléculaires associées a I'induction d'une résistance aux maladies. Dans une
étude menée par Saikia et al. (2003) ; une augmentation considérable dans la longueur des
pousses et des racines a été enregistrée avec les plantes de pois chiche malades traitées par P.
fluorescens, cette bactérie a induit une résistance systémique contre le flétrissement causé par le
Foc, ’analyse HPLC a démontré que 1’amélioration de 1’état de la plante est due a la production
d’AS par la bactérie. Une diminution de I’incidence du flétrissement de 96 % a été observée chez
les plantes de pois chiche aprés I’application de diverses souches de P. fluorescens (Inam-ul-Haq
et al., 2003).

3. 4 Les bactéries symbiotiques fixatrices d’azote
3. 4. 1 Classification et systématique

La fixation de lazote, la réduction du diazote moléculaire en ammoniac, est
exclusivement une caractéristique procaryote. De nombreuses plantes en bénéficient grace aux

associations symbiotiques plante-procaryote. L'une de ces associations est celle entre les
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bactéries Rhizobiaceae, qui infectent les hotes végétaux d'une famille taxonomique particuliére,
les fabaceae (Long, 1989). Le terme de « rhizobia », ou bactérie nodulaire racinaire, est le nom
collectif commun donné a diverses bactéries du sol symbiotiques fixatrices d'azote qui peuvent

former des nodules racinaires et / ou de tige sur les légumineuses (Wang et al., 2019).

La taxonomie de ces bactéries est en constante évolution, en grande partie a cause du
développement rapide de techniques de biologie moléculaire raffinées. L'isolement et la
caractérisation de nouvelles bactéries, souvent différentes, qui forment des nodules sur une
variété d'hdtes vegétaux a conduit a nommer de nombreuses nouvelles espéces de rhizobiums
(rhizobia) (Shamseldin et al., 2017).

Au début du XXe siecle, la nodulation de diverses especes de légumineuses a été
largement étudiée et la spécificité de la symbiose entre les isolats rhizobia et les plantes hétes a
été reconnue. Sur la base de cette specificité, des groupes de nodulation croisée ont été decrits
pour les rhizobia isolés a partir d’un spectre d'especes de légumineuses ou les plantes peuvent

partager leurs micro-symbiotes pour la nodulation (Wang et al., 2019).

Ce concept a ete abandonné suite aux études ultérieures qui ont démontre les grandes
similitudes phénotypiques entre des souches appartenant a différents groupes de nodulation.
Aprés la nodulation croisée, la taxonomie numérique a été introduite dans la taxonomie des
rhizobia. Il s'agit d'une technique qui utilise des ordinateurs pour comparer un nombre important
de caractéres phénotypiques, couvrant la morphologie, les conditions de croissance (pH,
température et salinité), les spectres des ressources C et N, les caractéristiques métaboliques
(production d'acide / alcali, respiration / fermentation) et la résistance aux antibiotiques et autres
produits chimiques (Graham, 1964 ; Moffett et Colwell, 1968), les taux GC ont également été

utilisés pour la classification des rhizobia (De Ley et Rassel, 1965).

Apres les années 1970, de nombreuses analyses de séquences d’/ADN ont été introduites
dans les études taxonomiques des rhizobiums. Ces analyses ont été utilisées pour estimer les
relations génétiques et phylogénétiques. La phylogénie du géne de I'ARNr 16S est largement
utilisée comme critére principal pour la définition des espéces rhizobia, des genres et des niveaux
taxonomiques supérieurs. Jusqu'a récemment, la définition des especes rhizobia était

principalement basée sur l'approche polyphasique, qui couvre les relations évolutives issues des
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données de séquence geénique (géne d’ARNr 16S et genes domestiques), les caractéristiques

chimiotaxonomiques, physiologiques et culturelles. Cependant, le développement du séquencage

du génome entier a ouvert une nouvelle ére de taxonomie bactérienne. L’analyse du génome d'au

moins des souches types de chaque espéce pourrait étre utilisée pour la définition du genre

(Wang et al., 2019).

Appartenant a la division des Proteobacteria, a la classe des Alphaproteobacteria, et

I’ordre des Rhizobiales, la famille des Rhizobiaceae comprend actuellement 14 genres dont

Rhizobium est le genre type, les différents genres avec le nombre d’espéce de ’année 2020 sont
présentés dans le tableau 3 (Shamseldin et al., 2017 ; Parte, 2020).

Tableau 3. Genres de la famille des Rhizobiacae avec nombre d’espéces.

Genres Nombre d’espéces
Agrobacterium 09
Allorhizobium 07

Carbophilus 01
Ciceribacter 03
Gellertiella 01
Georhizobium 01
Kaistia 09
Liberibacter 01
Neorhizobium 03
Pararhizobium 06
Pseudorhizobium 01
Rhizobium 90
Shinella/ Crabtreella 08
Ensifer/ Sinorhizobium 20

3. 4. 2 Principales caractéristiques des rhizobia

Les rhizobia sont des bactéries de taille moyenne et de forme bacillaire. Gram négative et

ne forme pas d’endospore. Mobiles par un seul flagelle polaire ou deux a six flagelles péritriches.
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Selon I’dge de la bactérie les rhizobia peuvent présenter une coloration de Gram inégale. Les
cellules d'une jeune culture et les bactéroides nodulaires présentent généralement une coloration
de Gram uniforme tandis que les cellules plus anciennes donnent une apparence en bandes avec
des zones non colorées. Les rhizobia sont des chimio-organotrophes principalement aérobies et
sont relativement faciles a cultiver, elles se développent bien en présence d'O> et utilisent des
glucides et des composes amineés relativement simples. La croissance optimale de la plupart des
souches se réalisent dans un intervalle de température compris entre 25 a 30 °C et un pH entre
6,0 a 7,0. Malgré leur métabolisme aérobie habituel, de nombreuses souches peuvent bien se
développer dans des conditions micro-aérophiles a des pressions d'O> inférieures a 0,01 atm. La
plupart des rhizobia n'absorbent que faiblement le colorant rouge Congo, lorsqu’elles sont
cultivées sur milieux d’isolement, généralement CRYEMA (Congo Red Yeast Extract Mannitol

Agar) (Somasegaran et Hoben, 1994).

Rhizobium et Ensifer sont les deux genres des Rhizobiaceae les plus étudiés avec le
nombre d’especes le plus élevé, 90 et 20 especes respectivement. Le tableau 4 résume les
caractéristiques morphologiques, microbiologiques, biochimiques et moléculaires les plus

importantes des deux genres.

Tableau 4. Principales caractéristiques de Rhizobium et Ensifer (Alves et al., 2014)

Caracteristiques Rhizobium Ensifer

Aspect microscopique Bacilles avec 1,2-3um de Bacilles libres ou en paire avec 1-

longueur et 0,5-1um de largeur | 1,9um de long et 0,7-1,1um de large

ADN G+C % 57-66 63
Aspect Colonies circulaires et convexes, Colonies blanches grisatres,
macroscopique opaques ou semi-translucides, circulaires avec marges ondulées,

blanches ou beiges, 2-4mm de | convexes, visqueuses et opaques, 10-

diametre (apres 3 a 5 jours) 15mm de diamétre (apres 6 jours)
Caractéristiques Ne peut pas croitre dans un Peut croitre dans un milieu avec
métaboliques et milieu avec 2 % NaCl 2,5 % NaCl mais pas dans un milieu
culturales avec 4 % NacCl.
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3. 4. 3 Usage industriel des rhizobia

Certains polyméres produits par les bactéries appartenant & la famille des Rhizobiaceae
peuvent avoir des applications industrielles, notamment les polysaccharides extracellulaires

dénommés exopolysaccharides (EPS) (Sutherland, 2001 ; Skorupska et al., 2006).

L'intérét pour les EPS a considérablement augmenté ces derniéres années car ces
composés ont de nombreuses applications commerciales, notamment dans les produits
alimentaires, pharmaceutiques, les bioémulsifiants, les biofloculants (Alves et al., 2014) et
comme agents antibiofilms (Rendueles et al., 2013).

Les EPS peuvent étre appliquées comme épaississants, stabilisants, émulsifiants,
coagulants, biofilms, gélifiants, dispersants et agents de suspension (Sutherland, 1998). Abd-Alla
et al. (2012) ont rapporté que Il'isolat Rhizobium leguminosarum bv viciae peut étre utilisé dans la
technologie de bio-remédiation comme alternative peu codteuse et efficace pour éliminer et
récupérer les ions de métaux lourds (Co? * et Cd? *) d'une solution aqueuse. Mesorhizobium
amorphae isolée de la racine de Robinia pseudoacacia poussant dans le sol contenant les résidus
de la mine d'or de Taibai, Gansu province, nord-ouest de la Chine peut étre utilisée dans
I'assainissement des métaux lourds en particulier la contamination par le cuivre (Mohamad et al.,
2009).

Les bactéries appartenant au genre Ensifer sont capables de dégrader le Thiamethoxam
(THIA), un insecticide utilisé a travers le monde. Des études environnementales ont révélé que la
dégradation microbienne est le principal mode d'élimination de ce pesticide du sol (Alves et al.,
2014). Ensifer adhaerens, a la capacité de produire de I’alliinase, une enzyme ayant un pouvoir
fongicide en utilisant 1’alliine comme précurseur (Yutani et al., 2011). Une étude menée par
Oliveira et al. (2007) a révélé que plusieurs souches de rhizobiums d'’Amazonie centrale peuvent
produire de I'amylase en utilisant diverses substances féculentes comme sources de carbone. Ces
bactéries présentent une source prometteuse d'amylase pour des applications biotechnologiques,
en particulier dans l'industrie de l'amidon. La fixation d'azote par les rhizobia dans les
légumineuses offre des avantages économiques importants pour la production agricole en

réduisant le colt des engrais azotés (Allito et al., 2015).
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3. 4. 4 Rhizobia comme agent de biocontrole

Plusieurs souches rhizobia ont des propriétés de lutte biologique. L’utilisation de ces
souches contre les agents pathogénes transmis par le sol peut conduire a un contréle potentiel.
L'utilisation de Rhizobium leguminosarum RPN5, isolée des nodules racinaires d’haricot
commun, s'est avérée efficace contre Fo, Macrophomina phaseolina, F. solani, Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizoctonia solani et Colletotrichum sp. et ce par confrontation directe et par
I'utilisation de filtrat de culture acellulaire. 11 a été démontré que Mesorhizobium en combinaison
avec Xanthomonas maltophilia améliore la croissance et la productivité du pois chiche,
augmente le nombre de nodules et leur biomasse. Par ailleurs, 1’application de Pseudomonas sp.
CDB 35 et BWB 21 en co-inoculation avec Rhizobium sp. IC59 et IC76 a diminué l'incidence de
la pourriture du collet du pois chiche (Gopalakrishnan et al., 2015). Une étude menée par
Arfaoui et al. (2005) a démontré 1’effet bénéfique de deux isolats Rhizobium sur le flétrissement
fusarien du pois chiche. Le traitement des semences des cultivars ILC482 et INRAT87/1 par les
isolats PchDMS et Pch43 a permis une nette diminution du taux de mortalité (de 79,16 % a 12,5
% et 33,33 % respectivement pour le cultivar 1LC482 et de 54,16 % a 8,33 % et 12,5 % pour
INRATS87/1), une stimulation des activités peroxydasiques et polyphenolixidasiques ainsi qu’une
accumulation des composés phénoliques impliqués dans les defenses de la plante ont été

enregistré.

L'utilisation de biofilm Trichoderma viride — Mesorhizobium ciceri en tant qu'agent de
lutte biologique a montré une amélioration significative de plusieurs paramétres favorisant la
croissance des plantes, y compris une augmentation de 13 a 21 % de la germination des graines,
de la production d'ammoniac, de I'AlA et plus d'une multiplication par deux de la solubilisation
du phosphate, par rapport a I’'usage individuel du Mesorhizobium, une augmentation de 10 a 11
% de l'activité antifongique contre le Foc a également été enregistrée. L'activation d'enzymes
liées a la défense comme la L-phénylalanine ammoniac lyase, la peroxydase et le polyphénol
oxydase était plus élevée dans les plantes traitées par le biofilm que dans les plantes non

inoculées dans un sol infecté (Das et al., 2017).
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Plant de pois chiche atteint de fusariose Rhizosphére du pois chiche
Isolement Isolement
Agent pathogene PGPR
Sélection
.. Pseudomonas et Bacillus
Test de Identification
pathogénicité microscopique et
moléculaire

Evaluation de

- - I’activité antagoniste
Confirmation - _
de la Confirmation de contre Foc (in vitro)
s, I’identité Foc Alacti
pathogénicité Sélection
Souches les plus performantes
Production des Effet sur la Biocontréle de la Identification
métabolites impliqués croissance du fusariose moléculaire
dans la promotion de pois chiche (expérience en pot) (par
la croissance des séquencage)
plantes

Figure 4. Schéma genéral des différents tests effectués dans la présente étude
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Partie 1 Isolement et caractérisation de I’agent pathogéne
1. 1 La collecte des échantillons infectés

Les échantillons de pois chiche utilisés dans cette étude ont été prélevés a partir des sites
suivants : I’institut technique des grandes cultures (36°09'49.6"N 5°22'13.3"E) et I’'université
Ferhat Abbas de Sétif (36°11'52.1"N 5°22'05.2"E). L’échantillonnage a été réalisé¢ durant I’année
2017, les plantes présentant les symptomes typiques du flétrissement vasculaire (jaunissement
des feuilles, décoloration du systéme vasculaire et flétrissement (Jiménez-Gasco et al., 2001)),
ont été arrachées du sol et placées dans des sachets puis conserver a 4 °C en vue d’utilisation

ultérieure.

1. 2 Isolement et purification de I’agent pathogéne

Les parties de la tige et de la racine atteintes par la maladie ont été coupées
aseptiquement en petits fragment et désinfectées a 1’aide d’alcool 95 % pendant 3 minutes, puis
rincées soigneusement avec de I’eau distillée stérile. Apres séchage en conditions de stérilité, les
fragments de tiges et de racines ont été déposés dans des boites de Pétri contenant de la gelose
PDA (potato dextrose agar) a raison de six fragments par boite. Les boites ont été ensuite
incubées a ’obscurité a 30 °C pendant cing jours. Apres incubation, les boites ont été retirées de
I’étuve et les hyphes émergés a partir des extrémités des fragments ont été transférés dans des
nouvelles boites contenant de la gélose PDA, les boites ont été ensuite remises a 1’étuve jusqu’au

développement de colonies fongiques (pendant sept jours) (Rapilly, 1968).

La purification des isolats fongiques a été effectuée par la culture monosporale (single
spore culture). Un volume de 10 ml d’eau distillée stérile a été ajouté aux colonies fongiques
puis les boites ont été doucement agitées par des mouvements circulaires pour libérer les spores,
la suspension sporale ainsi obtenue a été utilisée pour la préparation des dilutions décimales (de
107 jusqu’a 10®). Un volume de 0.1 ml de chaque dilution a été ensuite étalé sur des boites de
Pétri contenant de la gélose agar 2 %. Les boites ont été incubées a 30 °C pendant 24 h a 48 h
puis elles ont été inspectées sous stéréomicroscope pour Vérifier la germination des spores. Les
spores germées ont été prélevées et transférées dans des boites de Pétri contenant de la gélose
PDA a raison d’une spore par boite. Les boites ont été ensuite incubées a 30 °C pendant sept
jours. Les cultures pures ainsi obtenues ont été conservées a 4 °C en vue d’utilisation ultérieure
(Nelson et al., 1983).
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1. 3 Identification et caractérisation des isolats fongiques
1. 3. 1 Caractérisation macroscopique

La caractérisation des isolats fongiques a été effectuée en premier lieu par 1’observation a
I’ceil nue de I’apparence du mycélium aérien (longueur et densité), de la couleur du mycélium
des deux cotés de la boite de Pétri (recto verso) et des différents pigments libérés dans le milieu
(Nelson et al., 1983).

1. 3. 2 Caractérisation microscopique

Cet examen permet I’identification des pathogeénes a travers I’observation de la
morphologie des différentes structures qui sont spécifiques a chaque espéce (forme des spores,
hyphes septé ou non, aspect des phialides), ce test est réalisé en déposant un fragment du
mycélium entre lame et lamelle en présence ou en absence de colorant (bleu coton) (Nelson et
al., 1983).

1. 3. 3 Etude de la pathogenicité des isolats fongiques

Afin de confirmer la pathogénicité des isolats, un test de pathogenicité a eté effectué en

suivant le protocole d’Hassan et al. (2014) :

1. 3. 3. 1 Préparation de I’inoculum fongique

Les isolats ont été repiqués chacun dans une boite de Pétri contenant de la gélose PDA
puis incubés a 30 °C pendant quatre jours, aprés développement des cultures fongiques, cing
disques de gélose ont eté prélevés de chaque boite et transférés dans des flacons contenant un
mélange préalablement stérilisé (par autoclavage) d'orge et d'eau distillée (100 g d’orge mélangé

avec 100 ml d’cau distillée), puis incubés a 30 °C pendant 14 jours avec agitation.

1. 3. 3. 2 Préparation du matériel végétal

Les grains de pois chiche de la lignée ILC 482 (susceptible au Foc) (Zemouli-Benfreha et
al., 2014), fournis par I'Institut National de la Recherche Agronomique d'Algérie (INRAA) ont
été désinfectés a l'aide d'hypochlorite de sodium 12° pendant 3 min puis lavés soigneusement
avec de l'eau distillée stérile avant de les mettre a germer a température ambiante entre deux

papiers filtre stérilisés et humidifiés.
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1. 3. 3. 3 Infection par I’inoculum fongique

Le substrat de culture utilisé a été préparé en mélangeant un tiers de sol, un tiers de sable
et un tiers de terreau, ’ensemble a été stérilisé par autoclavage a 121 °C pendant 1 h. le mélange
a ¢té ensuite divisé sur des pots en plastic perforés d’une contenance de 1500 ml auxquels

I’inoculum fongique préalablement préparé a été rajouté a une concentration finale de 2 %.

Les grains de pois chiche germés ont été transférés dans les pots infectés a raison de trois
grains par pot, trois pots ont été utilisés pour chaque isolat et des pots contenant de I’orge non
infectés ont servi de témoin. Les plantes ont été examinées pendant une période de 45 jours et les

symptdmes (présence ou absence de jaunissement et / ou flétrissement) ont été notés.

1. 3. 4 Identification moléculaire des isolats fongiques
1. 3. 4. 1 Extraction de PADN
L’identification a été réalisée au sein du laboratoire des Grandes Cultures de 1’Institut

Nationale de la Recherche Agronomique de Tunisie (INRAT). L’extraction de ’ADN a été

effectuée selon la méthode de Moller et al. (1992) avec quelques modifications :

e Collecte du mycelium par grattage de la surface de la gélose PDA recouverte par la
culture fongique.

e Broyage du mycélium par addition progressive de petites quantités d'azote liquide jusqu’a
I’obtention d’une poudre.

e Transfert de la poudre résultante dans un microtube.

e Addition de 500 ul de tampon dextraction TES (TRIS-HCI 0,10 M, EDTA 0,01 M et
SDS 4 2 %).

e Incubation du mélange a 60 °C pendant 30 min.

e Addition de 140 pl de NaCl (5 M) et 65 pl de CTAB (10 %).

e Incubation a 65 °C pendant 10 min.

e Homogénéisation du mélange avec 700 pl de chloroforme-alcool isoamylique (24: 1).

e Centrifugation pendant 5 min a 13500 tr / min.

e Transfert du surnageant dans un nouveau microtube.

e Addition de 150 pl d'acétate d'ammonium.

e Incubation sur glace pendant 30 min.
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1.3. 4.

Centrifugation du mélange pendant 30 secondes a 13500 tr / min.

Transfert de 500 pl de surnageant dans un nouveau microtube.

Addition de 500 pl d'isopropanol.

Centrifugation pendant 5 min a 13500 tr / min.

Elimination du surnageant.

Lavage du culot deux fois avec 100 pl d'éthanol froid a 70 %.

Séchage du culot.

Mise en suspension de I'ADN précipité dans 100 pl de tampon TE (Tris-HCI 0,01 M,
EDTA 0,001 M).

2 Amplification par Réaction en chaine par polymérase (PCR)

Les champignons isolés ont été caractérisés a l'aide de deux ensembles spécifiques

d'amorces PCR. Le premier ensemble developpé par Mishra et al. (2003) qui permet
I’identification du Fo, a travers I’amplification d’un fragment de 340 pb (FOF : 5’-ACATAC-
CACTTGTTGCCTCG-3’¢t FOR : 5’-CGCCAATCAATTTGAGGAACG-3"). Le deuxiéme en-
semble, développé par Jiménez-Gasco et Jimenez-Diaz (2003), qui permet I’identification du Foc
a travers I'usage d’amorces spécifiques (FOC12F : 5'-GGCGTTTCGCAGCCTTACAATGAAG-
3" et Focl2R : 5-GACTCCTTTTTCCCGAGGTAGGTCAGAT-3) qui génerent des bandes de
1503 pb. Les PCR ont été realisées dans un volume de 25 pl contenant : 1 ul de chaque amorce,
2,5 ul de la matrice ADN, 8 ul d’H20 ultra-pure et 12,5 pl du mélange réactionnel CSL-JADNA

PCR. Les amplifications d’ADN ont été realisées dans un thermocycleur SimpliAmp, selon le

cycle spécifique a chaque ensemble (Tableau 5).

Tableau 5. Les conditions des cycles PCR des paires d’amorces Fo et Foc

Conditions de PCR PCR Fo PCR Foc
Dénaturation initiale 94 °C pendant 1 min 94 °C pendant 2 min
Nombre de cycle 25 28

Dénaturation
Hybridation

Elongation

94 °C pendant 1 min
58 °C pendant 30 s
72 °C pendant 1 min

94 °C pendant 30 s
58 °C pendant 1 min
72 °C pendant 30 s

Elongation finale

72 °C pendant 7 min

72 °C pendant 4 min
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1. 3. 4. 3 Electrophorése

Les gels de migration ont été d’abord préparés en dissolvant de 1'agarose dans du tampon
TBE a une concentration de 2 % (p/v), 3 pl du colorant bromure d'éthidium ont été ajoutés aux
gels qui ont été ensuite versés dans les plaques de maniére a entourer les peignes, une fois les
gels refroidis les peignes ont été retirés et les produits PCR ont été remplis dans les puits formes.
Les plaques avec les gels chargés par les amplifiats PCR ont été transférées dans les cuves
d'¢lectrophorese qui ont été ensuite remplies avec le tampon TBE. L’échelle d'ADN GeneOn
100bp Plus Blue a été utilisée comme marqueur de poids moléculaire. Aprés migration des
amplifiats, les gels ont été récupérés puis examinés sous lumiere UV dans Vilbert Lourmat ™

Ebox, les bandes développées ont été comparées a celles du marqueur (Turenne et al., 1999).

Partie 2 Isolement et caractérisation des PGPR
2. 1 Prélevement des échantillons

Dans le but de I‘obtention des rhizobactéries, des échantillons de pois chiche ont été
collectés aléatoirement a partir des parcelles de pois chiche localisees au département
d’agronomie de I'université Ferhat Abbas de Sétif. Les plantes ont été prélevées de maniére a
conserver la masse de sol adhérente aux racines (rhizosphére). Les échantillons ont éteé ensuite

places dans des sacs en plastique et réserves au froid (4 °C) en vue d’utilisation ultérieure.

2. 2 Isolement des Pseudomonas

L’isolement des Pseudomonas a partir de la rhizosphere du pois chiche a été effectué en
suivant le protocole de Gowsalya et al. (2014) ; les plantes ont été légerement secouées afin de
libérer le sol entourant les racines. 1 g de sol a été transféré dans un tube contenant 10 ml d’eau
distillée stérile, des dilutions décimales ont été préparées en prélevant 1 ml de la solution qui
précede et le mélanger avec 9 ml d’eau distillée stérile pour constituer la solution qui suit et ainsi
de suite jusqu’a l’obtention de la dilution 10®°. Les tubes ont été bien vortéxés avant la
préparation de chaque dilution. 1 ml de chaque dilution a été étalé sur des boites de Pétri
contenant de la gélose King B (KB) et incubé a 30 °C pendant 48 h. Apres incubation, les
colonies individuelles ont été ensemencées sur de nouvelles boites de Pétri jusqu’a 1’obtention de

cultures pures.
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2. 3 Isolement des Bacillus

Pour I’isolement des Bacillus, la méthode de Travers et al. (1987) avec quelques
modifications a été appliquée. 1 g de sol récupéré de la zone rhizosphére a été mélangé avec 10
ml d'eau distillée stérile. La solution obtenue est transférée dans un bain-Marie pour subir un
traitement thermique a une température de 65 °C pendant 30 min, les dilutions décimales ont été
préparées comme décrit précédemment. Un volume de 0,1 ml de chaque dilution a été étalé sur
des boites de Pétri contenant de la gélose nutritive (GN), les boites ont été ensuite incubées a 30
°C pendant 48 h. Les colonies individuelles développées sur le milieu ont été repiquées jusqu’a

I’obtention d’une culture pure.

2. 4 Ildentification préliminaire des isolats Pseudomonas et Bacillus

Afin de pouvoir sélectionner les Pseudomonas spp. et les Bacillus spp. a partir des
rhizobactéries qui ont pousse sur KB et GN, une série de tests macroscopiques, microscopiques
et biochimiques a été effectuée en se basant sur les criteres d’identification de chaque genre

décrits par Cowan et Steel (1961).

2. 4. 1 Identification préliminaire des isolats Pseudomonas

L’identification des isolats Pseudomonas s’est basée sur les critéres suivants :

a) Production de pigments: plusieurs espéces de Pseudomonas peuvent produire des
pigments, la majorité d’entre elles produisent la pyoverdine, un pigment fluorescent de
couleur jaune-verte. D’autres pigments tell que la pyocyanine (bleu), la pyorubine
(marron rougeatre) et la pyomeélanine (brun a noir) peuvent également étre produits
(Hossain, 2014).

b) Gram négatif: la mise en évidence des bactéries a Gram négatif a été réalisée par la
coloration de Gram, ces bactéries apparaissent roses lors de ’examen microscopique. Un
test a la potasse a également été effectué afin de confirmer les résultats, il consiste a
déposer quelques colonies bactériennes sur une lame a laquelle on ajoute quelques
gouttes de la solution KOH (3 %). Les colonies sont ensuite mélangées avec la solution
par des mouvements circulaires a ’aide d’une pipette Pasteur stérile. L’obtention d’un
mélange visqueux qui forme un filament quand on souleve la pipette indique que la

bactérie testée est une bactérie a Gram négatif (Suslow et al., 1982).
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c)

d)

Bacille mobile : la forme et la mobilité des bactéries ont été déterminées par I’observation
microscopique a 1’état frais.

Catalase positive : ce test a été réalisé en transférant des colonies bactériennes sur une
lame & laquelle on ajoute quelques gouttes de H2O. (1 %). La formation de bulles
d’oxygenes, indique que la bactérie est catalase positive (Hussain et al., 2013).

Oxydase positive : ce test consiste a humidifier du papier filtre avec quelques gouttes de
tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (1 %). L’apparition d’une couleur
violette apres I’ensemencement de la bactérie sur le papier est un signe d’oxydase
positive (Hussain et al., 2013).

Oxydation du glucose : ce test permet de distinguer entre la dégradation aérobie et
anaérobie (fermentation) du glucose. Les bactéries ont été ensemencées sur 2 tubes
contenant le milieu Hugh Leifson, puis une quantité d’huile minérale a été ajoutée a I'un
des deux tubes (condition d’anaérobiose). Les deux tubes ont été ensuite incubés a 30 °C
et le changement de la couleur du milieu a été noté. le virage de la couleur du rouge vers
le jaune uniquement dans le tube dépourvu d’huile minérale (condition d’aérobiose) est

considéré comme un signe d’oxydation du glucose (Tille, 2015).

2. 4. 2 ldentification préliminaire des isolats Bacillus

b)

d)

L’identification des isolats Bacillus s’est basée sur les critéres suivants :

Gram positif : la mise en évidence des bactéries a Gram positif a été réalisée par la
coloration de Gram, ces bactéries apparaissent violettes lors de I’examen microscopique.
La confirmation des résultats a éte effectuée par le test de la potasse qui ne donne pas lieu
a la formation d’un filament visqueux (Suslow et al., 1982).

Bacille : la forme des bactéries a été déterminée par 1’observation microscopique.
Sporulée : la mise en évidence de I’endospore a été réalisée par la méthode de Schaeffer-
Fulton. Elle consiste a inonder le frottis bactérien par une solution de vert malachite, le
frottis est ensuit chauffé a la vapeur pendant quelques minutes avant d’étre rincé a 1’eau,
une solution de safranine est appliquée puis rincée a son tour avec de 1’eau, aprés
séchage, la lame est observée au microscope. Les endospores apparaissent vertes alors
que les cellules végétatives sont colorées en rose (Tille, 2015).

Catalase positive : ce test a été réalisé de la méme maniére décrite pour les Pseudomonas.
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Partie 3 Evaluation de I’activité promotrice de la croissance des plantes
3. 1 Etude de P’activité antagoniste in vitro

Ce test permet de Vérifier si les bactéries isolées posseédent une activité antifongique vis-
a-vis des isolats fongiques. Cette activité est révélée in-vitro a travers I’inhibition de la
croissance myceélienne des pathogénes. Les bactéries peuvent agir par la production de composés
antifongiques diffusibles et/ou volatiles.

L’évaluation de I’activité antagoniste a été effectuée pour les isolats Pseudomonas et
Bacillus ainsi que pour Sinorhizobium meliloti (Ensifer meliloti), une bactérie fixatrice d’azote
isolée a partir des nodosités du pois chiche. La bactérie a été aimablement fournisse par Dr.

Dekkiche Samia de ’université de Batna.

3. 1. 1 Production de composeés antifongiques (test de co-culture)

La production de composés antifongiques par les bactéries a été évaluée en suivant un
protocole modifié d'Erdogan et Benlioglu (2010) qui consiste a prélever un disque de 5 mm a
partir d’une gélose PDA contenant la culture fongique agée de 7 jours, et le placer sur un coté
d’une boite de Pétri contenant de la gélose PDA. De lautre coté, un volume de 10 pl de la
suspension bactérienne (1,5 x 108 CFU ml?) a été ensemencé & une distance de 3 cm du disque
fongique. Les boites ont été ensuite incubées a 30 °C pendant 7 jours. Les boites qui ont servi de
témoin ont été préparées de la méme manieére mais elles ont été ensemencées avec de 1’eau

physiologique au lieu de la suspension bactérienne.

3. 1. 2 Production de composés volatiles antifongiques (CVA)

L’évaluation de I’effet antifongique des composés volatiles libérés par les bactéries a été
effectuée en suivant le protocole de Dilantha Fernando et Linderman (1995) avec quelques
modifications, ce protocole consiste a utilisé des boites de Pétri divisées en deux compartiments,
cette méthode assure qu’il n’y aura aucun contact physique entre le champignon et la bactérie, et
donc I’action inhibitrice ne peux étre causée que par les CVA libérés par les antagonistes. Un
disque fongique de 5 mm ageé de 4 jours a été placé sur une moitié de la boite contenant de la
gélose PDA, sur l'autre moitié 10 pl de suspension bactérienne (1,5 x 102 CFU ml?t) ont été

ensemences sur la gélose KB (pour les isolats Pseudomonas), GN (pour les isolats Bacillus) et la
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gélose yeast mannitol agar (YEMA) (pour S. meliloti). Les boites sans bactérie ont servi de

témoin et la croissance fongique a été mesurée aprés 7 jours.

Trois répétitions ont été utilisées pour chaque isolat dans les deux tests d’antagonisme. Le
pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne a été calculé en utilisant la formule
d'Etebarian et al. (2005):

. (Dr - DB)

Dr x 100

| : pourcentage d’inhibition du champignon (%).
Dt : diamétre du mycélium dans la boite témoin (mm).
Dg : diamétre du mycelium dans la boite inoculée par la bactérie (mm).

3. 1. 3 Consortiums rhizobactéries-Sinorhizobium

L’effet antagoniste des bactéries a été également évalué par des consortiums avec S.
meliloti. Avant d’entamer le test d’antagonisme, chaque bactérie a été soumise a un test de
compatibilité avec S. meliloti, ce test consiste a ensemencer les 2 bactéries en stries singuliéres
perpendiculaires I'une sur I'autre sur gélose PDA, apres incubation pendant 48 h/30 °C, les
boites sont observées pour I’apparition de zones d’inhibition. L’absence de zones d’inhibition

entre les 2 bactéries indique qu’elles peuvent étre utilisées en consortium (Yanti & Hamid,

2021).

Afin d’évaluer I’effet antagoniste du consortium, un volume de la suspension bactérienne
Pseudomonas ou Bacillus (1,5 x 108 CFU ml?) a été mélangé avec le méme volume de la
suspension S. meliloti (1,5 x 108 CFU ml%). 10 pl du mélange obtenu ont été ensemencé sur un
coté de la gélose PDA, et sur I’autre c6té, un disque fongique de 5 mm agé de 7 jours a été placé
a une distance de 3 cm. Les boites ont été ensuite incubées a 30 °C pendant 7 jours. Trois
répétitions ont été utilisees pour chaque consortium (Yanti et al., 2018). Le pourcentage

d’inhibition du champignon a été calculé selon la formule d'Etebarian et al. (2005).
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3. 1. 4 Effet des bactéries sur la morphologie des champignons

Afin d’examiner I'impact des bactéries sur les isolats Foc, un examen microscopique de
la morphologie des hyphes des champignons a été réalisé. Ce test consiste a prélever des
fragments de Foc a partir des boites du test d’antagonisme (Foc traités par les bactéries) et a
partir des boites témoin (sans bactérie) et les placer entre lame et lamelle pour 1’observation. La
morphologie de I’hyphe des Foc inhibés par les bactéries est ensuite comparée a celle du témoin.
Ce test a été effectué pour S. meliloti ainsi que pour les Pseudomonas et Bacillus qui ont

enregistré les pourcentages d’inhibition fongique les plus €levés.

3. 2 Recherche des métabolites impliqués dans la promotion de la croissance des plantes

S. meliloti ainsi que les Pseudomonas et Bacillus qui ont enregistrés les pourcentages
d’inhibition les plus é€levés contre les isolats Foc ont été évalués pour leurs propriétés de
promotion de la croissance des plantes. Trois répétitions ont été utilisées pour chacun des tests

suivants :

3. 2. 1 Production de la protéase

La production de protéase a été évaluée en suivant le protocole de Sheeba et al. (2017).
Les bactéries ont été inoculées par spots sur de la gélose au lait écrémé composée de 1 g L de
peptone et de 20 g L™ d’agar, auxquels du lait écrémé a été rajouté a une concentration de 10 %
du volume final. Aprés inoculation des bactéries, les boites ont été incubées pendant trois jours a
30 °C. L’apparition d'une zone claire produite autour des colonies a été considérée comme un

signe d'activité protéolytique.

3. 2. 2 Production d’a-amylase

Les bactéries ont été ensemencées sur de la gélose a I'amidon préparée comme suit (g L-
1+ extrait de beeuf (3), amidon soluble (10), agar (12), le pH a été ajusté a 7,5 + 0,2, aprés
incubation a 30 °C pendant 48 h, les boites ont été inondées avec une solution de Lugol, les
isolats présentant une zone claire autour des colonies ont ét¢ marqués comme producteurs d'o-

amylase (Zimbro et al., 2009).
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3. 2. 3 Production de la lipase

Les bactéries ont été ensemencées par piqure sur un milieu composé de (g L™): peptone
(10), NaCl (5), CaCl> H20 (0,1), agar (18), auquel du Tween 80 pré-stérilisé a été ajouté a une
concentration finale de 1 % (v/v), le pH du milieu a été ajusté a 7,4, les boites ont été ensuite
incubés a 30 °C pendant six jours. L'apparition d'un halo opaque entourant les colonies a été
notée comme une indication de I'activite lipolytique (Sierra, 1957).

3. 2. 4 Production de la cellulase

Les bactéries ont été ensemencées sur de la gélose carboxyméthylcellulose (CMC)
préparée comme suit (g L™?): CMC (10), KH2PO4 (1), KoHPO4 (1), MgSO4 (0,4), NaCl (0,05),
FeSOs4 (0,00125), Agar (18), avec un pH de 7, puis incubées a 30 °C pendant sept jours. Les
isolats présentant un halo clair autour des colonies apreés I'application du Lugol ont été considérés

comme cellulase positives (Khatiwada et al., 2016).

3. 2. 5 Dégradation de la chitine
3. 2. 5. 1 Preparation de la chitine colloidale

Un protocole de Murthy et Bleakley (2012) a éteé employé pour la préparation de la
chitine. Il consiste a dissoudre 20 g de paillettes de chitine dans 150 ml d’HCI concentré (12 M),
I’addition de I’HCI s’est faite de manicre progressive avec agitation continue pendant environ
une heure et cela sous hotte chimique a température ambiante. Le mélange a été ensuite filtré a
travers huit couches de compresse puis transféré dans un Erlenmeyer contenant 2 L d'eau
distillée glacée et laissé précipiter pendant une nuit a 4 °C. Apres précipitation de la chitine, I'eau
a eté éliminée et la chitine précipitée a été recueillie et filtrée a travers trois couches de papier
filtre, de 1’eau a été passée a travers les couches de papier filtre jusqu'a ce que le pH de la chitine
atteigne 7. Apres avoir éliminé I'exces d'eau, la chitine colloidale obtenue a été stérilisee par

autoclavage et conservée a 4 °C jusqu’a utilisation ultérieure.

3. 2. 5. 2 Production de la chitinase

Le milieu utilisé pour tester la production de la chitinase est constitué de (g L) : Kz2HPO4
(0,7), KH2PO4 (0,3), MgSO45H,0 (0,5), FeSO47H.0 (0,01), ZnSO4 (0,001), MnCl, (0,001),

chitine colloidale (20) et de l'agar (20). Les bactéries ont été ensemencées sur la gélose puis
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incubées a 30 °C pendant cing jours, les isolats qui ont présentés une zone claire autour des
colonies ont été marqués comme producteurs de chitinase (Murthy et Bleakley, 2012).

3. 2. 6 Production de cyanure d'hydrogéne (HCN)

La production d’HCN a été évaluée en suivant la méthode de Bakker et Schippers (1987),
elle consiste a tromper un papier filtre stérile dans une solution de détection d’HCN composée de
2 % de carbonate de sodium dans 0,5 % d'acide picrique, le papier est ensuit placé au fond du
couvercle de la bofte de Pétri contenant de la GN supplémentée de 4,4 g L™ de glycine, la gélose
a été ensuite ensemencée avec la souche bactérienne puis la boite a été scellée et incubée a 30
°C pendant six jours. Le changement de la couleur du papier filtre du jaune vers du brun clair,

brun ou brun orange a été considéré comme un signe de production d’HCN.

3. 2. 7 Production de I’Acide indole 3-acétique (AlA)

La production d'AlA a été évaluée par ensemencement des bactéries sur une gélose
Luria-Bertani (LB) supplémentée de 5 mM de L-tryptophane, la gélose a été ensuite recouverte
par du papier filtre stérile. Apres incubation a 30 °C pendant trois jours, le papier a été récupéré
et traité avec le réactif Salkowski (2 % de FeCls a 0,5 M dans de l'acide perchlorique a 35 %)
pendant 30 min, le changement de la couleur du papier filtre du blanc vers une couleur rougeéatre

a ete noté comme un signe de la production d'AlA (Bric et al., 1991).

3. 2. 8 Solubilisation du Phosphate

Le phosphore est un élément tres important pour la croissance et le développement des
plantes, il entre dans la constitution de plusieurs composés de base comme les acides nucleiques
(ADN et ARN), les phospholipides, les phosphoprotéines, les enzymes et 1I’ATP. Il existe sous
formes insolubles dans le sol ce qui le rend inaccessible malgré sa disponibilité. La majorité du
phosphate soluble issu de 1’addition d’engrais phosphaté¢ se lie rapidement a d’autres ¢léments du
sol et devient inaccessible aux plantes. Plusieurs bactéries du sol sont capables de solubiliser le
phosphate a travers la production d’acides organiques et de phosphatases, ce qui facilite son

assimilation par les plantes et par conséquent permet d’améliorer le rendement (Ahemad et al.,
2009).

55



Chapitre 2 Matériels et méthodes

3. 2. 8. 1 Solubilisation du Phosphate sur milieu solide

La solubilisation du phosphate a été d’abord évaluée qualitativement sur la gélose NBRIP
composé de (g L™): Glucose (10), Cas(PO4)2 (5), MgCl6H20 (5), MgS047H20 (0,25), KClI
(0,2), (NH4)2S04 (0,1), agar (15), avec un pH ajusté a 7. Les bactéries ont été ensemencées par
piqure puis incubée a 30 °C pendant 14 jours. La solubilisation du phosphate est indiquée par la
présence d'un halo clair entourant les colonies (Nautiyal, 1999).

3. 2. 8. 2 Solubilisation du Phosphate sur milieu liquide

L'estimation quantitative de la solubilisation du phosphate a été réalisée selon la méthode
de Saravanakumar et al. (2013). 100 pl de la suspension bactérienne (1,5 x 108 CFU mlI) ont été
transférés dans 10 ml de bouillon NBRIP, les bactéries ont été ensuite incubées a 30 °C avec
agitation a 180 rpm. Apres 24h d’incubation, les bactéries ont été centrifugées a 6000 rpm
pendant 20 min, 750 ul du surnageant ont été mélangés avec 750 ul du réactif composé de
((NH2)6M07024-4H,0 1,5 % (p/v), H2SO4 5,5 % (v/v) et FeSO4 2,7 % (p/v)), la densité optique
du mélange a été mesurée a 700 nm. Les concentrations du phosphate soluble formé ont été
extrapolées sur une courbe d’étalonnage réalisée en utilisant des concentrations connues de

KH2POg.

3. 2. 9 Production d'ammoniac

La production de I'ammoniac a été evaluée en transférant 100 pl de chaque suspension
bactérienne dans des tubes contenant chacun 10 ml d'eau peptonée. Les tubes ont été ensuite
incubés a 30 °C pendant quatre jours, apres incubation, 500 pL du réactif de Nessler ont été
ajoutés aux tubes. Le développement d'une couleur jaune a brune a été considéré comme un

indice de la production d'ammoniac (Cappuccino et Sherman, 1992).

3. 2. 10 Production de sidérophores

Toute la verrerie utilisée dans la préparation de ce test a été nettoyée avec du HCI 6 M et

lavée avec de l'eau ultra-pure, aucun métal n'a été utilisé.

La solution de colorant bleu a été préparée selon la méthode de Louden et al. (2011) en
dissolvant 0,06 g de Chrome Azurol S (CAS) dans 50 ml d'eau ultra-pure, qui est ensuite
mélangée avec 9 ml de la solution de fer (I11) (0,0027 g de FeCl;6H.O dans 10 ml d’HCI 10

mM), le mélange est rajouté lentement a une solution d'hexadécyltriméthylammonium

56



Chapitre 2 Matériels et méthodes

(HDTMA) (0,073 g de HDTMA dans 40 ml d'eau ultra-pure). La solution obtenue est stérilisée

par autoclavage avant utilisation.

Un protocole modifié de Hu et Xu (2011) a été utilisé pour la préparation des boites. Une
gélose CAS bleue a été d’abord préparée en mélangeant la solution de colorant bleu (solution
CAS) avec de l'agar stérile a une concentration égale a 10 % du volume final. Les bactéries ont
été ensuite ensemencées sur leurs milieux de croissance respectifs et incubées a 30 °C pendant
une durée de 18 h a 24 h. Aprés incubation, les boites ont été recouvertes avec une couche de la
gélose CAS bleue préalablement préparée. Aprés environ 30 min, les boites ont été examinées et
le virage de la couleur du milieu du bleu vers le jaune-orange autour des colonies a été considéré

comme un signe de production de sidérophores.

3. 3 Analyse statistique des résultats

L'analyse de la variance (ANOVA) a été effectuée pour vérifier s’il existe une différence
significative entre les moyennes des pourcentages d’inhibition enregistrées avec les souches
bactériennes testées. L’analyse a été réalisée pour les moyennes obtenues avec les deux essais
d’antagonisme (co-culture et production des CVA). L’ANOVA a ¢été suivie par le test B de
Tukey a p < 0,05 comme test post-hoc afin de déterminer les souches qui présentent des
moyennes différentes. Pour 1’évaluation de la production des métabolites impliqués dans la
promotion de la croissance des plantes, les moyennes des concentrations de phosphate soluble
enregistrées avec les souches sélectionnées ont également éte traitées par ’ANOVA et le test B
de Tukey pour déterminer les bactéries qui présentent des moyennes de concentration qui sont
significativement différentes. Le test Student a été utilisé pour vérifier s’il existe une différence
significative entre la moyenne des pourcentages d’inhibition enregistrée avec 1’essai de co-
culture et celle enregistrée avec I’essai de production des CVA. Tous les traitements statistiques

ont été effectués en utilisant le logiciel SPSS 25.
Partie 4 Effet des bactéries sur la croissance du pois chiche et le controle de la
fusariose

En se basant sur les résultats des tests in vitro d’antagonisme, et de promotion de la
croissance des plantes, les souches Pseudomonas et Bacillus qui se sont montrées les plus

performantes ont été sélectionnées pour étre évaluées in-vivo.
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4. 1 Effet des bactéries sur la croissance du pois chiche

Les grains de pois chiche de la lignée ILC 482 ont été désinfectés a l'aide d'hypochlorite
de sodium 12° pendant 3 min puis lavés soigneusement avec de l'eau distillée stérile. La
bacterisation des grains a été réalisée par trempage des grains de pois chiche désinfectés dans les
suspensions bactériennes (1,5x10% UFC ml™) pendant une nuit. Deux types de suspension ont été
utilisés, les suspensions individuelles, préparées a partir d’une seule bactérie (Pseudomonas,
Bacillus ou S. meliloti) et les suspensions combinées, préparées en mélangeant un volume
équivalent de la suspension Pseudomonas ou Bacillus avec la suspension de S. meliloti pour
former un consortium. De la CMC a été ajoutée aux suspensions a une concentration de 1 % pour

assurer l'adhérence des souches sur les grains (Kaur et al., 2007).

Des pots désinfectés avec de d'hypochlorite de sodium 3° ont eté remplis par le méme
substrat de culture utilisé dans le test de pathogénicité. Les grains inoculés par les suspensions
bactériennes ont été ensuite transférés dans les pots (trois grains par pot) et les grains trempés
uniquement dans de l'eau distillée plus CMC ont été utilisés comme témoin. Trois répétitions ont
été employeées pour chague traitement ainsi que pour le témoin. Aprés 30 jours, la longueur des
tiges et des racines, ainsi que leurs poids sec (aprés séchage a 70 °C pendant une journée) ont été

mesureés.

4. 2 Biocontrole de la fusariose

Une experience en pot sous serre (cycle jour/nuit de 12/12 h, une température de 20 + 2
°C et 60 + 2 % d’humiditeé relative) a été réalisée pour évaluer l'effet des bactéries sur la fusariose
du pois chiche. La préparation des inocula de Foc ainsi que 1’infection du sol ont été réalisés de
la méme maniere décrite pour le test de pathogénicité. L’inoculation des grains par les bactéries a
¢été effectuée de la méme maniére décrite pour le test de 1’évaluation de 1’effet des bactéries sur
la croissance du pois chiche. Les grains inoculés ont été transférés dans les pots contenant le
substrat de culture infecté (trois grains par pot), trois pots ont été utilisés pour chaque traitement.
Les pots semés par les grains non inoculés (trempés uniquement dans de I’eau distillée plus
CMC) ont servi de témoins. Les plantes ont été examinées de facon réguliére pendant une
période de 45 jours et leur comportement vis-a-vis des traitements a été noté. Afin de pouvoir

évaluer I’effet de chaque traitement sur la maladie, une échelle a été attribuée a chaque plante en
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fonction de la gravité des symptomes observés, 1’échelle comporte quatre niveaux qui sont les

suivants (Zemouli-Benfreha et al., 2014):

0 : aucun symptome,

1 : jaunissement ou flétrissement de 1/3 de la plante,
2 : jaunissement ou flétrissement des 2/3 de la plante,
3 : jaunissement ou flétrissement de la plante entiere,
4 : Plante morte.

Sur la base de cette échelle, deux indices ont été calculés, le premier est le pourcentage de
la gravité de la maladie (GM), il est calculé selon la formule de Townsend et Heuberger (1943) :

GM (%) =[(Zv*xn)/(N x V)] x 100
v : le niveau de I'échelle,
n : le nombre de plantes dans chaque niveau d'échelle,
N : Le nombre total de plantes observeées,
V : le niveau d'échelle maximum.

Le deuxiéme indice est le pourcentage de la réduction de la maladie (RM), calculé selon

la formule suivante (Bektas et Kusek, 2021) :

RM (%) = [(A — B)/A] x 100
A : le pourcentage de maladie chez les plantes non traitées (témoin),
B : le pourcentage de maladie chez les plantes traitées.

La longueur de la tige et de la racine ainsi que leur poids sec ont été également mesurés

pour chague plante.
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4. 3 Identification moléculaire des bactéries
Les isolats Pseudomonas et Bacillus qui ont enregistrés les meilleurs pourcentages
d’inhibition ont été identifiés moléculairement au niveau du laboratoire Gene Life Sciences de

Sidi Bel Abbes comme suit :

4. 3. 1 Extraction d’ADN
L'extraction de ’ADN a été effectuée a 1'aide du kit commercial NucleoMag DNA
Bacteria pour la purification de I'ADN a partir des bactéries et des levures (Macherey-Nagel

Allemagne) en suivant les instructions du fabricant.

4.3.2 PCR

Le fragment de géne de 'ARNTr 16S a été amplifié par PCR en utilisant les amorces 27 f
(5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3 ') et 1492r (5'- TACGGYTACCTTGTTACGACTT -3)
(Lane, 1991) dans 25 pl de mélange réactionnel (Tableau 6). Les conditions de la PCR étaient les
suivantes : dénaturation initiale a 95 °C / 5 min suivie de 35 cycles de dénaturation a 95 °C / 30

s, hybridation a 53 °C / 30 s, et extension a 72 °C / 45 s, et une extension finale a 72 °C / 7 min.

Tableau 6. Composition du mélange réactionnel de la PCR

Réactifs Concentrations Concentrations | Volume a prélever
initiales finales

Eau ultra pure 14,1 ul
Tampon du Taqg Promega 5X 1X Sul
MgCl; 25 mM 1,5mM 1,5 ul

dNTP 25 mM 0,2 mM 0,2 ul
Amorce F 10 uM 0,5 uM 1 pl
Amorce R 10 uM 0,5 uM 1 pl

Taqg polymérase Promega 5U 1U 0,2 ul
ADN génomique 2 ul
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4. 3. 3 Electrophorése

Les produits d'amplification ont été révelés par électrophorése sur gel dagarose 1,5 %
aprés coloration au bromure d'éthidium (0,5 pg mlt). L’échelle « 100 bp DNA ladder » a été
utilisée comme marqueur de taille et les fragments ont été visualisés puis photographiés sous UV
en utilisant le systéme Gel doc de Biorad (USA).

4. 3. 4 Séquencage

Les amplifiats de PCR ont été purifiés en utilisant le kit NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up de Macherey-Nagel en suivant le protocole du fabricant. Le séquencage a été effectué
selon la méthode de Sanger et al. (1977) en utilisant le kit BigDye v3.1 de « Applied

Biosystems » avec I'amorce sens utilisée en PCR.

4. 4 Analyse statistique des résultats

Les résultats de 1’effet des traitements bactériens sur la croissance du pois chiche ont été
traités par ’ANOVA et le test B de Tukey a p < 0,05 afin de déterminer s’il existe une différence
significative entre ’effet des traitements bactériens pour chacun des paramétres de croissance
mesurés (longueur de la tige, longueur de la racine, poids sec de la tige, et poids sec des racines).
L’ANOVA et le test B de Tukey a p < 0,05 ont egalement été utilisés pour analyser les résultats
du test de biocontrole afin de vérifier s’il existe une différence significative entre les moyennes
des GM ainsi que pour les moyennes des RM enregistrées avec les traitements bactériens. Tous

les traitements statistiques ont été effectués en utilisant le logiciel SPSS 25.
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Chapitre 3 Résultats et discussion

Partie 1 Isolement et caractérisation de I’agent pathogéne
1. 1 Isolement et caractérisation macroscopique

Deux champignons codés Foc-S1 et Foc-S2 ont été isolés a partir des plantes de pois
chiche infectées. Les deux isolats se distinguent I’un de I’autre par leur aspect macroscopique.
Foc-S1 a un morphotype ras muqueux qui se caractérise par un mycélium aérien presque
inexistant alors que Foc-S2 a un morphotype duveteux qui se caractérise par mycélium aérien
court mais dense (Henni et al., 1994). Concernant la couleur du mycélium, Foc-S1 a une couleur

creme sur les deux c6tés de la boite tandis que Foc-S2 a une couleur créme sur le devant et une

couleur jaunatre sur le dos de la boite (Figure 5).

Figure 5. Observation macroscopique des isolats Foc (vue de face et de dos)
1. 2 Caractérisation microscopique

L'observation microscopique des deux isolats fongiques a montré la présence de
mycélium septé, de microconidies ovales a réniformes accumulées en fausses tétes sur des
monophialide courts, de macroconidies légérement incurvées avec une cellule basale en forme de
pied, et de Chlamydospores. Ces caractéristiques correspondent a la description de F. oxysporum

mentionnée par Nelson et al. (1983) (Figure 6).
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Figure 6. Observation microscopique des isolats Foc : 1 (mycélium septé), 2 (macroconidies), 3
(microconidies en fausse téte), 4 (chlamydospores), 5 (microconidies), 6 (monophialide).

1. 3 Etude de la pathogénicité des isolats fongiques

Les résultats du test de pathogénicité ont révélé que l'isolat Foc-S1 a provoqué un
jaunissement progressif des folioles du bas de la plante vers le haut, une chute des folioles et un
flétrissement aprées quelques jours. Une nécrose du collet et des décolorations vasculaires ont
également été observées. Pour l'isolat Foc-S2, les symptémes sont apparus a un stade plus
précoce, commencant par le jaunissement des folioles, le flétrissement de la plante, la
décoloration vasculaire, nécrose du collet, jusqu'a la dessiccation compléte et finalement la mort
(Figure 7). Ces symptdmes correspondent a ceux observés avec les plantes de pois chiche
infectées par Foc (Jimenez-Diaz et al., 1993).
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Figure 7. Test de pathogénicité : 1 (témoin), 2 (plant flétri), 3 (jaunissement progressive des
folioles), 4 (nécrose du collet), 5 (décoloration vasculaire), 6 (plant mort)

1. 4 Identification moléculaire des isolats fongiques

Les résultats de I’identification moléculaire ont révélé que les deux isolats fongiques ont
montré lors de I’examen du gel sous lumiére UV, la bande spécifique de FO (340 pb) et la bande
spécifique de Foc (1503 pb). Ces résultats ont permis de confirmer 1’identité Foc des deux agents

pathogenes (Figures 8 et 9).
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Figure 8. Examen du gel sous lumiére UV de la bande spécifique FO : M (marqueur de taille),
12 ; 13 et 17 (témoins positifs), 14 (Foc-S1), 15 (Foc-S2)
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Figure 9. Examen du gel sous lumiére UV de la bande spécifique Foc : M (marqueur de taille), 3
(témoin positif), 13 (Foc-S1), 15 (Foc-S2).

Partie 2 Isolement et caractérisation des PGPR

2. 1 Identification préliminaire des isolats Pseudomonas

Trente quatres bactéries ont été isolées a partir de la rhizosphére du pois chiche, parmi
lesquelles, 17 bactéries ont été sélectionnées et conservées (dans du glycérol 25 %) en tant que
Pseudomonas et cela en se basant sur les résultats des tests de I’identification préliminaire des

Pseudomonas. Les résultats sont présentés dans le tableau 7.
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Tableau 7. Résultats de I’identification préliminaire des Pseudomonas.

Isolats Critéres d’identification
Pseudomonas | Gram | forme Motilité | Catalase | Oxydase | Glu O/F | Pigmentation
E2PP3 (N) | Bacille (+) (+) (+) (0)) )
E1PP14 (N) | Bacille | (+) +) +) (O) )
E1FP14 (N) | Bacille | (+) (+) (+) (O) )
E2PP4 (N) | Bacille | (+) +) +) (0) (+)
E1PP15 (N) | Bacille | (+) +) +) (O) )
E2PP7 (N) | Bacille | (+) +) +) (O) (+)
E2PP5 (N) | Bacille (+) (+) (+) (@) (+)
E1FP8 (N) | Bacille | (+) +) +) (O) (+)
E2PP8 (N) | Bacille (+) (+) (+) (0)] (+)
E1FP9 (N) | Bacille | (+) +) +) (O) (+)
E1PP2 (N) | Bacille | (+) +) +) (0) +)
E2PP6 (N) | Bacille | (+) +) +) (0) +)
E1PP7 (N) | Bacille +) (+) (+) (O) )
E1FP4 (N) | Bacille +) (+) (+) (O) )
E2PP2 (N) | Bacille | (+) +) +) (0) +)
E1PP6 (N) | Bacille | (+) +) +) (0) )
E1FP13 (N) | Bacille +) (+) (+) (O) (-)

(N) négative, (+) présence du critére testé, (-) absence du critere testé, (Glu O/F) oxydation ou fermentation du

glucose. (O) oxydation.

2. 2 ldentification préliminaire des isolats Bacillus

Cinquante-trois bactéries ont été isolées a partir de la rhizosphere du pois chiche, parmi
lesquelles 23 bactéries ont été sélectionnées et conservées (dans du glycérol 25 %) en tant que
Bacillus et cela en se basant sur les résultats des tests de I’identification préliminaire des

Bacillus. Les résultats sont présentés dans le tableau 8.
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Tableau 8. Résultats de I’identification préliminaire des Bacillus.

Isolats Critéres d’identification
Bacillus Forme Gram spore Catalase
E1PB4 Bacille (P) (+) (+)
E1PB10 Bacille (P) (+) (+)
E1PB15 Bacille (P) (+) (+)
E2FB2 Bacille (P) (+) (+)
E2FB1 Bacille (P) (+) (+)
E2FB5 Bacille (P) (+) (+)
E2FB10 Bacille (P) (+) (+)
E2PB3 Bacille (P) (+) (+)
E2PB1 Bacille (P) (+) (+)
E2PB7 Bacille (P) (+) (+)
E2PB10 Bacille (P) (+) (+)
E1FB13 Bacille (P) (+) (+)
E1FB15 Bacille (P) (+) (+)
E1PB6 Bacille (P) (+) (+)
E1PB9 Bacille (P) (+) (+)
E1FB19 Bacille (P) (+) (+)
E1PB1 Bacille (P) (+) (+)
E1PB11 Bacille (P) (+) (+)
E1FB17 Bacille (P) (+) (+)
E1FB29 Bacille (P) (+) (+)
E1FBS Bacille (P) (+) (+)
E1FB18 Bacille (P) (+) (+)
E2FB14 Bacille (P) (+) (+)

(P) positive, (+) présence du critére teste.
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Partie 3 Evaluation de I’activité promotrice de la croissance des plantes
3. 1 Etude de P’activité antagoniste in vitro

Les résultats de I’activité antifongique des Pseudomonas ont révélé une nette différence
entre les pourcentages d'inhibition enregistrés avec chaque essai d'antagonisme. La croissance de
Foc-S1 a été significativement plus réduite dans le test de production de CVA (p < 0,0001) avec
un taux d'inhibition moyen égal a 44,31 % contre 20,40 % dans le test de co-culture. En ce qui
concerne Foc-S2, il n'y avait pas de différence significative entre les deux essais (p = 0,085) avec
une inhibition moyenne égale a 26,75 % dans I'essai de co-culture contre 19,91 % dans l'essai de
production de CVA (Tableau 9).

Les isolats EIFP13, E1FP4 et E1PP7 ont donné les pourcentages d'inhibition les plus
élevés contre Foc-S1 avec des valeurs egales a 52,77 %, 48,37 % et 47,97 % respectivement. Ces
trois valeurs ont été enregistrées avec le test de production de CVA. Dans le cas de Foc-S2, les
isolats E1PP6, E1FP13 et E1PP15 ont enregistré les pourcentages d'inhibition les plus élevés,
soit : 52,20 %, 52,09 % et 45,38 % respectivement, et ce lors du test de co-culture
(principalement par l'action des composés diffusibles) pour E1PP6 et E1IFP13 et lors du test de
production de CVA pour E1PP15 (Tableau 9).
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Tableau 9. Pourcentages d'inhibition de la croissance radiale de Foc par les isolats Pseudomonas
dans chaque essai.

Isolats Foc-S1 Foc-S2
Essais Co-culture CVA Co-culture CVA
E2PP3 4,66 + 2,48° 44,70 + 4,09 17,13 + 4,323 23,62 + 3,250
E1PP14 11,81 + 5,59%¢ 44,51 + 2,14 14,96 + 4,38 12,57 + 7,62
E1FP14 9,36 + 3,64% 24,89 + 4,09° 22,98 + 2,78% 32,69 + 5,85
E2PP4 17,43 + 1,06 43,95 + 8,90 17,81 + 0,242 22,69 + 5,800
E1PP15 | 21,85 + 3,27¢f 47,43 + 8,58" 14,69 + 1,23 45,38 + 4,68°
E2PP7 24,10 + 3,90%" 44,22 + 2,29P 13,24 + 6,672 19,37 + 6,75%¢
E2PP5 20,49 + 1,29bcc® 44,61 + 0,09 17,18 + 8,823 19,17 + 7,68
E1FP8 22,16 + 2,020 45,01 + 0,41° 22,75 + 5,543 14,25 + 4,86%
E2PP8 17,08 + 3,38« 43,51 +0,37° 28,72 + 5,28%¢f 18,56 + 8,86°
E1FP9 24,59 + 2,97%" 44,89 + 0,51° 23,97 + 1,993bcde 13,09 + 2,64
E1PP2 22,95 + 3,310 43,77 £ 2,47° 27,36 + 0,19 20,49 + 6,92%¢
E2PP6 30,10 + 8,48° 45,00 +1,34° 21,12 + 5,743 12,26 + 4,34
E1PP7 25,61 + 2,81%f 47,97 + 5,04° 32,33 + 4,67%f 35,55 + 3,37%
E1FP4 23,24 + 1,410 48,37 + 6,31° 40,52 + 4,43 6,88 + 0,24°
E2PP2 33,03 + 8,54 44,19 + 2,26 35,70 + 3,68 19,88 + 4,57%°
E1PP6 19,06 + 0,73bcde 43,44 + 6,67° 52,20 + 4,519 7,02 £2,18°
E1FP13 | 19,24 +1,00% 52,77 + 2,32° 52,09 + 2,659 15,06 + 6,13%
Moyennes | 20,40 + 7,66 44,31 + 6,52 26,75 + 12,56 19,91 + 10,88

Les valeurs indiquées sont des moyennes de trois répétitions * écart type, Les moyennes d'une méme colonne

suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p < 0,05.

Comme pour les Pseudomonas, les résultats de I’activité antifongique des Bacillus ont
également révélé une claire différence entre les pourcentages d'inhibition enregistrés avec chague
essai d'antagonisme. La croissance de Foc-S1 a été significativement plus réduite dans le test de
la production de CVA (p < 0,003) avec un taux d'inhibition moyen égal a 41,01 % contre 22,95
% pour le test de co-culture. En ce qui concerne Foc-S2, il n'y avait pas de différence
significative entre les deux essais (p = 0,104) avec une inhibition moyenne égale a 37,22 % quant

a l'essai de co-culture contre 45,92 % en ce qui concerne l'essai de la production de CVA. Les
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isolats E1PB6, E1PB10 et E2PB1 ont donné les pourcentages d'inhibition les plus élevés contre
les deux Foc. Concernant Foc-S1, EIPB6 a enregistré le pourcentage d’inhibition le plus élevé
égal a 78,39 % suivi par ELIPB10 (69,17 %) et E2PB1 (67,43 %), ces valeurs ont €té enregistrées
avec I’essai de co-culture. Dans le cas de Foc-S2, il n’y avait pas une différence significative
entre les pourcentages d’inhibition enregistrés avec les trois isolats avec des valeurs égales a
72,39 %, 67,90 % et 71,81 % pour E1PB6, E1IPB10 et E2PB1 respectivement. Ces valeurs ont
été enregistrées avec le test de co-culture (Tableau 10).
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Tableau 10. Pourcentages d'inhibition de la croissance radiale de Foc par les isolats Bacillus
dans chaque essai.

Isolats Foc-S1 Foc-S2
Essais Co-culture CVA Co-culture CVA
E1FB13 9,84 + 1,55%¢ 39,21 + 1,08¢defoh 56,44 + 2,31k 23,72 + 3,67%
E1FB15 64,42 + 3,41f 47,39 + 1,86%N 64,40 + 2,174 45,95 + 3,24%f
E1FB17 5,08 + 4,44%¢ 44,00 + 7,20d%fon 52,55 + 3,06 42,16 + 3,34%
E1FB18 7,43 + 5 883¢ 28,16 + 7,84%¢ 45,72 + 6,38" 51,82 + 0,42¢fh
E1FB19 6,84 + 7,51%¢ 43,25 + 7,20d%fon 56,44 + 2 54K 56,87 + 2,71%n
E1FB29 5,26 + 3,08%¢ 33,39 + 1,30 25,29 + 3,25% 46,12 + 3,17%f
E1FB8 9,49 + 0,022¢ 42,37 + 3,485t 21,02 + 1,46% 56,94 + 513"
E1PB1 21,11 + 1,744 44,22 + 0,17%fon 7,86 + 3,87% 33,64 + 8,36
E1PB10 69,17 + 2,94f 46,30 + 2,91N 67,90 + 2,19' 46,33 + 8,17%"
E1PB11 13,62 + 1,840 33,95 + 4,365 3,83 + 2,662 43,47 + 6,66
E1PB15 31,88 + 0,34¢ 25,22 + 1,88 17,66 + 2,710 35,37 + 4,28%
E1PB4 3,32 + 4,12 21,90 + 6,282 44,03 + 8,489 16,27 + 4,332
E1PB6 78,39 + 1,959 53,95 + 0,73 72,39 + 4,11 53,41 + 3,69¢f
E1PB9 1,06 + 5,212 36,60 + 2,84bcdefg 40,52 + 7,74Th 51,00 + 1,54¢fh
E2FB1 13,82 + 0,21 40,66 + 4,23%fdn 13,21 + 1,562 57,61 + 2,75%n
E2FB10 2,92 + 0,832 41,15 + 2,49dfan 5,99 + 0,742 49,80 + 1,42¢fh
E2FB14 10,30 + 1,403b° 45,94 + 4,13¢fni 43,92 + 4,229" 46,42 + 2,21%f
E2FB2 39,21 +2,77¢ 48,74 + 0,589 35,06 + 3,83¢f 54,11 + 0,94¢fh
E2FB5 0,01 + 0,392 35,09 + 3,19Pcdef 8,73 +0,78% 53,41 + 1,166
E2PB1 67,43 + 5,82f 49,93 + 0,43" 71,81 + 4,08 23,58 + 0,96
E2PB10 3,62 + 4,824 48,19 + 0,659 26,82 + 2,06% 61,14 + 554"
E2PB3 40,82 + 0,62¢ 49,84 + 0,77" 33,24 + 1,53¢f 47,45 + 3,571
E2PB7 22,01 +5,11¢ 43,90 + 8,50%foni 41,28 + 2,12fh 59,48 + 4,119
Moyennes 22,95 + 24,60 41,01 + 8,84 37,22 +21,78 45,92 + 12,36

Les valeurs indiquées sont des moyennes de trois répétitions + écart type. Les moyennes d'une méme colonne

suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p < 0.05.
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S. meliloti a réduit la croissance de Foc-S1 avec un pourcentage d’inhibition égale a
46,46 £ 1,89, et de Foc-S2 avec un pourcentage d’inhibition égale a 44,58 + 1,6. Ces valeurs ont
été enregistrées avec le test de co-culture. En ce qui concerne le test de la production de CVA,
les taux d’inhibition étaient trés faibles avec des valeurs égales a 3,21 + 1.39 et 4,11 + 1,31
contre Foc-S1 et Foc-S2 respectivement.

Dans ce test, les souches Pseudomonas et Bacillus ont réduit la croissance mycelienne
des isolats Foc avec des pourcentages d'inhibition variables. Les résultats de leur effet
antagoniste ont révélé que pour I’ensemble des souches testées, la croissance de Foc-S1 était
significativement plus réduite dans l'essai de production de CVA que dans l'essai de co-culture,
alors que pour Foc-S2, il n'y avait pas de différence significative entre les deux essais.
Typiquement, on s'attendrait a un pourcentage d'inhibition plus élevé avec l'essai de co-culture
plutét qu'avec l'essai de la production de CVA, étant donné que dans I'essai de co-culture, Foc est
exposé a la fois aux composes diffusibles antifongiques (CDA) et CVA, alors que dans I'essai de
production de CVA, Foc n'est expose qu'aux métabolites antifongiques volatils. Cependant, nos
résultats mentionnés ci-dessus ont révélé le contraire. Cela peut étre expliqué par la diffusion de
métabolites antibactériens par Foc dans le milieu durant l'essai de co-culture, ce qui a affecté
négativement la capacité des souches Pseudomonas et Bacillus a inhiber la croissance fongique,
entrainant ainsi un pourcentage d'inhibition plus faible. Par ailleurs, dans I'essai de production de
CVA, la cloison dans la boite de Pétri protége les souches des composeés antibactériens potentiels
diffusés par Foc. Le métabolite le plus connu est I'acide fusarique, c’est une mycotoxine produite
par plusieurs espéces du genre Fusarium (Bacon et al., 1996). La production d'acide fusarique
par Foc a été rapportée par Tirkkan et Dolar (2010). Cette mycotoxine est capable de diminuer
la production de 2,4-diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG), un métabolite antifongique synthétisé
par la souche antagoniste P. protegens Pf-5 (Quecine et al., 2016). Des résultats similaires aux

notres ont été rapportés par Kumari et Khanna (2018).

L’évaluation in vitro de ’activité antagoniste des Pseudomonas a révelé que plusieurs
souches ont inhibé la croissance fongique des isolats Foc. Ces résultats sont en accord avec de
nombreuses études qui ont montré 1’efficacité des Pseudomonas a contrdler une large gamme de
phytopathogenes. Dans une étude menée par Al-Ghafri et al. (2020), deux souche de P.

aeruginosa, codée ISO1 et 1SO2, ont enregistré des taux significatifs d’antagonisme envers
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Pythium aphanidermatum et F. solani. Dans une autre étude, la croissance de Fusarium
oxysporum f. sp. cumini (I'agent pathogéne responsable du flétrissement du cumin) a été
hautement inhibée par P. fluorescens-5 (Rathore et al., 2020). La souche P. stutzeri PSIISS-1 a
considérablement supprimé la prolifération de Foc et Rhizoctonia solani sur PDA (Kumar et al.,
2022).

Les résultats de I’antagonisme in vitro ont montré que plusieurs souches Bacillus ont
également inhibé la croissance des isolats Foc. La capacité des Bacillus a contrbler les
phytopathogenes est déja largement documentée par plusieurs auteurs ; dans une étude réalisée
par Ben Khedher et al. (2021), la souche B. subtilis V26 a efficacement inhibé la croissance de
F. oxysporum, F. solani, F. gramineaurum et F. sambucinum. Haddoudi et al. (2021) ont
également rapporte, dans une autre étude, que B. cereus, B. mojavensis, B. velezensis, B. subtilis
et B. amyloliquefaciens possédent une activité antifongique considérable contre F. equiseti. De
méme Medeiros et Bettiol. (2021) ont montre que plusieurs souches Bacillus ont été capables de
controler la croissance de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (I'agent pathogéne responsable

du flétrissement de la tomate).

L’évaluation de I’activité antagoniste de la bactérie S. meliloti a donné des résultats trés
faibles (inferieures a 5 %) durant le test de production de CVA, ce qui indique qu’elle est capable
de produire des CVA mais avec des taux négligeables. Concernant le test de co-culture les taux
d’inhibition enregistré avec les deux Foc étaient supérieurs a 40 %, ce qui montre que I’activité
antifongique de S. meliloti est due principalement a la production des CDA. Généralement les
bactéries symbiotiques telles que S. meliloti sont connues en tant que biofertilisateurs (Menbari
et al., 2017 ; Bolandnazar et al., 2018 et Gou et al., 2020), peu d’études ont rapporté leur activité
antagoniste ; Hernandez et al. (2018) ont montré que la souche Sinorhizobium sp. CA-14 était
capable d’inhiber la croissance de F.solani, par ailleurs, 1’étude de Yang (2019) a révélé que la
souche S. adhaerens DMK-17 a controlé la prolifération de Fusarium oxysporum f. sp. Niveum
(agent causale du flétrissement de la pastéque), la souche S. meliloti TR1 a également été

rapportée dans le travail de Kumar et al. (2011) pour avoir inhibé la croissance de F.oxysporum.
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3. 2 Consortiums rhizobactéries-Sinorhizobium

Les tests de compatibilité entre Pseudomonas et S. meliloti ainsi que ceux entre Bacillus
et S. meliloti n’ont pas donné lieu a des zones d’inhibition, ce qui indique que ces rhizobactéries

peuvent étre utilisées en consortium avec S. meliloti contre Foc.

Dans le cas des souches Pseudomonas, le pourcentage d’inhibition de Foc-S1 le plus
élevé a été enregistré avec le consortium Sino-E1PP7 (65,91 %), suivi par Sino-E1FP13 (62,09
%) et Sino-E1FP4 (61,12 %) (Tableau 11). Ces valeurs sont significativement (p < 0,03) plus
¢levées que celles obtenues avec I’application individuelle de ces mémes souches. Concernant
Foc-S2, Le pourcentage d’inhibition le plus élevé a été enregistré avec le consortium Sino-
E1FP13 (67,17 %), suivi par Sino-E1PP6 (61,39 %) et Sino-E1PP15 (56,29 %) (Tableau 11).
Ces valeurs sont également significativement (p < 0,05) plus élevées que celles obtenues avec
I’application individuelle de ces mémes souches. Les résultats de ce test indiquent que 1’'usage
des Pseudomonas en consortium avec S. meliloti a un effet antagoniste plus élevé que leur usage

individuel contre Foc-S1 et Foc-S2.
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Tableau 11. Pourcentages d'inhibition de la croissance radiale de Foc par le consortium
Pseudomonas-Sinorhizobium

Consortiums Isolats Foc
Foc-S1 Foc-S2

Sino-E1FP13 62,09 + 2,8 67,17 + 2,50’
Sino-E1FP14 17,12 + 0,82 11,73 + 0,222
Sino-E1FP4 61,12 + 1,97 37,86 + 2,911
Sino-E1FP8 58,29 + 1,01¢f 47,26 + 2,59f
Sino-E1FP9 60,34 + 0,72¢ 15,23 + 0,612
Sino-E1PP14 46,90 + 0,22° 23,34 +2,70°
Sino-E1PP15 55,26 + 0,22% 56,29 + 1,279
Sino-E1PP2 58,16 + 0,07¢f 44,41 + 4,10¢f
Sino-E1PP6 49,69 + 3,07° 61,39 + 1,23"
Sino-E1PP7 65,91 + 3,439 16,54 + 0,722
Sino-E2PP2 55,66 + 2,24% 40,78 + 1,44%
Sino-E2PP3 47,61 + 0,74° 22,27 +0,48°
Sino-E2PP4 51,38 + 1,78 37,78 + 1,33¢
Sino-E2PP5 47,59 + 2,03° 31,25 + 1,40¢
Sino-E2PP6 55,40 + 3,77% 49,39 + 0,23f
Sino-E2PP7 39,36 + 0,88° 32,02 + 1,66°
Sino-E2PP8 57,60 + 0,44°f 49,09 + 2,78f
Moyennes 52,32 £ 11,17 37,78 £ 16,10

Les valeurs indiquées sont des moyennes de trois répétitions + écart type. Les moyennes d'une méme colonne

suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p < 0,05.

Dans le cas des souches Bacillus. Les consortiums Sino-E1PB6, Sino-E1PB10 et Sino-
E2PB1 ont donneé les meilleurs taux d'inhibition contre les deux Foc. En ce qui concerne Foc-S1,
il n’y avait pas une différence significative entre les pourcentages d’inhibition enregistrés avec
ces trois traitements, avec des valeurs égales a 76,72 %, 78,62 % et 77,01 % respectivement
(Tableau 12). La comparaison entre les pourcentages d’inhibition issus de I’application
individuelle des Bacillus avec ceux issus de leur application en consortium avec S. meliloti a

révélé que Foc-S1 est significativement (p < 0,05) plus inhibé par les traitements Sino-E1PB10
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et Sino-E2PB1 que par les traitements EIPB10 et E2PB1, cependant, il n’y avait pas une
différence significative (p = 0,299) entre I’effet antagoniste du traitement Sino-E1PB6 et E1PB6.
En ce qui concerne Foc-S2, les consortiums Sino-E2PB1 (81,95 %) et Sino-E1PB10 (80,10 %)
ont donné les meilleurs taux d’inhibition suivi par Sino-E1PB6 (73,44 %) (Tableau 12). La
comparaison entre 1’effet antagoniste individuel des Bacillus avec leur effet en combinaison avec
S. meliloti a révelé que les traitements Sino-E1PB10 et Sino-E2PB1 étaient significativement (p
< 0,05) plus efficaces que les traitements E1IPB10 et E2PB1, cependant, comme pour le Foc-S1,
le traitement Sino-E1PB6 n’était pas significativement (p = 0,684) different du traitement
E1PB6.
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Tableau 12. Pourcentages d'inhibition de la croissance radiale de Foc par le consortium
Bacillus-Sinorhizobium

Consortiums Isolats Foc
Foc-S1 Foc-S2

Sino-E1FB13 40,45 + 0,20° 4,96 + 1,702
Sino-E1FB15 68,33 + 1,85¢ 69,88 + 2,87"
Sino-E1FB17 17,38 + 0,592 6,98 + 1,34%
Sino-E1FB18 22,28 + 0,692 8,14 + 0,42%¢
Sino-E1FB19 54,29 + 3,344 44,45 + 0,05
Sino-E1FB29 44,55 + 1,78° 9,99 + 0,69
Sino-E1FB8 19,93 + 0,672 9,76 + 1,412
Sino-E1PB1 54,93 + 2,501 31,90 + 1,15¢
Sino-E1PB10 78,62 + 1,47° 80,10 + 0,13’
Sino-E1PB11 21,53 + 0,812 6,50 + 0,262
Sino-E1PB15 19,22 + 1,982 10,44 + 1,16
Sino-E1PB4 51,33 + 6,564 10,16 + 0,100
Sino-E1PB6 76,72 + 1,45 73,44 + 0,57"
Sino-E1PB9 18,81 + 1,522 9,70 + 0,600
Sino-E2FB1 29,13 +1,60° 9,18 + 1,342bcd
Sino-E2FB10 18,27 + 2,022 7,46 + 0,322
Sino-E2FB14 19,37 + 0,512 12,58 + 0,66
Sino-E2FB2 63,09 + 0,08¢ 64,04 + 3,309
Sino-E2FB5 21,49 + 3,172 9,08 + 0,442
Sino-E2PB1 77,01 +1,13f 81,95 + 0,87
Sino-E2PB10 18,43 + 3,372 7,61 + 3,942
Sino-E2PB3 17,61 + 1,392 13,09 + 4,119
Sino-E2PB7 53,57 + 1,604 44,38 + 0,15f

Moyennes 39,38 + 22,14 27,21 +27,21

Les valeurs indiquées sont des moyennes de trois répétitions + écart type. Les moyennes d'une méme colonne

suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p < 0,05.
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Figure 10. Activité antagoniste in vitro : 1 (test de co-culture), 2 (test par consortium), 3 (test de
production des CVA).

Les souches utilisées dans la formulation des consortiums ont déja montré leur capacité a
inhiber la croissance fongique avec des taux supérieurs a 40 %, leur usage combiné devrait
permettre d’obtenir des taux d’inhibition plus élevés que ceux observés avec leur usage
individuel, c’est ce que la présente étude a confirmé ; I’évaluation de I’effet antagoniste des
Pseudomonas et Bacillus en consortium avec S. meliloti a donné des pourcentages d’inhibition
plus élevés que ceux observé avec leur usage individuel (sauf pour E1PB6). L’union de deux
bactéries signifie I'union de deux mécanismes de contrdle, chaque bactérie produit des composés
antifongiques qui agissent contre le Foc aboutissant ainsi a des niveaux d’antagonisme plus
élevés. Récemment, plusieurs chercheurs se sont focalisés sur 1’étude du potentiel antagoniste
des différents consortiums bactériens; dans le travail de Kuswinanti et al. (2019), une
préparation formée par P. flourescens, Actinomycetes sp. et Streptomyces sp a inhibé la
croissance de F. oxysporum avec un taux égale a 60 %, tandis que I’étude de Nguyen et al.
(2019) a rapporté que la formulation MICROTECH-1(NL), composée par P. fluorescens, B.
subtilis, Streptomyces spp., lacticaseibacillus casei, Rhodopseudomonas palustris,
Saccharomyces cerevisiae, et Azotobacter sp. a inhibé la croissance de plusieurs souches de F.
proliferatum avec des valeurs supérieures a 70 %, de méme, Yang et al. (2014) ont montré que
I’usage du consortium BBS (B. cereus AR156, B. subtilis SM21 et Serratia sp. XY21) était plus
efficace contre Verticillium dahliae (agent du flétrissement verticillien) avec un taux d’inhibition

égale a 88,40 % en comparaison avec 1’usage individuel des bactéries.

Parmi toutes les souches testées, E1IPB6 est la seule a donner les mémes pourcentages
d’inhibition durant I’évaluation individuelle et celle en consortium avec S. meliloti, ce résultat

peut étre expliqué par la diminution de I’activité antagoniste d’au moins une des deux bactéries,
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¢’est-a-dire, qu’au moins une des deux bactéries a un effet négatif sur la capacité de I’autre a
inhiber la croissance fongique. Des résultats similaires aux notre ont été observé par Pellegrini et
al. (2020) ou le PGPR Herbaspirillum seropedicae a inhibé la croissance de Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici et Rhizoctonia solani avec les méme pourcentages durant
I’évaluation individuelle et celle en consortium avec Gluconacetobacter diazotrophicus et

Burkholderia ambifaria.

3. 3 Effet des bactéries sur la morphologie des Foc

En se basant sur les résultats des tests de I’évaluation de ’activité antifongique contre
chaque Foc, cinq Pseudomonas (E1FP13, E1FP4, E1PP7, E1PP6, et E1PP15) et trois Bacillus
(E1PB10, E2PB1, et E1PB6) ont eté selectionnés pour avoir enregistré les meilleurs
pourcentages d’inhibition. Ces rhizobactéries ont été examinées sous microscope pour observer

I’impact de leur effet antagoniste sur Foc.

La comparaison entre la morphologie des isolats Foc traités avec les souches
Pseudomonas et celle des isolats Foc non traités (témoins) a révélé une nette différence entre les
deux. Dans le cas de Foc-S1, les hyphes issues des boites traitées avec E1FP13 sont apparues
discontinues (fragmentées), vides et sans septa (Figure 11D), alors que pour les traitements
E1PP7 et E1FP4, les hyphes sont apparues vides de leur contenu avec la présence de
granulations (vésicules) ; les septa étaient aussi absents (Figures 11B, 11C). Dans le cas de Foc-
S2, les hyphes issus des boites traités avec E1PP15 étaient dépourvus de septa avec un
cytoplasme condensé (Figure 12D). En ce qui concerne les traitements E1FP13 et E1PP6, les
hyphes sont apparus vides, dépourvus de septa pour la plupart, avec la présence de granulations ;
certaines zones étaient également déformées (gonflées) (Figures 12B, 12C). Les deux témoins
ont présenté l'aspect caractéristique du Foc sans aucun changement dans la morphologie des
hyphes (figures 11A et 12A).

Le traitement par les souches Bacillus a également provoqué des altérations dans la
morphologie des isolats Foc en comparaison avec les témoins. Le traitement E2PB1 a affecté les
deux Foc de la méme maniére, les hyphes sont apparus discontinues (fragmentées), vides et sans
septa (Figure 13B). Concernant les boites traitées par ELPB10, les hyphes sont apparus vides de
leur contenu avec la présence de granulations (vésicules) ; les septa étaient aussi absents (Figure

13C), les méme altérations ont été observées avec les deux Foc. Dans le cas des boites traitées
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par E1PB6, les mémes observations ont également été enregistrées avec les deux Foc ou les
hyphes sont apparus vides, dépourvus de septa avec la présence de granulations ; certaines
régions ont également présentées des déformations (gonflement) (Figure 13D). Les deux témoins

ont présenté l'aspect caractéristique du Foc sans aucun changement dans la morphologie des
hyphes (figures 13A et 13F).

Dans le cas des hoites traitées par S. meliloti, les hyphes sont apparus vides de leur
contenu avec la présence de granulations (vésicules) ; les septa étaient aussi absents. Ces
altérations ont été observées avec les deux Foc (Figure 13E)

Figure 11. Observations en microscope optique de I'impact des souches Pseudomonas sur la
morphologie des hyphes de Foc-S1 (40x) : A (témoin), B (effet de EIPP7), C (effet de E1FP4),
D (effet de E1FP13). St (septa), Gr (granulations), Fr (fragmentations).
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Figure 12. Observations en microscope optique de I'impact des souches Pseudomonas sur la
morphologie des hyphes de Foc-S2 (40x) : A (témoin), B (effet de EIFP13), C (effet de E1PP6),
D (effet de E1PP15). St (septa), Gr (granulations), Df (déformations), (Cd) (condensations).

Figure 13. Observations en microscope optique de I'impact des Bacillus et S. meliloti sur la
morphologie des Foc (40x) : A (témoin Foc-S1), B (effet de E2PB1), C (effet de EIPB10), D
(effet de E1PB6), E (effet de S. meliloti), F (témoin Foc-S2). St (septa), Fr (fragmentations), Gr
(granulations), Df (déformations).

81



Chapitre 3 Résultats et discussion

Les résultats de I’examen microscopique ont permis de confirmer la production de
composés antifongiques par les isolats bactériens. Une série d’altérations morphologiques
commune a été observée chez les trois genres. Des hyphes fragmentés, vide et sans septa ont
caractérisé les Foc traités par ELFP13 (Pseudomonas, contre Foc-S1) et E2PB1 (Bacillus, contre
Foc-S1 et Foc-S2). Attia et al. (2020) ont également rapporté une fragmentation des hyphes
d'Alternaria solani suite a un traitement avec des PGPR. Ces résultats peuvent étre interprétés
par la lyse des hyphes qui a conduit a la perte de leur contenu, ce qui explique I'apparence vide.
Cette action Iytique est due aux métabolites antifongiques libérés par ces bactéries. Il a été
démontré que P. monteilii PsF84 a provoqué la lyse des hyphes de Fo a travers l'action d’un
composé antifongique volatil identifié en tant que 2, 4-Di-tert-butylphénol (Dharni et al., 2014).
Par ailleurs Gu et al. (2017) ont montré que le traitement de F. graminearum par la lipoprotéine
bacillomycin D produite par B. amyloliquefaciens FZB42 a causé une destruction de la paroi
cellulaire des hyphes. De méme une étude menée par Gong et al. (2015) a révelé que deux
composes (iturin A et plipastatin A) produits par B. amyloliquefaciens était responsables des
altérations morphologiques observées chez F. graminearum, le traitement par ces composes a
provogué une fragmentation des membranes des hyphes et de graves endommagements des septa

(perte de structure), ce qui a conduit a un échappement du contenu cellulaire.

Des hyphes vides, sans septa avec un cytoplasme granulé ont été observés chez les Foc
traités par les souches E1FP4, E1PP7 (Pseudomonas, contre Foc-S1), E1IPB10 (Bacillus, contre
Foc-S1 et Foc-S2) et S. meliloti (contre Foc-S1 et Foc-S2). Des résultats similaires aux notre ont
été observes chez Botrytis cinerea aprés un traitement avec Pseudomonas sp. PsJN (Barka et al.,
2002). Dans une autre étude, un composé antifongique volatil libéré par P. brassicacearum et
identifié comme étant le dI-Limonéne a également cause la formation de granulations a l'intérieur
des hyphes de Sclerotinia sclerotiorum (Giorgio et al., 2015). Les granulations observées chez
Foc pourraient étre des restes de cytoplasme formés suite a une fuite de cytoplasme provoqué par
la lyse des hyphes. L’étude de Kumar et al. (2011) a révélé que S. meliloti TR1 a causé une lyse
des hyphes et une fuite du cytoplasme chez Fo. Les mémes altérations ont été également
observées avec E1FP13, E1PP6 (Pseudomonas, contre Foc-S2) et ELPB6 (Bacillus, contre Foc-
S1 et Foc-S2), cependant les hyphes traités par ces souches se sont distingués par des régions
déformées (gonflées). Des résultats similaires aux notre ont été observes avec Rhizoctonia solani

suite a un traitement par Pseudomonas PGC2 (Arora et al., 2008). De méme, des hyphes gonflés
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et vides ont été notés chez Rhizoctonia bataticola aprés un traitement avec 1’extrait métabolique
brut de B. subtilis (Chiranjeevi et al., 2021). Win et al. (2021) ont également montré que B.
subtilis et B. velezensis ont provoqué des gonflements des hyphes de Fo. Des hyphes sans septa
avec un cytoplasme condensé ont été observés aprés traitement de Foc par E1PP15
(Pseudomonas, contre Foc-S2), les mémes observations ont été rapportées par Giorgio et al.
(2015) lorsque Sclerotinia sclerotiorum a été traité avec Pseudomonas spp. USB2104.

3. 4 Recherche des métabolites impliqués dans la promotion de la croissance des plantes

Les résultats de 1’évaluation de la production des composés responsables de la promotion
de la croissance des plantes ont été variables d’un groupe bactérien a I’autre et au sein du méme
groupe. Concernant les bactéries du groupe Pseudomonas, toutes les cinq souches se sont
montrées positives pour la solubilisation du phosphate avec des valeurs allant de 57,66 a 240,69
ug P mL?. Les valeurs de solubilisation les plus élevées ont été enregistrées avec E1FP4 et
E1PP7, qui ont libéré 240,69 pug P mL? et 223,09 ug P mL™?, respectivement. Tous les isolats ont
été positifs pour la production de sidérophores, d'AlA et d'ammoniac. Trois isolats, E1PP7,
E1PP15, et E1PP6, ont été positifs pour la production de ’HCN. La recherche des differentes
enzymes a révélé que tous les isolats étaient négatifs pour la production de ’a-amylase et de la
chitinase mais positifs pour la production de la cellulase. A ’exception de EI1PP6, toutes les
souches Pseudomonas ont produit la lipase avec les isolats EIPP15 et E1IPP7 qui ont enregistré
une activité elevée a tres élevée. Parmi les cinq Pseudomonas, E1PP7 et E1PP15 étaient les

seules a posséder une activité protéolytique (Tableau 13, figure 14).

Dans le cas du groupe Bacillus, toutes les souches se sont montrées positives pour la
solubilisation du phosphate, I'estimation quantitative a donné des valeurs similaires entre les trois
souches allant de 103,38 pg P mL™ & 124,88 pug P mL™. Toutes les bactéries ont été positives
pour la production d’HCN, d'AIA et d'ammoniac. Les trois souches ont également enregistré une
activité élevée pour la production de siderophores. L’évaluation de la production des différentes
enzymes a révelé que toutes les souches étaient négatives pour la production de la chitinase mais
positives pour la production d’a-amylase et protéase avec E2PB1 ayant une activité élevée. Les
trois Bacillus ont produit la lipase de maniéere similaire, elles ont également synthétisé la

cellulase avec E2PBL1 et E1IPB10 ayant les meilleures productions (Tableau 13, figure 14).
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Quant a S. meliloti, le test qualitatif de la solubilisation du phosphate sur gélose n’a pas
donné lieu a la formation d’halo, cependant, lors du test quantitatif, 1’isolat a solubilisé le
phosphate avec une valeur égale a 119,19 ug P mL™. La bactérie s’est montrée positive pour la
production d’AIA et ammoniac mais négative pour la production de siderophores et HCN.
Concernant la production des enzymes lytiques, la bactérie n’a pas produit la protéase mais elle a

synthétisé I’a-amylase, la lipase, la cellulase ainsi que la chitinase (Tableau 13, figure 14).

Tableau 13. Production des métabolites impliqués dans la promotion de la croissance des plantes

Bactéries | Amy | Lip | Pro | Cel | Chit | HCN | AIA | Amm | Sid | PhQl | PhQt
E1PP7 - ++++ | + + - ++ + +++ | ++ + 223,09
+ 18,991

E1FP4 - + - + - - + + +++ | + 240,69
+0,06¢

E1PP15 - +++ | ++ + - + ++ ++ ++ + 173,80
+1,47°

E1PP6 - - - ++ - ++ + + +++ | ++ 62,82
+ 6,012

E1FP13 - + - + - - ++ + +++ | ++ 57,66
+11,40?

E1PB10 ++ + ++ | +++ - ++ + + +++ + 111,77
+4,98°

E2PB1 +++ + +++ | +++ - + + + +++ + 124,88
+2,42°

E1PB6 ++ + + ++ - ++ + + +++ + 103,38

+15°

S, meliloti + + - + ++ - ++ + - - 119,19
+1,52°

(-) aucune activité, (+) activité faible, (++) activité modérée, (+++) activité élevée, (++++) activité tres élevées. Les
valeurs indiquées sont des moyennes de trois répétitions + écart type. Les moyennes d'une méme colonne suivies

d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes a p < 0,05.
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Figure 14. Evaluation de I’activité promotrice de la croissance des plantes : 1 (antagonisme), 2
(production de I’AIA), 3 (production de cellulase), 4 (production des siderophores), 5
(production de protéase), 6 (production de I’ammoniac), 7 (production d’amylase), 8

(solubilisation du phosphate), 9 (production d’HCN), 10 (production de lipase), 11 (production

de chitinase).

La recherche des métabolites de promotion de la croissance des plantes a révélé que les
bactéries sont capables de produire une large gamme de composés impliqués dans la nutrition de
la plante et la protection contre les phytopathogénes. Les résultats de ce test permettent
d’expliquer I’activité antifongique observée chez les bactéries. Dans le groupe Pseudomonas, les
résultats du test d’antagonisme in vitro ont montré que les souches E1FP13, E1FP4 et E1PP7 ont
inhibé la croissance de Foc-S1 a travers la production de CVA, ce qui est cohérent avec les
résultats du présent test. ELIFP13 et E1FP4 ont produit I’ammoniac tandis que E1PP7 a produit
I’ammoniac et 'HCN. L’activité antagoniste de ces deux composés volatiles est déja
documentée par plusieurs auteurs. Une étude récente menée par Vlassi et al. (2020) a confirmé
I'implication de I'ammoniac libéré par Lysobacter capsici AZ78 dans l'inhibition de Rhizoctonia
solani. Une autre étude a révélé que I'HCN émis par P. putida R32 et P. chlororaphis R47 est
responsable de I'inhibition de la croissance mycélienne du phytopathogen Phytophthora infestans
(Anand et al., 2020). L’HCN agit en ciblant la chaine de transport d'électrons des pathogenes, ce
qui conduit a une déficience dans leur production d'ATP, limitant ainsi leur croissance et leur
développement (Kumari et Khanna, 2018). L’évaluation in vitro de 1’effet antagoniste a montré
que la souche E1PP15 a inhibé la croissance de Foc-S2 a travers la production de CVA, cette

production est prouvee par le présent test, ou la bactérie s’est montrée positive pour la synthese
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de ’HCN et I’ammoniac. E1PP6 et ELFP13 ont inhibé la croissance de Foc-S2 principalement a
travers la production de CDA, ce qui est positivement corrélé & leur capacité a produire des
siderophores. Les siderophores sont des composés de faible poids moléculaire qui chélate le fer
ferrique (Neilands, 1984). Di Francesco et Baraldi (2021) ont signalé que la compétition pour le
fer par la libération des sidérophores par les antagonistes a réduit la croissance mycélienne du
champignon pathogene Monilinia laxa. Dans une autre étude, il a été démontré que les
rhizobactéries qui avaient un fort effet antagoniste contre Pyricularia oryzae étaient celles qui
ont enregistré la meilleure production de sidérophores (Nabila et Kasiamdari, 2021). Outre la
production de sidérophores, l'isolat ELFP13 était également positif pour la production de lipase,
une enzyme responsable de la dégradation de la paroi cellulaire fongique (Zouari et al., 2020).
L'isolat EIPP6 n'a pas produit d'enzymes lytiques, ce qui suggére que d'autres enzymes, telles
que la B-glucanase, impliquées dans la dégradation de la paroi cellulaire fongique (Dewi et al.,
2016) ou d'autres mécanismes, tels que la production de cyclo (Pro-Val) (un dipeptide cyclique a
activité antifongique produit par P. frederiksbergensis CMAA 1323) (Melo et al., 2016), et la
production d'antibiotiques (Sharma et al., 2018), ont pu étre utilisés.

Dans le cas du groupe Bacillus, toutes les souches ont produit I’ammoniac, ’HCN, la
lipase et les siderophores ainsi que la protéase qui est une enzyme responsable de la dégradation
de la paroi cellulaire fongique (Zouari et al., 2020) ce qui est cohérant avec les résultats des tests
de co-culture et production de CVA. La production de ces metabolites par Bacillus a été
rapportée par plusieurs études ; dans le travail de Xu et al. (2016) deux souches de Bacillus
(SG08-09 et SG09-12) ont produit I’ammoniac, la protéase et les siderophores, par ailleurs,
I’étude de Jamali et al. (2018) a montré que la souche B. amyloliquefaciens AH53 a produit la
lipase, la protéase, ’HCN et les siderophores, le travail de Shahid et al. (2021) a également
montré que B. amyloliquefaciens, B.subtilis, et B. tequilensis ont produit la lipase, la protéase et
les siderophores. En ce qui concerne S. meliloti, cette souche a produit la chitinase qui est une
enzyme impliquée dans la lyse de la paroi cellulaire fongique (Dewi et al., 2016) ainsi que la
lipase. Ces résultats expliquent son effet antifongique observé durant le test de co-culture. La
production de chitinase a également été observée avec S. fredii KCC5 (Kumar et al., 2010), S.
meliloti TR1 et S. meliloti TR4 (Kumar et al., 2011), ces bactéries ont aussi inhibé la croissance
fongique de Fusarium. Plusieurs bactéries antagonistes appartenant au groupe rhizobia ont été

rapportées pour leur activité lipolytique ; Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium S2 et

86



Chapitre 3 Résultats et discussion

Rhizobium S3 ont produit la lipase et ont inhibé la croissance de Fusarium (Kannan et al., 2019),
Mesorhizobium ciceri-4 a également produits la lipase et a inhibé la croissance de Foc, F.
verticillioides, Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, Rhizoctonia solani, F. solani et

Alternaria alternata (Shurigin et al., 2018).

En ce qui concerne la production des métabolites impliqués dans la promotion directe de
la croissance des plantes, il en ressort que toutes les souches ont synthétisé 1I’AIA, cette
phytohormone joue un rdle important dans le développement de la plante et ce en augmentant
I’apport nutritionnel de la plante a travers 1’augmentation de la surface des racines (Vessey,
2003). Toutes les souches étaient positives pour la production de la cellulase ; enzyme impliquée
dans l'augmentation de la matiere organique du sol (Varma et al., 2019). Toutes les souches
Bacillus ainsi que S. meliloti ont produit I’amylase qui comme la cellulase, augmente la matiére
organique du sol (Choubane et al., 2016). Toutes les souches ont produit de I’ammoniac, il a été
démontré que I'ammoniac produit par les PGPR fournit de lI'azote a leurs plantes hotes et favorise
ainsi leur croissance (Bhattacharyya et al., 2020). Toutes les souches ont également solubilisé le
phosphate, cependant, les résultats de I'essai qualitatif ne correspondaient pas a ceux de l'essai
quantitatif ; les valeurs de solubilisation les plus élevées ont été observées avec les souches qui
ont donné les halos de solubilisation les plus faibles sur le milieu solide. Les mémes résultats ont
été observés par Nautiyal (1999). Le phosphate joue un role vital dans le développement des
plantes. Malgré son abondance dans le sol, sa majorité reste indisponible pour les plantes. Les
microorganismes solubilisant le phosphate peuvent hydrolyser les formes insolubles du
phosphate en une forme soluble qui peut étre facilement assimilée par les plantes (Kalayu, 2019).
La production d’AIA, d’amylase, de cellulase et d’ammoniac ainsi que la solubilisation du
phosphate par les Pseudomonas, Bacillus, et S. meliloti a été rapportée par plusieurs auteurs
(Kumar et al., 2010 ; Hernandez et al., 2018 ; Kumari et al., 2018 ; Ben Khedher et al., 2021 ;
Haddoudi et al., 2021).

Partie 4 Effet des bactéries sur la croissance du pois chiche et le contréle de la
fusariose
4. 1 Effet des bactéries sur la croissance du pois chiche

Les souches Pseudomonas ont €té appliquées individuellement et en consortium avec S.

meliloti sur les grains de pois chiche afin de pouvoir évaluer leur impact sur la croissance des
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plantes. Les résultats de I’expérience ont montré qu’a 1’exception du traitement E1PP15, tous les
autres traitements ont provoqué une augmentation significative (p < 0,0001) de la longueur de la
tige (LT). La LT la plus élevée a été enregistrée avec les traitements ELPP7C (38,02 cm) et
E1PP7 (35,77 cm). Tous les traitements ont provoqué une augmentation significative (p <
0,0001) de la longueur de la racine (LR) avec ELPP7C qui a donné la valeur la plus élevée de
23,85 cm. En ce qui concerne le poids sec de la tige (PST), une augmentation significative (p <
0,0001) a été observée avec tous les traitements sauf pour le traitement E1PP15, le PST le plus
élevé a été enregistré avec le traitement E1IPP7C qui a donné une valeur égale & 0,36 g. Tous les
traitements ont provoqué une augmentation significative (p < 0,0001) du poids sec des racines
(PSR), le traitement E1PP7C a enregistré la meilleure valeur (0,24 g) suivi par le traitement
E1FP13C (0,23 g). Les résultats de ce test ont révélé que 1’usage des souches Pseudomonas en
consortiums avec S. meliloti abouti a une meilleure amélioration de la croissance des plantes que

celle observée avec leur usage individuel (Tableau 14).

Tableau 14. Effets individuel et en consortium des Pseudomonas sur la croissance du pois
chiche

Pseudomonas LT (cm) LR (cm) PST (g) PSR (g)

E1PP6 28,80 + 0,69° 12,13 +1,33% 0,23 + 0,02 0,14 + 0,04%
E1FP13 30,17 + 1,46 17,97 + 0,96 0,26 +0,01% 0,20 + 0,01
E1FP4 30,23 + 1,66 14,83 + 1,56 0,27 +0,02% 0,18 + 0,02
E1PP7 35,77 + 1,10° 20,53 £ 0,38° 0,32 + 0,04 0,20 + 0,04°%
E1PP15 23,57 £ 0,572 14,53 + 1,19 0,18 + 0,02° 0,17 +0,01*
E1PP6C 31,09 + 1,47 15,10 + 1,49 0,26 + 0,02% 0,18 + 0,01°
E1FP13c 32,03 £1,19° 19,35 + 1,02% 0,28 +0,01¢ 0,23 +0,01%
E1FP4c 33,09 £ 0,29° 16,56 + 1,17 0,30 +£0,01% 0,20 + 0,01°%%
E1PP7c 38,02 + 0,4¢ 23,85 + 1,12 0,36 + 0,01 0,24 +0,02°
E1PP15c 28,02 + 0,59° 16,43 + 1,09% 0,21 +0,01%° 0,19 + 0,01
Témoins 25,07 £ 1,872 11,17 + 2,40° 0,17 £ 0,022 0,11 £ 0,01°

C : consortium avec S, meliloti. Les valeurs indiquées sont des moyennes de trois répétitions + écart type. Les

moyennes d'une méme colonne suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p < 0,05.
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Dans le cas des souches Bacillus, les résultats de 1’évaluation de leur effet individuel et
celui en combinaison avec S. meliloti sur la croissance du pois chiche ont révélé qu’a I’exception
du traitement E2PB1, tous les autres traitements ont provoqué une augmentation significative (p
< 0,0001) de la LT. La LT la plus élevée a été enregistrée avec le traitement EIPB6C (33,3 cm).
Une augmentation significative (p < 0,0002) de la LR a été notée avec tous les traitements, les
plantes traitées par ELPB6C ont été marquées par la meilleure croissance qui est égale a 18,7 cm.
Concernant le PST, une augmentation significative (p < 0,0001) a été observée avec tous les
traitements, Les meilleurs PST ont été observé avec E1IPB6C et E1PB6 qui ont donné des valeurs
égales a 0,39 g et 0,37 g respectivement. Une augmentation significative (p < 0,0001) du PSR a
également été observée avec tous les traitements, Les meilleures valeurs ont été notées avec les
traitements E2PB1C (0,25 g) et EIPB6C (0,24 g). Les résultats de ce test ont montré que
I’application des souches Bacillus en consortiums avec S. meliloti abouti a une meilleure
ameélioration de la croissance des plantes que celle observée avec leur application individuelle
(Tableau 15).

Tableau 15. Effets individuel et en consortium des Bacillus sur la croissance du pois chiche

Bacillus LT (cm) LR (cm) PST (g) PSR (g)
E1PB10 28,23 + 1,53%® 13,30 + 0,82% 0,22 +0,01° 0,18 +0,01°
E2PB1 25,27 £ 0,672 14,37 + 0,55%° 0,27 +0,01% 0,23 +0,01%
E1PB6 30,83 + 0,47 15,63 + 0,76 0,37 £ 0,02° 0,22 +0,01%
E1PB10c 30,80 + 0,82 16,30 + 0,87 0,25 +0,01° 0,21 £ 0,01°
E2PBlc 27,90 + 1,31%® 17,00 + 1,35 0,29 +0,02¢ 0,25 +0,01°
E1PB6C 33,30 £1,37° 18,70 + 1,561 0,39 +0,01° 0,24 +0,01°
Témoins 25,07 £ 1,872 11,17 + 2,40° 0,17 £ 0,02? 0,11 £ 0,01°

C : consortium avec S. meliloti. Les valeurs indiquées sont des moyennes de trois répétitions + écart type. Les

moyennes d'une méme colonne suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p < 0,05.

En ce qui concerne S. meliloti, cette souche a augmenté de maniére significative (p <
0,05) tous les parameétres de croissance, avec des valeurs égales a 28,22 cm, 15,10 cm, 0,21 g, et
0,18 gpour la LT, la LR, le PST, et le PSR respectivement.
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Figure 15. Effet des bactéries sur la croissance du pois chiche : 1 (traitement par Bacillus), 2
(témoin), 3 (traitement par Pseudomonas), 4 (traitement par S. meliloti).

Le traitement des graines de pois chiche par les différentes bactéries a révélé une
augmentation considérable des paramétres de croissance. Dans le groupe Pseudomonas, les
isolats E1PP6, E1FP13, E1FP4 et E1PP7 ont augmenté de maniere significative la LT et le PST,
ce qui est cohérant avec leur capacité a produire plusieurs composeés tels que I'ammoniac, la
cellulase, les sidérophores, et a solubiliser le phosphate. Bien que 1’isolat EIPP15 se soit montré
positif pour la production de ces composés, il n'a pas amélioré la croissance de la tige comme le
reste des isolats. Ce résultat peut étre expliqué par le fait que, contrairement aux tests in vitro,
E1PP15 n'était pas capable de synthétiser ces métabolites in vivo. En ce qui concerne la
croissance des racines, tous les isolats ont augmenté significativement la LR et le PSR, ce qui
concorde avec leur capacite a produire de I'AlA. L'AIA joue un réle important dans le
développement des racines ; dans une étude récente, le type sauvage de P. moraviensis a été
signalé pour sa capacité a augmenter la surface des racines du blé par rapport a ses mutants
déficients en AIA (Ul Hassan et Bano, 2019). Nos résultats sont en accord avec plusieurs études
qui ont demontré la capacité des Pseudomonas a améliorer la croissance du pois chiche (Joshi et
al., 2019 ; Rawat et al., 2019 ; Gaurav et Pallavi, 2020).

Dans le cas du groupe Bacillus, les isolats EIPB10 et E1IPB6 ont augmenté de maniere
significative la LT ainsi que le PST, cette amélioration est due a leur capacité a augmenter la
fertilité du sol & travers la production de I’amylase, la cellulase, I’ammoniac, les siderophores et
a solubiliser le phosphate. L’isolat E2PB1 n’a pas augmenté la LT mais il a augmenté le PST. Ce

résultat peut étre expliqué par une augmentation dans le nombre des feuilles ou ramifications.
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L’effet positif des Bacillus sur le nombre des feuilles et ramifications a déja été rapporté par
plusieurs auteurs (Chakraborty et al., 2006 ; Kim et al., 2017 ; Jabborova et al., 2021). Tous les
isolats Bacillus ont augmenté la LR et le PSR ce qui est cohérant avec leur capacité a produire
I’ ATA. Une corrélation positive entre la production d’AIA par Bacillus sp. Whir-15 et Bacillus
sp. Whir-12 et la croissance racinaire du blé traité par ces bactéries a été observée par Baghaee-
Ravari et Heidarzadeh (2014). Plusieurs travaux qui ont démontré la capacité des Bacillus a
améliorer la croissance du pois chiche (Kumar et al., 2016 ; Khan et al., 2021 ; Kushwabha et al.,
2021) Concordent avec les résultats de notre étude. En ce qui concerne S. meliloti, cette souche a
amélioré tous les parametres de croissance, ce qui est cohérant avec sa capacité a produire
I’amylase, la cellulase, I’AIA, ’ammoniac et a solubiliser le phosphate. L’effet positif de
Sinorhizobium sur la croissance des plantes a été rapporté dans plusieurs études (Kumar et al.,
2010 ; Kumar et al., 2011 ; Hernandez et al., 2018). Les résultats de ce test ont révélé que
I’'usage des souches Pseudomonas et Bacillus en consortiums avec S. meliloti abouti a une
meilleure amélioration de la croissance des plantes que celle observée avec leur usage individuel.

Les mémes résultats ont été rapportés par Guifiazu et al. (2010).

4. 2 Biocontrole de la fusariose

L’évaluation de la capacité des traitements Pseudomonas a contréler la fusariose du pois
chiche a révélé que la GM a été significativement (p < 0,0001) plus faible dans les plantes
inoculées par les différents traitements en comparaison avec les plantes non inoculées infectées
par Foc-S1 (témoin). Les valeurs de la GM étaient similaires a travers les six traitements,
cependant, une différence significative (p = 0,020) a éte notée avec les valeurs de la RM. La
meilleur RM a été enregistrée avec le traitement ELFP13c (69,23 %). La GM a été également
significativement (p < 0,0001) plus faible chez les plantes traitées en comparaison avec les
plantes non traitées infectées par Foc-S2 (témoin). Les valeurs de la GM étaient
significativement différentes a travers les six traitements, les plantes traitées par ELIFP13c ont été
marquées par la GM la plus faible (27,78 %). Une différence significative (p = 0,001) a été notée
avec les résultats de la RM, La meilleur valeur a été observée avec le traitement E1FP13c (66,67
%). A I’exception de E1FP4, toutes les autres souches Pseudomonas ont mieux réduit la
fusariose causée par Foc-S1 quand elles ont été utilisées en combinaison avec S. meliloti. Pour
les plantes infectées par Foc-S2, une meilleure réduction de la maladie a également été notée

quand les souches Pseudomonas ont été utilisées en combinaison avec S. meliloti (Tableau 16).
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Tableau 16. Biocontréle de la fusariose par les traitements Pseudomonas

Traitements Foc-S1 Traitements Foc-S2

GM % RM % GM % RM %

E1FP13 31,94 55,77 E1FP13 38,89 53,33
+ 6,36 +8,81% +4,82% + 5,78

E1FP4 37,50 48,08 E1PP6 44,44 46,67
+4,17° +5,78% +9,62° +11,55

E1PP7 38,89 46,16 E1PP15 58,33 30,00
+ 9,627 + 13,332 +0,00° + 0,00

E1FP13c 22,22 69,23 E1FP13c 27,78 66,67
+4,81° + 6,66° +4,81° +5,77°

E1FP4c 25,00 65,38 E1PP6C 36,11 56,67
+00,00° +00,00% + 4,812 +5,77%

E1PP7c 27,78 61,54 E1PP15c 38,89 53,33
+ 4,812 + 6,66%° +4,81% +5,77

Témoins 72,22 00,00 Témoins 83,33 00,00

+12,73° + 8,34¢

C : consortium avec S. meliloti. Les valeurs indiquées sont des moyennes de trois répétitions + écart type. Les

moyennes d'une méme colonne suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p < 0,05

L’effet des traitements Pseudomonas sur la croissance des plantes de pois chiche atteintes
de fusariose a également ¢été évalué. Les résultats de 1’expérience ont montré que chez les plantes
infectées par Foc-S1, une amélioration significative (p < 0,0001) des paramétres de croissance a
été observée avec toutes les plantes traitées par rapport aux plantes non traitées (témoins). La LT
la plus élevée a été notée avec le traitement E1IPP7C (34,13 cm). Les meilleurs LR ont été
enregistrées avec E1IPP7C (19,00 cm) et E1IFP13C (18,03 cm). Quant au PST, les plantes traitées
par E1IPP7C ont été marquées par le PST le plus élevé égale a 0,27 g. Concernant le PSR, Les
meilleurs résultats ont été observés avec E1FP13C (0,21 g) et ELPP7C (0,20 g). Comme pour les
plantes infectées par Foc-S1, les traitements ont aussi améliorés significativement (p < 0,0001)
les paramétres de croissance chez les plantes infectées par Foc-S2 et cela en comparaison avec
les plantes non traitées (témoins). Le traitement E1FP13c¢ s’est montré le plus performant parmi

les six traitements, il a enregistré des valeurs égales a 28,03 cm, 15,01 cm, 0,18 g, et 0,18 g pour
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la LT, LR, PST, et PSR respectivement. Les résultats de ce test ont révélé que 'usage des
souches Pseudomonas en consortiums avec S. meliloti améliore la croissance des plantes de pois

chiche infectées par Foc mieux que leur usage individuel (Tableau 17).

Tableau 17. Effet des traitements Pseudomonas sur la croissance du pois chiche infecté par Foc

Foc-S1 Foc-S2

LT LR PST PSR | _ | LT LR PST | PSR
o o
=| (cm) (cm) ) (@) =] (cm) (cm) (9) (9)
= F
| 2752 [ 1500 | 020 018 | | 2402 | 1251 | 016 | 015
3| £043° | £141° | £0,01™ | £0,02°° | & | +0,88° | £0,80% | +0,01° | +0,00%
o o

2089 | 13,70 | 0,19 0,16 2559 | 1088 | 015 | 0,13
< ©
0| £1,99* | £0,68° | +£0,01° | £0,01° | & | £1,22% | £0,50° | +0,01° | +0,02%
o o

31,39 | 1505 | 0,22 018 | _| 1901 | 803 | 011 | 010
N~
2| £073% | +054° | £0,00 | £0,01% | & | +1,00° | 043" | £0,01° | +0,01°
i o
.| 2936 | 1803 | 023 021 | _| 2803 | 1501 | 018 | 018
S| +0,87™ | +1,63 | 0,02 | £0,08 | & | £0,70° | £0,80° | £0,01¢ | +0,01f
= =
L L
| 3208 | 1560 | 023 019 | _| 2718 | 1345 | 017 | 0.6
a | +157 | £077° | £0,02¢ | +0,02* | & | +0,84% | £0,86% | +0,01% | +0,01°
0 o

3413 | 1900 | 0,27 020 | ,| 21,10 | 1148 | 013 | 0,12
Q 3
o +1,73% | £1,26° | £0,02¢ | £0,01° | & | +1,08° | £0,79° | £0,01° | 0,01
i =
L L
.| 1919 | 7.73 0,13 008 | | 1422 | 517 | 007 | 0,05
c c
S| £072° | £0,03 | £0,01* | £001* | 'S | £0,65 | £0,60° | 0,1 | £0,01°
@D N
et —

C : consortium avec S. meliloti. Les valeurs indiquées sont des moyennes de trois répétitions + écart type. Les

moyennes d'une méme colonne suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p < 0,05.
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Dans le cas des traitements Bacillus, les résultats de I’évaluation de leur effet sur le
contréle de la fusariose ont montré que la GM était significativement (p < 0,0001) plus faible
chez les plantes traitées en comparaison avec les plantes non traitées infectées par Foc-S1
(témoin). La différence entre les valeurs GM n’était pas significative, tandis que les valeurs de la
RM enregistrées avec les six traitements étaient significativement (p = 0,007) différentes les unes
des autres avec le traitement E1PB6c ayant le pourcentage de RM le plus élevé égale a 78,85 %.
Concernant les plantes infectées par Foc-S2, tous les traitements ont résulté en une GM
significativement (p < 0,0001) plus faible que celle observée avec le témoin. Les valeurs de la
GM ¢étaient similaires a travers les six traitements. Une différence significative a été notée entre
les valeurs de RM enregistrées avec les traitements (p = 0,014). Les plantes traitées par E2PB1c
ont été marquées par la meilleur RM égale a 76,67 %. Toutes les souches Bacillus ont mieux
réduit la fusariose causee par Foc-S1 quand elles ont été utilisees en combinaison avec S.
meliloti. A I’exception de E1PB6, toutes les autres souches ont mieux réduit la fusariose causée

par Foc-S2 quand elles ont été utilisées en combinaison avec S. meliloti (Tableau 18).

Tableau 18. Biocontréle de la fusariose par les traitements Bacillus

Traitements Foc-S1 Foc-S2
GM % RM % GM % RM %
E1PB6 25,00 £ 0,00? 65,38 + 0,00% 27,78 £ 4,81° 66,67 + 5,77%
E1PB10 22,22 £ 4,81° 69,23 + 6,66%° 33,33 £ 0,00° 60,00 £ 0,00?
E2PB1 27,78 £ 4,81° 61,54 + 6,66 ° 30,56 + 4,81° 63,33 + 5,77%
E1PB6C 15,28 + 2,41* 78,85 + 3,33¢ 22,22 + 4,81° 73,33 £ 5,77%
E1PB10c 16,67 + 0,00* 76,92 + 0,00 22,22 + 4,81° 73,33 £ 5,77%
E2PBlc 19,44 + 4,81% 73,08 + 6,66%° 19,44 + 4,81° 76,67 +5,77°
Témoins 72,22 +12,73° / 83,33 + 8,34° /

C : consortium avec S. meliloti. Les valeurs indiquées sont des moyennes de trois répétitions + écart type. Les

moyennes d'une méme colonne suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p < 0,05.

Les résultats de I’effet des traitements Bacillus sur la croissance des plantes de pois
chiche atteintes de fusariose ont révélé que chez les plantes infectées par Foc-S1, tous les
traitements ont pu améliorer de maniére significative (p < 0,0001) la LT sauf pour le traitement

E2PBI1qui n’était pas différent du témoin. Une amélioration significative (p < 0,0001) de la LR,
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PST, et PSR a été observée avec tous les traitements par rapport aux témoins. Le traitement
E1PB6¢ s’est montré le plus performant en terme d’augmentation de la LT (31,40 cm), la LR
(16,00 cm), et le PST (0,33 g). Le PSR le plus élevé a été observé avec les traitements E2PB1c et
E1PB6c qui est égale a 0,21 g. Dans le cas des pots infectés par Foc-S2, les six traitements ont
également amélioré de maniere significative (p < 0,0001) tous les paramétres de croissance et
cela en comparaison avec le témoin. Les traitements E1PB10c, E1PB6c, et E2PBlc ont
enregistré les meilleurs LT égales a 25,90 cm, 25,71 cm, et 25,59 cm respectivement. La LR la
plus élevée a été observée avec le traitement E2PB1c (15,70 cm). Quant au PST, les plantes
traitées par ELPB6¢c, E1PB6, et E2PB1c ont été marquées par les valeurs les plus élevées égales a
0,29 g, 0,27 g et 0,27 g. Concernant le PSR, la meilleure valeur a été enregistrée avec le
traitement E2PB1c (0,22 g). Les résultats de ce test ont révélé que I’application des souches
Bacillus en consortiums avec S. meliloti améliore la croissance des plantes de pois chiche

infectées par Foc mieux que leur application individuel (Tableau 19).
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Tableau 19. Effet des traitements Bacillus sur la croissance du pois chiche infecté par Foc

Foc-S1 Foc-S2

(&)
(a8]
= LT LR PST PSR LT LR PST PSR
H .
=1 (cm) (cm) () () (cm) (cm) (9) (9)

26,78 12,61 0,30 0,18 22,80 11,30 0,27 0,15
O
@) +135" | £1,22° | +0,02¢ | +£0,01° | +1,16™ | +0,97° | +0,01¢ | +£0,00°
0

21,00 11,90 0,23 0,18 20,09 10,79 0,21 0,16
—
@1 +135 | £1,17° | £0,01° | £0,01° | +1,84° | £1,30° | +£0,02° | £0,01°
i
o | 2520 12,00 0,18 0,15 2250 10,00 0,16 0,12
m| +147° | £1245 | £0,01° | +001° | +090° | +087° | £0,01° | +0,01°
o
.| 3140 16,00 0,33 0,21 25,71 14,40 0,29 0,19
EB +1,449 | +1,04% | +0,02" | +0,01¢ | +£1,24° | £1,30% | +0,02¢ | +0,02¢
0
o | 2502 15,07 0,26 0,21 25,59 15,70 0,27 0,22
g:o' +1,21° | £0,84% | +0,01¢ | +0,01¢ | +£1,36° | +0,77¢ | +£0,02¢ | +0,01¢
i
o | 29,00 14,38 0,22 0,19 25,90 12,12 0,20 0,16
o
3| £1,16% | £1,08% | +0,01¢ | £0,02 | +1,00° | +1,10® | +0,02° | +0,01°
=
L
. | 19,19 7,73 0,13 0,08 14,22 517 0,07 0,05
[
g +0,72% | +0,03% | +£0,018 | +0,01® | £0,65% | +0,60®° | +£0,01*® | +0,012
NG
|_

C : consortium avec S. meliloti. Les valeurs indiquées sont des moyennes de trois répétitions + écart type. Les

moyennes d'une méme colonne suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p < 0,05.

Dans le cas des plantes traitées par S. meliloti, des valeurs de GM égales a 40,28 % et
52,78 % ont été enregistrées avec les pots infectés par Foc-S1 et Foc-S2 respectivement, ces
valeurs sont significativement (p < 0,02) plus faible que celles observées avec les plantes non
traitées (témoins). S. meliloti a réduit la fusariose avec des pourcentages égaux a 44,23 % et

36,67 % chez les plantes infectées par Foc-S1 et Foc-S2 respectivement. Le traitement a
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également amélioré de maniére significative (p < 0,02) tous les parametres de croissance. En ce
qui concerne les pots infectés par Foc-S1, les plantes traitées ont enregistrées des valeurs égales a
24,00 cm, 11,00 cm, 0,16 g, et 0,12 g pour la LT, la LR, le PST, et le PSR respectivement. Quant
aux pots infectés par Foc-S2, les plantes traitées ont enregistrées des valeurs égales a 20,24 cm,
9,68 cm, 0,12 g, et 0,09 g pour la LT, la LR, le PST, et le PSR respectivement.

1A 1B ' 2A

a:?? -

Figure 16. Biocontréle de la fusariose.1 : effet sur Foc-S1 (A : traitement par Pseudomonas, B :

traitement par Bacillus), 2 : effet sur Foc-S2 (A : traitement par Pseudomonas, B : traitement par

Bacillus) ,3 : feuilles des plantes traitées (A : feuilles saines, B : feuilles partiellement jaunies), 4
: témoin (A : feuilles complétement jaunies, B : flétrissement, C : plant desséché et flétri).

Dans ce test les isolats bactériens ont été évalués pour leur activité de biocontrdle contre
Foc. Deux types de traitements ont éteé utilisés; les traitements individuels ; et ceux en
consortium avec S. meliloti. L’application des traitements a été faite par bacterisation des grains
de pois chiche. L’effet des traitements sur la réduction de la maladie et la croissance des plantes
a été mesureé. Les résultats du test ont révélé que dans le groupe Pseudomonas, toutes les souches
ont réduit la maladie et amélioré la croissance du pois chiche. Plusieurs travaux ont démontré
I’efficacité des Pseudomonas dans le contrble de la fusariose ; P. aeruginosa A7 a €té rapporté
par Mozumder et al. (2022) pour avoir réduit la fusariose et amélioré le PST et le PSR des
plantes infectées par Foc. Par ailleurs, P. fluorescens a provoqué une diminution dans la sévérité
de la fusariose, et a également augmenté la LT, la LR et le poids sec des plantes de pois chiche
infectées par Foc (Keote et al., 2019). D’autre part, Kumar et al. (2022) ont observé une

réduction considérable des symptomes de la fusariose chez les plantes de pois chiche traitée par
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P. stutzeri. De méme, une diminution significative du flétrissement a été notee chez les plantes
de pois chiche inoculées par P. fluorescens OKC, Kumar et al. (2017) ont attribué cette
diminution a 1’augmentation du contenu phénolique totale (CPT) des plantes (présent dans
I’exsudat racinaire), cette augmentation a été induite par P. fluorescens OKC. Les phénols jouent
un réle important dans les défenses de la plante (Nagpal et al., 2021). Dans le groupe Bacillus,
toutes les souches ont réduit la maladie, et stimulé la croissance des plantes. Ce résultat est en
accord avec multiples études qui ont démontré la capacité des Bacillus a contréler la fusariose ;
Zaim et al. (2018) ont rapporté que le traitement des grains de pois chiche par B. subtilis Bsl a
conduit & une diminution de la sévérité de la maladie et a une augmentation appréciable de la LT,
LR, PST, et le PSR. De leur c6té, Bekkar et al. (2018) ont signalé que B. amyloliquefaciens, B.
subtilis et B. tequilensis ont réduit de maniére significative le flétrissement du pois chiche, et ont
amélioré la croissance des plantes infectées. Trivedi et al. (2020) ont également observé une
diminution de la fusariose suite au traitement des grains de pois chiche par B. subtilis. La
comparaison entre les Pseudomonas et les Bacillus a révélé que les Bacillus ont mieux reduit la
fusariose du pois chiche, ce qui est compatible avec les résultats du test d’antagonisme in vitro.
Le méme resultat a été rapporté par Karimi et al. (2012). Concernant S. meliloti, elle a réduit la
maladie et a également amélioré tous les paramétres de croissance. La capacité de Sinorhizobium
a controler la fusariose a été documentée par plusieurs auteurs ; I’effet positif de S. meliloti TI17
et S. medicae Sll4 sur le PST et le PSR des plantes atteintes de fusariose a été rapporté par
Batnini et al. (2020), par ailleurs, une réduction significative de la fusariose a été observée par
Ehteshamul-Haque et Ghaffar (1993) apres traitement des grains par S. meliloti KUMH 139, de
méme, une diminution significative dans le nombre des plantes atteintes de fusariose a été notée
par Choure et Dubey (2012) apres traitement par S. fredii KCC5.

Les résultats des différents tests effectués dans notre travail ont révélé que les souches
bactériennes produisent divers composés antifongiques et causent des dommages considérables
aux hyphes du Foc, elles sont aussi capable d’améliorer la croissance du pois chiche par la
production de plusieurs métabolites qui jouent un rble important dans la fourniture et
I'acquisition de nutriments. L'amélioration de la croissance des plantes contribue au processus de
biocontrdle, car elle confére une meilleure résistance des plantes aux agents pathogénes, limitant

ainsi leur impact négatif sur les plantes. La combinaison de I'ensemble de ces mécanismes
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explique ’activité de biocontrdle exhibée par les souches Pseudomonas, Bacillus, et S. meliloti
lorsqu'elles sont appliquées en traitement de semences.

4. 3 Identification moléculaire des bactéries

Les séquences bactériennes issues du séquencage du gene ARNr 16S ont été soumises a
NCBI et des numéros d’accession ont été attribués a chaque souche. L’identification des souches
Pseudomonas et Bacillus a été effectuée en utilisant ’outil BLAST (pour Basic Local Alignment
Search Tools) qui permet de comparer une séquence cible a des séquences références présentes
dans la base de donnée NCBI. La recherche par BLAST a été limitée aux séquences appartenant
aux souches-type, et l'identification était basée sur le pourcentage d'homologie avec les

séquences de référence.

Des arbres phylogénétiques ont également été générés par la méthode « Neighbor
joining » en utilisant le programme MEGA-X avec des valeurs Bootstrap basees sur 1000
réplications. Les séquences issues de la recherche BLAST qui ont présenté les pourcentages de
similarité les plus élevés avec nos isolats ont été sélectionnées et utilisées pour la construction
des arbres. L’espéce Rhizobacter gummiphilus a été utilisée comme « out-groupe » dans la
construction des arbres Pseudomonas tandis que I’espéce Saccharococcus thermophilus a été

utilisée comme « out-groupe » dans la construction des arbres Bacillus.

Dans le cas des Pseudomonas, Les résultats de I'analyse phylogénétique ont revelé que
les isolats E1FP4, E1FP13, et E1PP6 partagent le méme ancétre commun avec P.
frederiksbergensis, avec qui ils ont enregistré les pourcentages de similarité les plus élevés
(>99,50 %). P. frederiksbergensis présente le descendant le plus proche des trois Pseudomonas
(Tableau 20, figures 17-19). Les isolats EIPP7 et EIPP15 sont étroitement liés a P. granadensis
(100 % et 99,77 % d'identité respectivement) et a P. soyae (99,72 % et 99,65 % d'identité
respectivement) avec lesquelles ils partagent le méme ancétre commun (Tableau 20, figures 20 et
21).

Quant aux Bacillus, Les résultats de I'analyse phylogénétique ont révélé que les isolats
E1PB10 et E1IPB6 ont le méme ancétre commun que les souches de I’espéce B. mojavensis, cette
derniére constitue leur descendant le plus proche avec qui ils ont enregistré un pourcentage
d’identité égale a 100 % (Tableau 20, figures 22 et 23). En ce qui concerne E2PBI1, I’analyse de
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I’arbre phylogénétique a montré que cet isolat partage le méme ancétre commun avec deux
espéces qui sont B. mojavensis et B. halotolerans avec lesquelles il a enregistré le pourcentage
d’identité le plus élevé égale & 100 % (Tableau 20, figure 24). Afin de pouvoir déterminer

laquelle parmi les deux est la plus similaire 8 E2PB1, ’analyse d’autres génes doit étre effectuée.

Tableau 20. Résultats du BLAST des souches Pseudomonas et Bacillus

Isolats | Accessions Meilleure correspondance PI* EV*
E1PP6 | MT774541 Pseudomonas frederiksbergensis 99,55%/| 0,0
E1FP13 | MT774542 | Pseudomonas frederiksbergensis strain LMR 708 |99,56 % | 0,0
E1PP7 | MT774544 Pseudomonas granadensis strain F-278,770T 100% | 0,0
E1PP15 | MT774545 Pseudomonas granadensis strain F-278,770T 99,77 %| 0,0
E1FP4 | MT774548 | Pseudomonas frederiksbergensis strain LMR708 99,89 %| 0,0

E1PB10 | MT774546 Bacillus mojavensis 100% | 0,0
E2PB1 | MT774543 Bacillus mojavensis strain ifo 15718
_ 100% | 0,0
Bacillus halotolerans DSM 8802
E1PB6 | MT774547 Bacillus mojavensis 100% | 0,0

PI*: Pourcentage d’identification, EV* (Expect value) : un parametre qui décrit la signification des résultats, plus sa

valeur est proche de zéro, plus la correspondance est significative (NCBI).

100



Chapitre 3

Résultats et discussion

ki

4

U

i

8

7

fi

Pseudomonas brassicaceanim subsp. neoaurantiaca CIP 109437 (NR 116299)
Pseudomanas yamanorum 8H1 (MW227547)
Pseudomonas comugata (NR 11726)
Psgudomonas fini CHP 14138 (MT760326)

| Psaudomonas frederksbergensis DSM 13022 (NR 117477

Pseudomonas frederksbergensis JAJ28 DSM 13022 (NR 026906)
Pseudomonas frederiksbergensis LMRTOS (MWAT1627)

F1FP4 (MIT74546)

Pseudomonas mandsli NBRC 103147 (NR 114216)
Pseudomonas mandeli CIP 105273 (NR 024902)

Pseudomonas sllesiensis A3 (NR 16815)

- Pseudomans caspiana FBF102 (NR 152630)

|  Poeudomonas savastanol CFBP 1670 (NR 117622)

Pseudomanas remag (KX166993)

g

=

Pseudomanas meliae Ogimi 2 (HF53330)

Pseudomonas fremae TO1 CFBP 6111 (NR 025349)

—

1

Rhizobacter gummiphilus NS21 (ABB0J313)

Figure 17. Arbre phylogénétique de la souche E1FP4 construit par la méthode « Neighbor
joining » avec les valeurs de Bootstrap soutenant les branches indiquées aux nceuds. La barre
indique le nombre de substitutions par site.
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Figure 18. Arbre phylogénétique de la sou

che E1FP13 construit par la méthode « Neighbor

joining » avec les valeurs de Bootstrap soutenant les branches indiquées aux nceuds. La barre
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Figure 19. Arbre phylogénétique de la souche E1PP6 construit par la méthode « Neighbor
joining » avec les valeurs de Bootstrap soutenant les branches indiquées aux nceuds. La barre
indique le nombre de substitutions par site.
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Figure 20. Arbre phylogénétique de la souche E1PP7 construit par la méthode « Neighbor
joining » avec les valeurs de Bootstrap soutenant les branches indiquées aux nceuds. La barre
indique le nombre de substitutions par site.
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Figure 21. Arbre phylogénétique de la souche E1PP15 construit par la méthode « Neighbor
joining » avec les valeurs de Bootstrap soutenant les branches indiquées aux nceuds. La barre
indique le nombre de substitutions par site.
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Figure 22. Arbre phylogénétique de la souche E1IPB10 construit par la méthode « Neighbor
joining » avec les valeurs de Bootstrap soutenant les branches indiquées aux nceuds. La barre
indique le nombre de substitutions par site.
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Figure 23. Arbre phylogénétique de la souche E1PB6 construit par la méthode « Neighbor
joining » avec les valeurs de Bootstrap soutenant les branches indiquées aux nceuds. La barre
indique le nombre de substitutions par site.
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Figure 24. Arbre phylogénétique de la souche E2PB1 construit par la méthode « Neighbor
joining » avec les valeurs de Bootstrap soutenant les branches indiquées aux nceuds. La barre
indique le nombre de substitutions par site.
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Les résultats de BLAST et l'analyse phylogénétique ont confirmé que les souches
E1FP13, E1FP4, E1PP7, E1PP6, et E1PP15 appartiennent au genre Pseudomonas. Les isolats
E1PP6, E1FP13 et E1FP4 sont étroitement liés et correspondent le mieux a P.
frederiksbergensis ; une bactérie qui est habituellement associée & la réduction du stress
abiotique, comme la dégradation des pesticides (Hussaini et al., 2013) et I’amélioration de la
tolérance au stress froid et au stress salin (Chatterjee et al., 2017). Quelques études ont été
menées sur I’effet antagoniste et biofertilisateur de P. frederiksbergensis ; une étude réalisée par
Ferchichi et al. (2019) a révélé que P. frederiksbergensis LB113 était capable de produire de
I’HCN et d'inhiber la croissance fongique de Macrophomina phaseolina et Alternaria alternate.
P. frederiksbergensis PgBE39 et PgBE45 ont été signalées pour leur activité antifongique contre
Cylindrocarpon destructans et Botrytis cinerea (Hong et al., 2018), tandis que P.
frederiksbergensis G62 a été signalée par Ben Zineb et al. (2020) pour sa capacité a produire des
sidérophores, de ’HCN, et de I’AlA, et a solubiliser le phosphate. Les isolats EIPP7 et EIPP15
sont étroitement liés a deux especes qui sont P. soyae et P. granadensis, néanmoins, les
pourcentages de similarité les plus élevés ont été enregistrés avec la derniére. P. granadensis a
été documentée pour son effet positif sur la croissance des plante mais peu sur son effet
antagoniste ; la souche P. granadensis 100 a été signalée par Riera et al. (2017) pour sa capacité
a produire des sidérophores, tandis que la souche P. granadensis PMK4 a été rapportée par Swift
(2016) pour avoir produit de I'AlA, des sidérophores, et solubiliser le phosphate, de méme, P.
granadensis T6 s’est montrée positive pour la production d’AIA et la promotion de la croissance
du riz (Shen et al., 2019), par ailleurs, Vurukonda et al. (2022) ont rapporté que P. granadensis a

réduit la gravité de la tache bactérienne et a amélioré la croissance de la tomate.

En ce qui concerne I’identification des Bacillus, les isolats E1IPB10 et E1IPB6 ont été
identifié en tant que B. mojavensis, cette espece a été rapportée par récentes études pour son
activité de biocontrole ; Prajakta et al. (2019) ont révélé que B. mojavensis PB 35 a
significativement augmenté la LT, la LR, et le poids sec des plantes infectées par Rhizoctonia
solani. De leur c6té, Haddoudi et al. (2021) ont démontré que plusieurs souches de B. mojavensis
ont réduit le flétrissement causé par F. equiseti et ont considérablement augmenté la LT, la LR,
le PST, et le PSR des plantes infectées, par ailleurs, Diabankana et al. (2021) ont signalé que la
souche B. mojavensis PS17 a inhibé la croissance fongique de plusieurs pathogenes (F.

graminearum, F. oxysporum, F. chlamydosporum, Ascochyta pisi, Alternaria alternate,
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Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium dahliae, et Epicoccum nigrum), elle a également produit
différentes enzymes hydrolytiques tel que la chitinase, la B-glucanase, la cellulase, la lipase, et la
protéase, de plus, elle a réduit ’intensité de la maladie chez la tomate infectée par F. oxysporum
f. sp. radicis-lycopersici. Quant a I’isolat E2PB1, les résultats de I’analyse phylogénétique et
BLAST ont révélé qu’il est tres similaire a deux espéces ; B. mojavensis et B. halotolerans, cette
derniere a également été documentée par plusieurs auteurs pour son effet de biocontréle et de
biofertilisation ; quatre souches de B. halotolerans (BFOA1-BFOAA4) ont été caractérisées par
une forte activité antagoniste envers F. oxysporum f. sp. albedinis, Botrytis cinerea, Alternaria
alternata, Phytophthora infestans, et Rhizoctonia bataticola (Ben Slama et al., 2019). De méme
I’application de B. halotolerans Cal.1.30 sur les raisins et les tomates cerise récoltés a
significativement diminué la gravité de la moisissure grise causée par Botrytis cinerea
(Tsalgatidou et al., 2022). De leur c6té, Jiménez-Gomez et al. (2020) ont démontré que
I’application de B. halotolerans SCCPVEOQ7 a augmenté la LT et le PST de la coriandre.
L’analyse du gene ARNr 16S semble étre insuffisante pour identifier I’espéce de 1’isolat E2PB1.
L’analyse d’autres genes doit étre effectuée afin de pouvoir déterminer laquelle parmi B.

mojavensis et B. halotolerans est la plus similaire a E2PB1.
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Le pois chiche occupe une place tres importante parmi les aliments, et ce, grace a sa
valeur nutritionnelle tres élevée. 1l fait partie des principales légumineuses produites en Algérie,
et il est largement consommé par la population. Le pois chiche est sujet a plusieurs maladies
notamment celles d’origine fongique, le flétrissement fusarien est 1’'une de ses maladies les plus
dévastatrices. Le Fusarium oxysporum f. sp ciceris, est le champignon responsable de cette
maladie, c’est un pathogene redoutable car il peut survivre dans le sol jusqu’a 6 ans méme sans
son héte. Le flétrissement fusarien peut causer des pertes de rendement allant jusqu'a 100 %
lorsque les conditions sont adéquates pour I’infection.

Diverses solutions ont été proposées pour tenter de minimiser les lourdes conséquences
économiques du flétrissement. Parmi lesquelles, la lutte biologique qui fait ’objet de récents
travaux de recherche. Cette approche consiste le plus souvent en I’utilisation de microorganismes
généralement isolés a partir du sol, ils assurent un role protecteur face aux phytopathogenes. En
biocontrdle, un groupe de bactéries s’est révélé particulicrement efficaces, il s’agit des PGPR, ce
terme désigne les bactéries présentes dans la rhizosphére et qui exercent un effet positif sur la
croissance des plantes. Les PGPR agissent de maniére directe ou indirecte. Les mécanismes
directe améliorent la nutrition de la plante en augmentant la fertilité du sol et en facilitant
I’assimilation des nutriments, tandis que les mécanismes indirecte vise a inhiber la croissance et
la propagation des pathogenes. Parmi les PGPR les plus connus, on distingue ceux appartenant
aux genres Pseudomonas et Bacillus.

Dans le présent travail, on s’est focalisé sur 1’effet antagoniste des isolats Pseudomonas,
Bacillus (rhizobacteries) et S. meliloti (bactérie symbiotique) sur le foc ainsi que leur effet
promoteur de la croissance des plantes (direct et indirecte). On a commencé I’étude par
I’isolement de ’agent pathogéne a partir des plantes de pois chiche atteintes de fusariose. Deux
souches ont été isolées, codées Foc-S1 et Foc-S2. On est ensuite passé a la recherche des agents
de contréle, 17 souches Pseudomonas et 23 souches Bacillus ont été isolées de la rhizosphére du
pois chiche et évaluées in vitro pour leur effet antagoniste contre les isolats fongiques. Pour ce
faire, deux types de traitements bactériens ont été préparés, les traitements individuels, composés
d’une seule bactérie (Pseudomonas, Bacillus ou S. meliloti) et les consortiums, composés de

deux bactéries, la premiére bactérie étant une Pseudomonas ou Bacillus et la deuxieme étant S.
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meliloti. Les résultats du test ont permis de sélectionner huit souches (trois Bacillus et cing
Pseudomonas) qui ont enregistré les meilleurs pourcentages d’inhibition. Pour la plupart de ces
souches, leur effet antagoniste a été plus prononcé lorsqu’elles ont été combinées avec S.
meliloti. L’impact de I’effet antagoniste des bactéries sur Foc a été étudié sous microscope.
L'examination de la structure des hyphes a montré que toutes les bactéries ont causé des
anomalies morphologiques tell que la granulation et la condensation du cytoplasme, la
fragmentation et la déformation (gonflements) des hyphes.

Les huit souches et S. meliloti ont été évaluées pour la production de métabolites
impliqués dans la promotion (directe et indirecte) de la croissance des plantes. Les résultats ont
réveélé que les bactéries ont pu produire plusieurs composes tell que 'HCN, I’ AIA, ’ammoniac,
les siderophores, I’a-amylase, la lipase, la protéase, la cellulase, et la chitinase, elles se sont
¢galement montrées positives pour la solubilisation du phosphate. L’effet des bactéries sur la
croissance du pois chiche a été évalué individuellement et en consortium avec S. meliloti. Les
résultats de I’expérience ont montré que tous les traitements bactériens ont pu augmenter de
maniéere significative la croissance des plantes de pois chiche.

L’¢évaluation de la capacité des traitements bactériens a contrdler la fusariose du pois
chiche a révélé que la gravité de la maladie (GM) a été significativement plus faible chez les
plantes traitées en comparaison avec les plantes non traitées (témoins). Les pourcentages de
réduction de la maladie (RM) les plus élevés ont été obtenus avec les plantes traitées par les
consortiums. L'effet des traitements bactériens sur la croissance des plantes atteintes de fusariose
a également été mesure, les résultats ont révélé qu'une amélioration significative des parametres
de croissance a éte observée avec tous les traitements par rapport aux témoins non traités.

L’appartenance des souches aux genres Pseudomonas et Bacillus a été confirmée a
travers le séquencage du géne ARNr 16S et ’analyse phylogénétique. Les souches Pseudomonas
ont montré une similarité élevée avec deux espéces, qui sont P. frederiksbergensis et P.
granadensis. Les souches Bacillus ont également montré une similarité élevée avec deux espéces
qui sont B. mojavensis et B. halotolerans.

Cette étude conclut que [lutilisation des souches Pseudomonas et Bacillus
(individuellement et en consortiums avec S. meliloti) comme traitements de semence peut réduire
de maniere significative le flétrissement fusarien et améliorer la croissance des plantes de pois

chiche.
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Ce travail constitue un premier pas dans la quéte de la lutte biologique contre le
flétrissement fusarien du pois chiche. Les souches étudiées ont le potentiel d’étre utilisées
comme agents de biocontréle et comme biofertilisateurs, cependant, des études supplémentaires
doivent étre menées afin de confirmer leur efficacité. Il serait opportun de prévoir d’une part,
I’évaluation de I’effet des bactéries sur la fusariose dans le champ, et d’autre part d’étudier leur
effet sur la population microbienne indigéne présente dans le champ. A lavenir, il serait
intéressant d'étudier la capacité des souches a contréler le Foc dans différentes conditions de
stress, comme le froid, les sols a forte salinité et les sols pollués par des pesticides, et de tester
leur effet individuel et en consortium avec d'autres bactéries contre le Foc et d'autres

phytopathogenes.
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Annexes

1. Principaux milieux de culture (g/L)
PDA (pH final 4 25 °C = 5,6 + 0,2)

e Infusion de pomme de terre (200 g de pommes de terre tranchées + 1 L d’eau distillée)
e Agarldg
e Saccharose 20 g

GN (pH finala 25 °C =7,4+£0,2)

e Extrait de viande 1 g
e Extrait de levure 2 g
e NaCl5¢g
e Peptone5g
e Agarl5g
KB (pH finala25°C =7,2+0,2)

Peptone 20 g
Glycerol 10 ml
K:HPO4 1,59
MgSOs 7 H01,5¢
e Agarl5g
YEMA (pH final 2 25 °C =6,8+0,2)

e Extrait de levure 1 g
e Mannitol 10 ml
e KyHPO40,5¢
e MgSO47H00,2¢9
e NaCl0,1g
e Agarl5g
LB (pH finala25°C=7,5%0,2)

e Tryptone 10 g

e Extrait de levure 5 g
e NaCl10g

e Agarl5g



Figure 25. Gel de 1’¢lectrophorése des bactéries sous UV : P7 (E1PP7), P15 (E1PP15), B1
(E2PB1), P13 (E1FP13), P4 (E1FP4), B10 (E1PB10), B6 (E1PB6), P6 (E1PP6), M (marqueur de
taille : 100 BP DNA ladder), T(-) (Témoin négatif), T(+) (Témoin positif).



2. Les séquences des bactéries sélectionnées

Pseudomonas

>E1PP6 (MT774541)

TCGAGCGGCAGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGA
ATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGA
GAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAATGGCTCACCRAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGC
CTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAG
GAAGGGCAGTTACCTAATACGTAATTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTC
TGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG
CGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAA
ACTGTCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT
ATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGT
TGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT
GCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAA
GGAAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG

>E1FP13 (MT774542)

CCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACG
CTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTG
CGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCGAGGCGACGA
TCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATGAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAG
TGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAG
AGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGA
TGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGTCGAGCTAGAGTATGGTAGAG
GGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCG
CAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA
GGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCC
TTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCCTTACGGGCTGGGGCTA



>E1PP7 (MT774544)

TGCAGTCGAGCGGATGAAAGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTA
GGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACG
GGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTG
GAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAA
AGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGG
GAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAA
CTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTC
AAAACTGTCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGC
CGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATT
GGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCA

>E1PP15 (MT774545)

TTCGGGGATTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGC
TCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGA
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCT
GATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGG
AGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGC
TAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGG
GAACTGCATTCAAAACTGTCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGA
TACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACG
CATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAG
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG

>E1FP4 (MT774548)

AGGCTACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGC
TAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGAT
GAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAA
CTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATAC



GTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGT
TCGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGTCGA
GCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAG
GAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAG
CCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTAATTCGAAGCAACGCGAAGACCTTACAGGCTTGACTCCATGACTTCCGAGATG
GATGGTGCTTCGGAACTTGAACAG

Bacillus
>E1PB10 (MT774546)

GGGACTTGCTCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTA
AGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGT
TCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCG
CAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG
TTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGA
GTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCC
TTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCT
TCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT

>E1PB6 (MT774547)

AGGGACTTGCTCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGT
AAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGG
TTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA
AAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACC
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAA
GCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAG
AGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATT



AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCC
CTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCC
TTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA

>E2PB1 (MT774543)

TGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACG
TGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTT
TGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGL
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGA
TCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGC
TCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGA
AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCG
GGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGA
CGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAT
CCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTC
AGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
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Abstract: This study aimed to isolate rhizobacteria belonging to the genus Pseudomonas with plant-
growth-promoting properties that can be used in the control of chickpea wilt disease caused by
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (Foc). The production of antifungal compounds by the isolated
rhizobacteria was assessed against two Foc isolates, coded Foc-S1 and Foc-S2. Strains E1FP13,
E1FP4, and E1PP7 were the most effective against Foc-S1, with percentages of 52.77%, 48.37%, and
47.97%, respectively, while E1PP6, E1FP13, and E1PP15 were the most effective against Foc-52
with percentages of 52.20%, 52.09%, and 45.38%, respectively. All five isolates were identified as
Pseudomonas species using 165 rRNA sequencing. The microscopic examination of the impact of the
Pseudomonas strains on Foc revealed that all five strains caused morphological changes in Foc, such as
granulation and condensation of the cytoplasm, fragmentation, and deformation of the hyphae. The
strains produced several plant-growth-promoting compounds, such as cellulase, hydrogen cyanide,
indole acetic acid, ammonia, siderophores, lipase, protease, and solubilized phosphate. They were
fl;edcgtf:; also able to significantly increase chickpea growth and reduce wilt disease, with E1FP13 resulting in
the highest disease reductions of 55.77% (Foc-S1) and 53.33% (Foc-S2). The results revealed that our
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isolates can make promising biocontrol agents for controlling chickpea wilt disease.
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Chickpea is considered to be one of the most valuable pulse crops around the world [1].
It provides energy and nutrients, such as proteins, lipids, carbohydrates, and minerals,
and it also helps to maintain good health through non-nutritive components [2]. In a diet
without animal proteins, it can present a solid substitute to vegetarians [3]. It is used in
the livestock industry [1] and also contributes to soil fertility through azote fixation when
included in crop rotations [4].
Fusarium oxysporum £. sp. ciceris (Foc) (Padwick) Matuo and K. Sato is a fungus that
causes Fusarium wilt [5], a soil- and seed-borne disease [6]. It affects almost all chickpea-
producing regions in the world [7]. It is a challenging pathogen, as it may survive in the
soil and on crop remainders as chlamydospores for up to six years without its host [8]. The
fungus can cause losses of yield up to 100% when conditions are adequate [9].
This article is an open access article Several management strategies have been employed to control wilt disease. Crop rota-
distributed under the terms and  tion effectiveness has significantly decreased due to the persisting nature of the pathogen
conditions of the Creative Commons 1N the soil [8,10], and the use of resistant cultivars can have serious limitations due to the
Attribution (CC BY) license (https://  variability of the pathogen [11]. Chemical pesticides are no longer appealing due to their
creativecommons.org/licenses /by / serious side effects on the applicator, the consumer, and the environment overall [12,13].
40/). The search for a safer and more effective alternative has been the aim of many researchers
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in the past few years; thus, interest in biological control has been increasing [14,15]. Among
the diverse bacteria that exist in soil, the genus Pseudomonas seems to grab the attention of
researchers due to its outstanding capacity in the management of phytopathogens through
a multitude of mechanisms, ranging from the production of antibiotics, siderophores, and
lytic enzymes to the release of volatile antifungal compounds into the atmosphere [16].
Numerous studies assessing the effect of these bacteria on phytopathogens have been pub-
lished. P. luteola and P. fluorescens were reported by Abed et al. [14] for their ability to inhibit
the growth of Foc. P. fluorescens-5 was also mentioned for its ability to inhibit the growth
of F. oxysporum f. sp. cumini [17]. P. aeruginosa isolates ISO1 and ISO2 showed significant
levels of antagonism toward Fusarium solani [15]. P. frederiksbergensis CMAA 1323 was also
shown to control the growth of Botrytis cinerea affecting strawberry pseudofruits [18].

The overall goal of the present work was to isolate rhizobacteria belonging to the
genus Pseudomonas from the rhizosphere of chickpea that could be used in the control of
chickpea wilt disease. Specifically, we assessed their antagonistic activities against two
Foc isolates, as well as their plant-growth-promoting properties (PGPP). The effect of the
antagonists on the morphology of Foc isolates was also microscopically examined. The
impact of the Pseudomonas isolates on chickpea growth and the control of wilt disease were
evaluated under greenhouse conditions.

2. Materials and Methods
2.1. Source of Foc Isolates

Foc-51 and Foc-52 were isolated from chickpea plants showing typical wilt disease
symptoms. The plants were collected from an infected chickpea field at the agriculture
department of Ferhat Abbas University of Setif, Algeria, during the spring season of 2017.
The Foc isolates were identified microscopically following the key of Nelson et al. [19]
and through PCR using Fusarium oxysporum [20] and Foc [21] specific primers. The PCRs
were carried out in a 25 pL volume containing: 1 pL of each primer (0.2 uM), 2.5 uL
DNA template (25 ng), 8 pL of ultra-pure H,O, and 12.5 uL of CSL-JADNA PCR reaction
mixture. DNA amplifications were performed in a Applied Biosystems SimpliAmp thermal
cycler (CA, USA) according to the specific cycle of each set of primers, as described by
Mishra et al. [20] for F. oxysporum and Jimenez-Gasco and Jimenez-Diaz [21] for Foc. For
electrophoresis, 2% (w/v) agarose gels in 10x TBE with 3 uL ethidium bromide stain were
used. GeneOn 100bp Plus ladder was used as a molecular weight marker. Gels were
examined under UV light in Vilbert Lourmat™ Ebox, and developed samples bands were
compared with those of the molecular weight marker. The pathogenicity of the isolates was
confirmed by conducting a pathogenicity test following the protocol of Hassan et al. [22].
Seeds from the chickpea line ILC 482 (susceptible to Foc) were used in the test and were
provided by the National Institute of Agronomic Research of Algeria.

2.2. Isolation of Pseudomonas from the Rhizosphere of Chickpea

The isolation of Pseudomonas from the rhizosphere was conducted as follows: 1 g of the
soil surrounding the roots was mixed with 10 mL of sterile distilled water; serial dilutions
were then prepared by mixing 1 mL of the previous solution with 9 mL of sterile distilled
water, and so on, until dilution 10~°. An amount of 1 mL of each dilution was spread on
King B (KB) agar and incubated at 30 °C for 48 h [23]. After incubation, individual colonies
were streaked onto new Petri dishes for purification. Isolates showing typical macroscopic,
microscopic, and biochemical characteristics of Pseudomonas, as described by Cowan and
Steel [24], were kept and conserved in glycerol stock at —20 °C for upcoming tests.

2.3. In Vitro Evaluation of Antagonistic Activities of Isolated Pseudomonas

Pseudomonas strains were evaluated for the production of antifungal compounds using
co-culture assay following the protocol of Erdogan and Benlioglu [25] with some modifica-
tions: a 5 mm disc taken from seven-day-old Foc culture was placed onto one side of a 9 cm
Petri dish containing Potato Dextrose Agar (PDA), and on the other side, 10 uL of bacterial



Agriculture 2022, 12, 429

30f16

suspension (1.5 x 108 CFU mL~!) was streaked at a distance of 3 cm from the mycelium
plug. The production of volatile antifungal compounds was tested using the divided
plate method, following the protocol of Dilantha Fernando and Linderman [26] with some
modifications: a 5 mm disc taken from the Foc culture was placed onto one half of the
divided plate containing PDA; then, 10 uL of bacterial suspension (1.5 x 108 CFUmL™1)
was streaked onto the other half containing KB agar. The plates were incubated at 30 °C for
seven days, including plates without bacteria, which served as controls. Fungal growth
was measured after seven days of incubation. Three replicates were used for each strain
in both assays. The inhibition percentage was calculated using the formula of Etebarian
etal. [27]:

% inhibition = [(diameter of Foc in control plate — diameter of Foc in sample plate)/diameter of Foc in control plate] x 100.

2.4. Effect of Pseudomonas Strains on Hyphae Morphology of Foc Isolates

To examine the impact of the bacterial antagonists on Foc isolates, a microscopic
examination of the hyphae morphology of the Foc isolates treated with Pseudormonas strains
(antagonism plates) and from the control plates was performed for the Pseudomonas strains
with the highest inhibition percentages of each Foc.

2.5. Evaluation of PGPP

The Pseudomonas strains with the highest inhibition percentages of each Foc were
selected and checked for their PGPP. Three replicates were used for each of the follow-
ing tests.

2.5.1. Protease Production

Protease production was evaluated by inoculating Pseudomonas strains with 10% skim
milk agar. The appearance of a clear zone around the colonies after incubation for three
days at 30 °C was considered a sign of proteolytic activity [28].

2.5.2. a-Amylase Production

x-amylase production was evaluated by streaking Pseudomonas isolates on starch
agar. After incubation at 30 °C for 48 h, the plates were amended with Gram’s iodine
solution, and isolates exhibiting clear zones around the colonies were marked as x-amylase
producers [29].

2.5.3. Lipase Production

Lipase production was evaluated by inoculating Pseudomonas strains on a medium
composed of (g L) peptone (10), NaCl (5), CaCl, H,O (0.1), agar (18), and Tween 80
at a final concentration of 1%. The appearance of opaque halos around the colonies after
incubation for six days at 30 °C was noted as an indication of lipase production [30].

2.5.4. Cellulase Production

Cellulase production was evaluated by streaking Pseudomonas isolates on Carboxymethy!l-
cellulose (CMC) agar. After incubation at 30 °C for seven days, Gram’s iodine solution
was applied. Isolates showing clear halos around the colonies were marked as cellulase
positive [31].

2.5.5. Hydrogen Cyanide (HCN) Production

HCN production was assessed as follows: sterile filter papers were soaked in HCN
detection solution and placed on the lids of Petri plates containing KB agar supplemented
with 4.4 g L1 glycine and streaked with Pseudomonas isolates. The plates were then
incubated at 30 °C for six days. The change in the paper color from yellow to light brown,
brown, or reddish-brown was considered a sign of HCN production [32].
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2.5.6. Indole Acetic Acid (IAA) Production

IAA production was estimated by streaking Pseudomonas isolates on Luria—Bertani
agar supplemented with 5 mM L-tryptophan; the agar was then covered with sterile filter
paper. After incubation at 30 °C for three days, the paper was recovered and treated with
Salkowski reagent for 30 min. The change in the filter paper color from white to a reddish
color was noted as a sign of IAA production [33].

2.5.7. Phosphate Solubilization

Phosphate solubilization was first screened by inoculating Pseudomonas strains on
NBRIP agar. Strains showing clear halos around the colonies after incubation at 30 °C
for 14 days were marked as phosphate solubilizers [34]. Quantification of the solubilized
phosphate was estimated in NBRIP broth. Concentrations of the formed soluble phosphate
were extrapolated by a standard curve drawn using known concentrations of KH,POy [35].

2.5.8. Ammonia Production

Pseudomonas strains were screened for their ability to produce ammonia by inoculation
into tubes containing peptone water. After incubation at 30 °C for four days, Nessler’s
reagent was added to the tubes. Ammonia production was indicated by the development
of a yellow to a brown color [36].

2.5.9. Chitinase Production

Chitinase production was evaluated by streaking Pseudomonas isolates on chitinase
medium. Isolates showing clear zones around the colonies after incubation at 30 °C for five
days were reported as chitinase producers [37].

2.5.10. Siderophores Production

Siderophores production was evaluated as follows: Chrome Azurol S (CAS) blue dye
solution was prepared as described by Louden et al. [38]. A modified protocol of Hu and
Xu [39] was used for the preparation of plates as follows: blue CAS agar was prepared by
adding sterile blue dye solution into sterile agar at 10% of the final volume. Pseudomonas
strains were streaked onto nutrient agar and incubated at 30 °C for 18 h. After incubation,
plates were overlaid with the previously prepared blue CAS agar. The change of color from
blue to yellow-orange was considered as positive siderophores production.

2.6. Effect of Selected Pseudomonas Strains on the Shoot and Root Growth of Chickpea

This test was performed for the Pseudomonas strains with the highest inhibition per-
centages of each Foc. Seed bacterization was carried out by soaking disinfected chickpea
seeds (ILC 482) overnight in a bacterial suspension (1.5 x 10® CFU mL~!), to which CMC
was added at a 1% concentration to assure the adherence of Pseudomonas strains onto the
seeds [40]. Three replicates were used for each bacterial treatment, as well as for the control.
Each replicate consisted of a pot (D: 15.5 cm and H: 13.5 cm) containing a sterilized mixture
of soil, sand, and compost. Three seeds were used for each pot. Inoculated seeds were used
for the treatments, and seeds soaked only in CMC water were used as control. Pots were
irrigated every five days with 200 mL of water. After 30 days, shoot and root length, as
well as shoot and root dry weight (after drying at 70 °C for a day), were measured.

2.7. Control of Wilt Disease of Chickpea by Selected Pseudomonas Strains

A pot experiment under greenhouse conditions (day/night cycle of 12/12 h, a temper-
ature of 20 £ 2 °C, and 60 £ 2% relative humidity) was performed to evaluate the effect of
selected Pseudomonas strains on chickpea wilt disease. The previously described sterilized
soil mixture was infected with Foc isolates following the protocol of Hassan et al. [22]:
five PDA discs of four-day-old Foc were transferred into flasks containing an autoclaved
mixture of 100 g of barley and 100 mL of distilled water. After incubation at 30 °C for
14 days with shaking, the mixture was added to plastic pots containing the sterilized soil



Agriculture 2022, 12, 429

50f16

mixture at a 2% concentration. Seed bacterization of chickpea line ILC 482 was performed
as previously described. Three replicates were used for each bacterial treatment, as well as
for the control. Each replicate consisted of a pot containing the infected soil mixture, and
three seeds were used for each pot. Inoculated seeds were used for the treatments, and
non-inoculated seeds served as control.

A scale was assigned to each plant based on the level of symptoms, (0: no symptoms;
1: yellowing or wilting of 1/3 of the plant; 2: yellowing or wilting of 2/3 of the plant;
3: yellowing or wilting of the whole plant; 4: plant dead) [41]. Disease severity (DS) was
calculated as follows:

DS (%) =[(X v x n)/(N x V)] x 100.

The letter n is the number of plants in each scale value; v is the scale value; V is the
maximum scale value, and N is the total number of plants observed [42]. The disease
reduction (DR) percentage was calculated as follows:

DR = [(A — B)/A] x 100.

The letter A is the percentage of disease in the control, and B is the percentage of
disease with the application of bacteria [43].

2.8. Molecular Identification of Selected Pseudomonas

16S rRNA sequencing was performed to identify the selected Pseudomonas isolates
as follows: DNA extraction was carried out using the commercial kit NucleoMag DNA
Bacteria for DNA purification from bacteria and yeast (Macherey-Nagel Germany) by
following the manufacturer’s instructions. PCR was performed using primers 27f (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') and 1492r (5’- TACGGYTACCTTGTTACGACTT -3') in
a reaction mixture containing: 2 pL. genomic DNA (25 ng uL~!), 0.2 uL Taq polymerase
Promega (1U), 1 pL of each primer (0.5 pM), 0.2 uL ANTP (0.2 mM), 1.5 uL MgCl, (1.5 mM),
5 uL Taq Promega buffer, and ultra-pure water to a final volume of 25 uL. Conditions
for PCR were as follows: initial denaturation at 95 °C/5 min followed by 35 cycles of
denaturation at 95 °C/30 s; annealing at 53 °C/30 s and extension at 72 °C/45 s; and a final
extension at 72 °C/7 min. The amplification products were separated by electrophoresis
on a 1.5% agarose gel after staining with ethidium bromide (0.5 ug mL~!). Fragments
were visualized and photographed under UV using the Gel doc system from Biorad.
PCR products were purified using NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit following the
manufacturer’s protocol. Sequencing was conducted using Applied Biosystems’ BigDye
v3.1 kit and by following the method of Sanger et al. [44].

2.9. Data Analysis

To evaluate the significance between treatments, the results were statistically pro-
cessed through the Student’s t-test, analysis of variance (ANOVA), and Tukey’s B test at
p < 0.05 significance. Principal component analysis (PCA) was also performed to assess the
variability of traits.

3. Results
3.1. In Vitro Evaluation of Antagonistic Activities of Isolated Pseudomonas

Seventeen Pseudomonas strains were isolated from the rhizosphere of chickpeas and
evaluated for their antagonistic activities against the Foc isolates in vitro.

The results revealed a difference between the percentages of inhibition registered with
each antagonism assay. The growth of Foc-S1 was significantly more reduced in the divided
plate assay (p < 0.0001), with an average inhibition rate equal to 44.31% against 20.40% in
the co-culture assay. Concerning Foc-S2, there was no significant difference between the
two assays (p = 0.085), with an average inhibition equal to 26.75% in the co-culture assay
against 19.91% in the divided plate assay (Table 1).
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Table 1. Percentages of inhibition of Foc radial growth by antagonistic Pseudomonas isolates in each

assay.
Isolates Foc-S1 Foc-S2
Assays Co-Culture Divided Plate Co-Culture Divided Plate
E2PP3 4,66 +2.482 44.70 + 4.09 P 17.13 + 4.32 abe 23.62 + 3.25 bed
E1PP14 11.81 + 5.59 abc 4451 +2.14P 14.96 + 4.38 2P 12.57 + 7.62 2P
E1FP14 9.36 + 3.64 2P 24.89 + 4.092 22.98 + 2.78 abed 32.69 + 5.85 cde
E2PP4 17.43 + 1.06 bed 43.95 + 890" 17.81 =+ 0.24 abc 22.69 + 5.80 abed
E1PP15 21.85 + 3.27 cdef 4743 + 858" 14.69 + 1.23 2 45.38 + 4.68 ¢
E2PP7 24.10 + 3.90 def 4422 +229P 13.24 + 6.67 2 19.37 + 6.75 abc
E2PP5 2049 +1.29bcde 4461 4 0.09P 17.18 + 8.82 abe 19.17 + 7.68 abe
E1FP8 22.16 + 2.02 cdef 45.01 + 0.41° 22.75 + 5.54 abed 14.25 + 4.86 2P
E2PP8 17.08 + 3.38 bed 4351 +0.37°P 28.72 =+ 5.28 cdef 18.56 =+ 8.86 abc
E1FP9 24.59 + 2.97 def 44.89 +0.51° 23.97 + 1.99 abede 13.09 + 2.64 2P
E1PP2 22.95 + 3.31 odef 43.77 +247° 27.36 + (.19 bede 20.49 + 6.92 abc
E2PP6 30.10 + 8.48 ¢ 45.00 +1.34 P 21.12 + 5.74 abed 12.26 4 4.34 b
E1PP7 25.61 =+ 2.81 def 47.97 4+ 5.04 P 32.33 + 4.67 def 35.55 + 3.37 de
E1FP4 2324 +1.41°def 48374 6.31P 4052 +4.43f 6.88 +0.24 2
E2PP2 33.03 + 8.54f 4419 + 226" 35.70 + 3.68 ©f 19.88 =+ 4.57 abe
E1PP6 19.06 + 0.73 bede 43.44 + 6.67 P 52.20 + 4.51 8 7.02 +£2182
E1FP13 19.24 + 1.00bcde 5277 £ 232b 52.09 + 2.65 8 15.06 + 6.13 2P
Mean 20.40 44.31 26.75 19.91

The values given are means (1 = 3) with standard deviations. Means in the same column followed by the same
letters are not significantly different at p < 0.05.

Isolates E1FP13, E1FP4, and E1PP7 gave the highest inhibition percentages against
Foc-5S1, with values equal to 52.77%, 48.37%, and 47.97%, respectively. All three values
were registered with the divided plate assay (action of volatile compounds). In the case
of Foc-52, isolates E1PP6, E1FP13, and E1PP15 registered the highest inhibition rates of
52.20%, 52.09%, and 45.38%, respectively, with co-culture assay (mainly through the action
of diffusible compounds) for E1PP6 and E1FP13 and with divided plate assay (action of
volatile compounds) for E1PP15 (Table 1) (Supplementary Materials, Figure S1).

The ANOVA analysis showed that the results in both assays (co-culture assay and
divided plate assay) for both pathogens (Foc-S1 and Foc-S2) were highly significant
(p <0.0001). All traits were subjected to PCA to estimate the contribution of each trait
and to assess the total level of variability. Two components (PC1-PC2) gave eigenvalues
>1.0 and contributed to the explanation of 75.19% of the information. PC1 explained 50.19%
of the total variability; the two pathogens were linked to it, as well as the two assays. PC2
explained 25.00% of the total contribution to variability; all strains of Pseudomonas were
linked to it.

3.2. Effect of Pseudomonas Strains on Hyphae Morphology of Foc Isolates

The comparison between the microscopic observations of the Foc isolates in the an-
tagonism plates and the control plates revealed a clear difference between the two. In
the case of Foc-51, the hyphae treated with E1FP13 appeared discontinued (fragmented),
empty, and without septa (Figure 1D), while for EIPP7 and E1FP4, the hyphae appeared
empty of their content with the presence of granulations (vesicles); the septa were also
absent (Figure 1B,C). In the case of Foc-52, the hyphae treated with E1PP15 were devoid
of septa with condensed cytoplasm (Figure 2D). With regard to E1PP6 and E1FP13, the
hyphae appeared empty, devoid of septa for the most part, with the presence of granula-
tions; some areas were also deformed (swollen) (Figure 2B,C). Both controls (Figures 1A
and 2A) displayed the characteristic Foc appearance without any changes in the hyphae
morphology.
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Figure 1. Light microscopy observations of the impact of selected Pseudomonas strains on Foc-S1
hyphae morphology (40x). (A) Control; (B) Effect of E1PP7; (C) Effect of E1FP4; (D) Effect of E1FP13.
(St) Septa; (Gr) Granulations; (Fr) Fragmentations.

Figure 2. Light microscopy observations of the impact of selected Pseudomonas strains on Foc-S2
hyphae morphology (40x). (A) Control; (B) Effect of E1FP13; (C) Effect of E1PP6; (D) Effect of E1PP15.
(St) Septa; (Gr) Granulations; (Df) Deformations; (Cd) Condensations.
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3.3. Evaluation of PGPP

All selected Pseudomonas strains were positive for phosphate solubilization; the quanti-
tative estimation showed highly significant variability between the strains (p < 0.0001) with
values ranging from 57.66 to 240.69 ug P mL~!. The highest solubilization values were
recorded with E1FP4 and E1PP7, which released 240.69 ug P mL~! and 223.09 ug P mL "},
respectively. All isolates were found positive for the production of siderophores, IAA,
and ammonia. Three isolates, E1PP7, E1PP15, and E1PP6, were found positive for the
production of HCN. The screening for the different enzymes revealed that all isolates were
negative for c-amylase and chitinase production but were positive for cellulase production.
The results of the production of lipase and protease were very variable, with E1PP7 and
E1PP15 exhibiting the highest activity (Table 2).

Table 2. Evaluation of plant-growth-promoting and antifungal properties of selected Pseudomonas.

Tests E1PP7 E1FP4 E1PP15 E1PP6 E1FP13
ax-amylase production - - - -

Lipase production ++++ + +++ - +
Protease production + - ++ - _
Cellulase production + + + ++ +
Chitinase production - - - - -

HCN production ++ - + ++ -
TIAA production + + ++ + ++
Ammonia production +++ + ++ + +
Siderophores production ++ +++ ++ +++ +++
Quahtatlvie. phgsphate N . . . .
solubilization
Quantitative phosphate 223.09 + 240.69 + 173.80 + 62.82 + 57.66 +
solubilization (ug mL~1) 18.992 0.06 2 1.47° 6.01°¢ 11.40°¢

(-) no activity, (+) low, (++) moderate, (+++) high, (++++) very high. The values given are means (n = 3) with
standard deviations. Means followed by the same letter are not significantly different at p < 0.05.

3.4. Effect of Selected Pseudomonas Strains on the Shoot and Root Growth of Chickpea

The inoculation of seeds with the selected Pseudomonas revealed that, aside from
E1PP15, all isolates were able to significantly increase shoot length, as well as shoot dry
weight in comparison to the control (p < 0.0001). Isolate E1PP7 gave the best results with a
shoot length of 35.77 cm (increased by 42.68%) and a shoot dry weight of 0.32 g (increased
by 88.24%). Aside from E1PP6, all isolates were able to significantly increase root length in
comparison to the control (p < 0.0001), with E1PP7 giving the highest length of 20.53 cm
(increased by 83.80%) followed by E1FP13 with a length of 17.97 cm (increased by 60.88%).
All isolates were able to significantly increase root dry weight in comparison to the control
(p = 0.003). There was no significant difference between root dry weights of seeds treated
with isolates E1FP13, E1FP4, E1PP7, and E1PP15. However, seeds treated with isolate
E1PP6 registered the lowest root dry weight. Nonetheless, it was still significantly higher
than the root dry weight of the control (Table 3) (Supplementary Materials, Figure S4).

Table 3. Effect of selected Pseudomonas strains on the shoot and root growth of chickpea.

Selected Shoot Length Root Length Shoot Dry Root Dry

Pseudomonas (cm) (cm) Weight (g) Weight (g)
E1PP6 28.80 + 0.69 P 12.13 +1.332 023 +0.02b 0.14 + 0.04 2P
E1FP13 30.17 + 1.46° 17.97 + 0.96 bc 0.26 +£0.01b 020 £0.01b
E1FP4 30.23 £ 1.66° 14.83 + 1.56 2P 0.27 +£0.02b 0.18 £ 0.02b
E1PP7 35.77 +£1.10¢ 20.53 £ 0.38 ¢ 032+ 0.04°¢ 0.20 + 0.04P
E1PP15 2357 £ 0572 14.53 4+ 1.19 2b 0.18 £ 0.022 0.17 £0.01b
Control 25.07 +1.872 11.17 4+ 2.402 0.17 £0.022 0.11 £0.012

The values given are means (1 = 3) with standard deviations. Means in the same column followed by the same

letters are not significantly different at p < 0.05.
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3.5. Control of Wilt Disease of Chickpea by Selected Pseudomonas Strains

The pot experiment revealed that the DS was significantly lower (p = 0.002) in plants
inoculated with the selected Pseudomonas strains (E1FP13, E1FP4, and E1PP7) in comparison
to the uninoculated control infected with Foc-S1. There was no significant difference
(p = 0.489) in the DR between E1FP13, E1FP4, and E1PP7, with values equal to 55.77%,
48.08%, and 46.16%, respectively (Table 4) (Supplementary Materials, Figure S2).

Table 4. In vivo effect of selected Pseudomonas strains on Foc isolates.

Foc-S1 Foc-S2
Strains Strains

DS% DR% DS% DR%
E1FP13 3194 +6.362 55.77 +8.81%2 E1FP13 38.89 +4.822 53.33 4 5.78 P
E1FP4 3750 +4.172 48.08 +5.78 2 E1PP6 44.44 +9.62 3 46.67 + 11.55 b
E1PP7 38.89 +9.622 46.16 +=13.33 2 E1PP15 58.33 +0.00P 30.00 +=0.002
Control 72.22 +£12.73b 00.00 Control 83.33 +8.34¢ 00.00

The values given are means (n = 3) with standard deviations. Means in the same column followed by the same
letters are not significantly different at p < 0.05.

The DS was also significantly lower (p = 0.0002) in plants inoculated with the selected
Pseudomonas strains (E1FP13, E1PP6, and E1PP15) in comparison to the uninoculated control
infected with Foc-52. There was a significant difference (p = 0.021) among the DR results,
with isolate E1FP13 giving the highest percentage of 53.33%, followed by E1PP6 (46.67%)
and E1PP15 (30%) (Table 4) (Supplementary Materials, Figure S3).

3.6. Molecular Identification of Selected Pseudomonas

The sequences of selected Pseudomonas strains were compared with other sequences
using BLAST. The search was limited to sequences from type material, and the identification
was based on homology percentage with the reference sequences. Results are presented
in Table 5, with accession numbers of each isolate received from NCBI after sequences
submission.

Table 5. BLAST results of selected Pseudomonas.

Isolates Accession Best Match PI* E Value
E1PP6 MT774541 Pseudomonas frederiksbergensis 99.55% 0.0
E1FP13 MT774542 1 Se”domom’sf{;‘fflgﬂ;%lgrgems strain - g9 569 0.0
E1PP7 MT774544 P Se”d"m"’;”fsz%?;;’g;”m strain 100% 0.0
E1PP15 MT774545 P Se”domo’;“_sz%?;;ggns 15 strain 99.77% 0.0
E1EP4 MT774548 Pseudomonas f;fj\ll/{e;{z;c(s)gergensis strain 99.89% 0.0

* PI: Percentage identification.

Phylogenetic trees were also generated by the neighbor-joining method using the
MEGA-X program with Bootstrap values based on 1000 replications. Sequences from
the BLAST search with the highest similarity percentages were selected and used for the
construction of the trees. Rhizobacter gummiphilus was used as an out-group bacterium.
Results of the analysis revealed that the closest relative to isolates EIPP6, E1IFP13, and E1FP4
was Pseudomonas frederiksbergensis with which they had the highest similarity percentages
(>99.50%), while isolates E1PP7 and E1PP15 were closely related to Pseudomonas granadensis
(100% and 99.77% identity, respectively) and Pseudomonas soyae (99.72% and 99.65% identity,
respectively). Results can be found in Supplementary Materials (Figures S5-59).
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4. Discussion

In this study, Pseudomonas isolates were used as potential biocontrol agents against
Foc. Several studies have demonstrated the efficacy of biocontrol agents in controlling
this damaging phytopathogen [45—47]. The biocontrol activity of our Pseudomonas strains
against Foc was confirmed through multiple assays.

In the in vitro antagonism test, the Pseudomonas strains reduced the mycelial growth
of the Foc isolates with varying inhibition percentages. The results of the antagonistic effect
of isolated Pseudomonas strains revealed that the growth of Foc-S1 was significantly more
reduced in the divided plate assay (effect of volatile compounds) than in the co-culture assay,
whereas for Foc-52, there was no significant difference between the two assays. Typically, a
higher growth inhibition percentage would be expected with the co-culture assay rather
than with the divided plate assay, considering that in the co-culture assay, Foc is exposed to
both diffusible and volatile antifungal metabolites, whereas in the divided plate assay, Foc
is only exposed to the volatile antifungal metabolites. However, our results stated above
revealed otherwise. This can be explained by the diffusion of antibacterial metabolites by
Foc into the medium during the co-culture assay, which negatively affected the ability of
Pseudomonas strains to inhibit fungal growth, thus resulting in a lower inhibition percentage.
Meanwhile, in the divided plate assay, the partition in Petri dishes protects the Pseudomonas
strains from potential antibacterial compounds released by Foc. The most known metabolite
is fusaric acid, a mycotoxin produced by several species in the genus Fusarium [48]. The
production of fusaric acid by Foc was reported by Tiirkkan and Dolar [49]. This mycotoxin
is capable of decreasing the production of 2, 4-diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG), an
antifungal metabolite synthesized by the antagonistic strain P. protegens P£-5 [50]. Similar
results to ours have been reported by Kumari and Khanna [51].

E1FP13, E1FP4, and E1PP7 were the Pseudomonas strains with the highest inhibition
percentages against Foc-51. They registered the highest inhibition rates with volatile
compounds, which is consistent with their ability to produce volatile antifungal compounds.
The assessment of their PGPP revealed that EIFP13 and E1FP4 produced ammonia, while
E1PP7 produced ammonia and HCN. A recent study conducted by Vlassi and Nesler [52]
confirmed the involvement of ammonia released by Lysobacter capsici AZ78 in the inhibition
of Rhizoctonia solani. HCN emitted by P. putida R32 and P. chlororaphis R47 was shown
to be responsible for inhibiting the mycelial growth of the phytopathogen Phytophthora
infestans [53]. HCN targets the electron transport chain of the pathogens, which leads to a
deficiency in their ATP production, thus limiting their growth and development [51].

Microscopic examination of the effect of E1IFP13 on Foc-S1 revealed fragmented and
empty hyphae without septa. Similarly, Attia et al. [54] have reported hyphal fragmentation
of Alternaria solani after treatment with plant-growth-promoting rhizobacteria. These results
can be interpreted by the lysis of the hyphae that led to the loss of their content, which
explains the empty appearance. P. monteilii PsF84 was shown to cause hyphal lysis of
Fusarium oxysporum through the action of 2, 4-Di-tert-butylphenol, a volatile antifungal
compound [55]. In the case of E1PP7 and E1FP4, the hyphae appeared empty of their
content with the presence of granulations (vesicles). The same results were observed by
Barka et al. [56] when Botrytis cinerea was treated with Pseudomonas sp. strain PsJN. In
another study, a volatile antifungal compound released by P. brassicacearum and identified
as dl-Limonene was also shown to cause the formation of granulations inside Sclerotinia
sclerotiorum hyphae [57]. The alterations observed with Foc-S1’s hyphae were caused by the
volatile antifungal compounds released by E1FP13, E1FP7, and E1FP4. These compounds
can be ammonia and HCN, as they can be other volatile antifungal compounds produced
by these strains [58-60].

Isolates E1PP6 and E1FP13 gave the highest inhibition rates against Foc-S2 with
diffusible compounds, while E1PP15 acted through the action of volatile compounds. The
results of PGPP revealed that EIPP15 was able to produce HCN and ammonia, which
correlates positively with its volatile antagonistic activity. Isolates EIPP6 and E1FP13
were both able to produce siderophores, which are low molecular weight compounds that
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chelate ferric iron [61]. Di Francesco and Baraldi [62] reported that competition for iron
through the release of siderophores by antagonists reduced the mycelial growth of the
pathogenic fungus Monilinia laxa. In another study, it was shown that rhizobacteria that
had a strong antagonistic effect against Pyricularia oryzae were the ones that registered the
best siderophores production [63]. Besides the production of siderophores, isolate E1FP13
was also positive for the production of lipase, an enzyme responsible for the degradation
of the fungal cell wall [64]. Isolate E1PP6 did not produce any of the tested diffusible
lytic enzymes, which suggests that other enzymes, such as (3-glucanase, involved in the
degradation of the fungal cell wall [65] or other mechanisms, such as the production of
cyclo (Pro-Val), a cyclic dipeptide with antifungal activity produced by P. frederiksbergensis
CMAA 1323 [18], and the production of antibiotics [66], may have been employed.

The microscopic examination of the effect of EIPP15 on Foc-52 revealed that this
isolate caused a condensation of the hyphae’s cytoplasm; the same observation was re-
ported by Giorgio et al. [57] when Sclerotinia sclerotiorum was treated with Pseudomonas
spp. USB2104. E1PP6 and E1FP13 caused granulations, emptiness, and deformations
(swelling) of the hyphae, which were also observed by Arora et al. [67] when Rhizoctonia
solani was treated with Pseudomonas PGC2. Likewise, empty and swollen hyphae were
reported by Chiranjeevi et al. [68] when Rhizoctonia bataticola was treated with the crude
metabolite extract of Bacillus subtillis. The granulations could be cytoplasm remains formed
due to cytoplasm leakage following hyphal damage caused by the hydrolytic enzyme,
lipase, produced by E1FP13. In the case of E1PP6, which did not produce any of the tested
lytic enzymes, other mechanisms, as mentioned above, may have been responsible for the
observed morphological changes.

All five isolates were shown to synthesize IAA, a phytohormone that increases the
plant’s nutrients intake by enhancing the root surface [69]. All isolates were positive for the
production of cellulase, involved in the increase in organic matter in the soil [70]. All five
isolates were also able to solubilize phosphate; however, the qualitative assay results did
not match those of the quantitative assay, as the highest solubilization values were observed
with the strains that gave the weakest solubilization halo in the plate assay. The same results
were observed by Nautiyal [34]. Phosphate plays a vital role in plant development. Despite
its abundance in the soil, most of it remains unavailable to plants. Phosphate-solubilizing
microorganisms can hydrolyze the insoluble phosphate forms into a soluble form that can
be easily assimilated by plants [71].

The evaluation of the effect of selected Pseudomonas strains on the shoot and root
growth of chickpea revealed that isolates E1IPP6, E1FP13, E1FP4, and E1PP7 were able to
significantly increase shoot length and shoot dry weight, which correlates positively with
their ability to produce several PGP compounds, such as ammonia, cellulase, siderophores,
and solubilize phosphate. Although E1PP15 was also shown to produce these compounds,
it did not improve shoot growth like the rest of the isolates. This result may be explained by
the fact that, unlike in the in vitro tests, EIPP15 was not able to synthesize these metabolites
in vivo. Concerning the growth of the roots, isolates E1PP15, E1FP13, E1FP4, and E1PP7
were able to significantly increase root length and root dry weight, which concurs well with
their ability to produce IAA. IAA plays an important role in the development of plant roots;
in a recent study, P. moraviensis wild type was reported for its ability to increase wheat root
area in comparison to its IAA-deficient mutants [72]. Regarding E1PP6, this isolate did not
improve the root length; however, it significantly increased the roots” dry weight, and this
can be interpreted by an increase in the growth of lateral roots through the production of
IAA. The positive effect of IAA-producing bacteria on the number of plant’s lateral roots
has been demonstrated by Herlina et al. [73]. Our results are in line with other studies that
have demonstrated the capacity of Pseudomonas strains to improve chickpea growth [74-76].
Our study confirms the ability of the Pseudomonas isolates to promote chickpea growth by
increasing shoot and root length, as well as their dry weight.

The pot experiment revealed that all selected Pseudomonas strains were able to signifi-
cantly decrease the disease severity caused by both Foc isolates. The in vitro antagonistic
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effects (percentages of inhibition) of E1FP13, E1FP4, and E1PP7 against Foc-S1 were not
significantly different from their in vivo effects (DR percentages). Similarly, there was no
significant difference between the in vitro and in vivo antagonistic effects of EIPP6 and
E1FP13 against Foc-S2. However, the antagonistic effect of isolate EIPP15 was signifi-
cantly lower in the in vivo test, which can be attributed to lower production of antifungal
compounds than that expressed in the in vitro assay. A recent study conducted by Besset-
Manzoni et al. [77] showed that biocontrol agents may not always perform the same way
in the in vivo antagonism assay as they do in the in vitro antagonism assay. In this study,
the selected Pseudomonas strains were shown to control Fusarium wilt of chickpea caused
by Foc; various studies have demonstrated the potential of Pseudomonas strains in the
protection against phytopathogens [14,15,17,53]. Our results revealed that the Pseudomonas
isolates produced various antifungal compounds and caused some damage to the Foc
hyphae. Moreover, the isolates improved chickpea growth through the production of
several metabolites that play an important role in the provision and acquisition of nutrients.
The improvement of plant growth contributes to the biocontrol process, as it confers a
better resistance to plants against pathogens, thus limiting their negative impact on the
plants. The combination of all these mechanisms explains the significant reduction in
disease severity by our isolates when applied as seed treatments.

The BLAST results and the phylogenetic analysis confirmed that the selected rhizobac-
teria belong to the genus Pseudomonas. Isolates EIPP6, E1FP13, and E1FP4 were closely
related and best matched with P. frederiksbergensis, a bacterium that is usually associated
with abiotic stress reduction, such as the degradation of pesticides [78] and the enhancement
of cold stress and salt stress tolerance [79]. A few studies have been carried out on the antag-
onistic and PGPP of P. frederiksbergensis. A study performed by Ferchichi et al. [80] revealed
that P. frederiksbergensis LB113 was able to produce HCN and inhibit mycelium growth of
Macrophomina phaseolina and Alternaria alternate in PDA. P. frederiksbergensis PgBE39 and
PgBE45 were reported for their antifungal activity against Cylindrocarpon destructans and
Botrytis cinerea [81], while P. frederiksbergensis G62 was reported by Ben Zineb et al. [82] for
its ability to produce siderophores, HCN, IAA, and solubilize phosphate. Isolates E1PP7
and E1PP15 were closely related to two Pseudomonas species, P. soyae and P. granadensis,
with the latter having the highest similarity percentages with the two isolates. P. granadensis
strain 100 was reported by Riera et al. [83] for its ability to produce siderophores, while P.
granadensis PMK4 was shown to produce IAA, siderophores, and solubilize phosphate [84].

5. Conclusions

In brief, our results revealed that the Pseudomonas strains have the potential to be used
as biocontrol agents in the management of wilt disease and as plant-growth-promoting
bacteria in chickpea plants.

6. Future Perspective

In the future, it would be of interest to further study the ability of our Pseudomonas
strains to control Foc under different stress conditions, such as cold, high salinity soils, and
soils polluted with pesticides, and to test their effect alone and in consortium with other
bacteria against Foc and other phytopathogens. Other experiments and field evaluations of
the isolated Pseudomonas strains should be carried out to reveal in detail the underlying
mechanisms of their biocontrol activity.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/agriculture12030429/s1, Figure S1: Inhibition of Foc growth by
isolated Pseudomonas. (1) Antagonism plate, (2) Plate without bacteria (control); Figure S2: Biocontrol
of Foc-S1 by isolated Pseudomonas. (1) Treatment with E1FP13, (2) Treatment with E1PP7, (3) Control,
(4) Treatment with E1FP4; Figure S3: Biocontrol of Foc-S2 by isolated Pseudomonas. (1) Treatment with
E1PP6, (2) Treatment with E1PP15, (3) Control, (4) Treatment with E1FP13; Figure S4: Promotion of
chickpea growth by Pseudomonas isolates. (1) Control, (2) Treatment with E1FP13, (3) Treatment with
E1PP7, (4) Treatment with E1PP6, (5) Treatment with E1FP4, (6) Treatment with E1PP15; Figure S5:
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Phylogenetic tree of strain E1PP6 constructed by neighbor-joining method with Bootstrap values
supporting the branches shown at the nodes; the bar indicates the number of substitutions per site;
Figure S6: Phylogenetic tree of strain E1FP13 constructed by neighbor-joining method with Bootstrap
values supporting the branches shown at the nodes; the bar indicates the number of substitutions
per site; Figure S7: Phylogenetic tree of strain EIPP7 constructed by neighbor-joining method with
Bootstrap values supporting the branches shown at the nodes; the bar indicates the number of
substitutions per site; Figure S8: Phylogenetic tree of strain E1IPP15 constructed by neighbor-joining
method with Bootstrap values supporting the branches shown at the nodes; the bar indicates the
number of substitutions per site; Figure S9: Phylogenetic tree of strain E1FP4 constructed by neighbor-
joining method with Bootstrap values supporting the branches shown at the nodes; the bar indicates
the number of substitutions per site.
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Interaction des rhizobactéries symbiotiques (Rhizobium) et bactéries antagonistes
(Pseudomonas et Bacillus) avec I’agent du flétrissement fusarien du pois chiche

Résumé

L'objectif du présent travail est I’étude du pouvoir antagoniste des rhizobactéries envers
le Fusarium oxysporum f.sp ciceris (Foc) et leur effet stimulateur de la croissance de la culture
du pois chiche. L’effet antifongique des rhizobactéries a été évalué in vitro contre deux souches
Foc, codées Foc-S1 et Foc-S2. Parmi les Pseudomonas, les souches E1FP13, E1FP4, et EIPP7
ont été les plus efficaces contre Foc-S1, tandis que les souches E1PP6, E1FP13, et EIPP15 ont
été les plus efficaces contre Foc-S2. Concernant les isolats Bacillus, les souches E2PB1,
EIPB10, et EIPB6 ont ét¢ les plus efficaces contre les deux Foc. Par ailleurs, I’examen
microscopique a révélé que les bactéries ont provoqué des changements morphologiques dans la
structure mycélienne, allant de la granulation et la condensation du cytoplasme a la
fragmentation et gonflement des hyphes de Foc. L’appartenance des bactéries aux genres
Pseudomonas et Bacillus a été confirmée a travers le séquencage du géne ARNr 16S et I’analyse
phylogénétique. L'évaluation de la production des composés favorisant la croissance des plantes
a montré que les souches bactériennes étaient capables de solubiliser le phosphate et de produire
I’a-amylase, la lipase, la protéase, la cellulase, le cyanure d'hydrogene, I’acide indole acétique,
I’ammoniac et les sidérophores. L application (individuelle et en consortium avec Sinorhizobium
meliloti) des souches bactériennes sur les grains de pois chiche a montré que les traitements
étaient capables d'ameliorer au moins deux des paramétres de croissance mesures (longueur de la
tige, longueur de la racine, poids sec de la tige et poids sec des racines). L'activité de biocontréle
des souches bactériennes a également été évaluée ; les résultats du test ont montré que la gravité
de la maladie (GM) était significativement plus faible dans les plantes traitées par rapport aux
témoins non traités inoculés par Foc-S1 et Foc-S2. Les résultats de la réduction de la maladie
(RM) ont révélé que dans le groupe Pseudomonas, le traitement E1IFP13c a enregistré la RM la
plus élevée, soit 69,23 % dans les pots inoculés par Foc-S1 et 66,67 % dans les pots inoculés par
Foc-S2. En ce qui concerne le groupe Bacillus, le traitement EIPB6¢C a été marqué par la plus
haute RM égale a 78,85 % dans les pots inoculés par Foc-S1 tandis que le traitement E2PB1c a
montré la meilleure RM égale a 76,67 % dans les pots inoculés par Foc-S2. Ceci a été conjugué
avec une amélioration significative des parametres de croissance des plantes par rapport aux
témoins non traités. Les résultats de la présente étude suggeérent l'introduction des souches
Pseudomonas, Bacillus et Sinorhizobium dans le programme de protection des semences pour
controler le flétrissement fusarien et améliorer la croissance des plantes de pois chiche.

Mots clés : Foc, Pseudomonas, Bacillus, Sinorhizobium, Biocontrdle.
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