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Introduction générale

La population mondiale devrait augmenter de 2 milliards de personnes au cours des
trente prochaines années, passant de 7,7 milliards a 9,7 milliards en 2050 (Nations unies, 2019).
En raison de cette croissance démographique significative, les besoins nutritionnel vont
augmenter aussi. D'aprés (FAO, 2017), I'amélioration du rendement des cultures agricoles est
I'une des solutions pour atteindre la suffisance alimentaire. De nos jours, I'amélioration se fait
généralement par l'utilisation des engrais chimique et des pesticides. L'utilisation massive de
ces derniers dans les cultures agricoles pose plusieurs problémes environnementaux tels que la
pollution des sols et des nappes phréeatique (IAGRI, 2019), ainsi que des problémes liés a la
santé publique comme signalé par I’OMS (2018).En effet, les pesticides font partie des
premiéres causes du cancer et de stérilité (OMS, 2018) ; vue qu’ils font partie des perturbateurs
endocriniens (ATMO, 2020).

Pour surmonter ce probleme, il existe deux solutions de base : la gestion durable des
engrais chimiques (FAO, 2019) et l'utilisation des microorganismes promoteurs de la croissance
des plantes (Rani et al. 2012). Egalement, I’intensification écologique vise a accroitre la
productivité de I’agriculture en renforcant la biodiversité et les services écosystémiques
associés, tout en minimisant I’utilisation d’intrants synthétiques et 1’expansion des terres
cultivées (Griffon, 2013 ; Montesinos, 2019).

Certains groupes de microorganismes ont la capacité de stimuler la croissance des
plantes de différentes maniéres. Parmi ces groupes se trouvent les champignons, en particulier
ceux gui ont une relation symbiotique avec la plantes (mycorhizes) tels que Rhizopogon spp. et
Suillus spp. (Duponnois et al. 2010).D'autres groupes sont des bactéries, parmi lesquelles :

Pseudomonas (Neelam et Saraf, 2010), Bacillus (Kang et al. 2019) et les actinomycetes.

Dans I’ensemble, les bactéries ayant un impact positif sur la plante, par le biais d’un
effet protecteur ou via une stimulation de sa croissance, ont communément été regroupées sous
le terme de rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes, ou PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) dont appartiennent les Pseudomonas spp. Fluorescent (Mercado-
Blanco et al, 2007).

Une grande part des recherches réalisée sur les rhizobactéries souligne 1’importance et
le potentiel du groupe des Pseudomonas spp. Fluorescents (Cipriano et al, 2018). En effet, au
cours des deux dernieres décennies, des etudes ont signalé des augmentations significatives

dans la croissance et le rendement des cultures en réponse a l'inoculation avec quelques souches
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de Pseudomonas spp. Fluorescents (Taguet et al, 2015 ; Turatto et al, 2018) qui sont des
biofertilisants également appelés « biostimulants » ou « phytostimulants » (Faessel et al. 2015).

Les Pseudomonas spp. Fluorescents qui favorisent la croissance des plantes, stimulent
directement la croissance de celles-ci en augmentant le prélevement des éléments nutritifs du
sol, en induisant et produisant des régulateurs de croissance végetale et en activant les
mécanismes de résistance induite chez les végétaux. Les Pseudomonas spp stimulent
indirectement la croissance des végétaux par leur effet antagoniste sur la microflore qui leur est
néfaste en transformant les métabolites toxiques et en stimulant la nodulation des légumineuses
par les Rhizobia. Leurs effets antagonistes impliquent la production d'antibiotiques et la

compétition nutritionnelle avec les pathogénes végétaux (Beauchamp,
1993).

Notre étude consiste a partir d’un matériel biologique étudié précédemment de mettre
en évidence les potentialités de deux souches bactériennes de Pseudomonas spp.Fluorescents
dans la production de I’acide-indole-acétique et dans la solubilisation du phosphate tricalcique.
Des essais d’évaluation des potentialités de stimulation de la germination et de biostimulation
de la croissance végétale des plantules d’une variété locale de Triticum durum chez ces deux

souches bactériennes ont été effectués.
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1. Les PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria)

1.1. Définition

Le terme PGPR a été introduit pour la premiere fois a la fin des années 1970 par Kloepper
et Schroth. Il est également connu sous les noms de Nodule Promoting Rhizobacteria (NPR)
les Rhizobacteria favorisant les nodules (Bazot, 2005) et Plant HealthPromoting Rhizobacteria
(PHPR) rhizobactéries favorisant la santé des plantes (Singh, 2018). Les PGPR sont définies
comme des bactéries présentes dans la rhizosphere (Benmati, 2014). Sur la base de
I’interaction, ils pourraient étre distingués en deux types : symbiotique et libre. Le premier type
est di au fait qu’ils vivent a intérieur des parties de la plante et ont une source directe
d’interaction concernant 1’échange de métabolites, tandis que le second vit a I’extérieur.
Certaines bactéries symbiotiques résident dans les espaces intercellulaires de la plante tandis
que d’autres peuvent s’engager dans une interaction mutualiste comme un moyen de pénétrer a
I’intérieur de la cellule végétale (Singh, 2018). Les bactéries du genre Pseudomonas occupent
la plupart des environnements naturels. Elles sont isolées de I’eau, du sol et des végétaux. Elles
présentent un fort potentiel d’adaptation physiologique et génétique et sont capables d’utiliser
une grande variété de nutriments. D’un point de vue écologique, les Pseudomonas regroupent

des espéeces bénéfiques pour I’environnement et des espéces pathogenes (Talon et al. 2006).

Au niveau de la rhizosphere les Pseudomonas peuvent avoir un effet bénéfique en
mobilisant certains nutriments nécessaires a la croissance de la plante. Elles peuvent aussi la
protéger contre des micro-organismes pathogénes en stimulant les mécanismes de résistance
intrinséques de la plante par la sécrétion des composés antibactériens et antifongiques et/ou par
la compétition vis-a-vis de certains nutriments. C’est notamment le cas de souches de P.
fluorescens, décrites comme des bactéries phytoprotéctrices jouant un réle prépondérant dans
le biocontréles de la rhizosphere (Walsh et al. 2001). D’autres especes sont des pathogenes
pour les plantes, comme I’espece P. syringaequi compte au moins 37 pathovars capables

d’infecter de nombreuses espéces de végétaux (Sawada et al. 2002).

Les Pseudomonas spp. Sont capables de dégrader de nombreux composés organiques,
tels des composés halogénés, des hydrocarbures aromatiques et des herbicides (Ramos, 2004).
Elles peuvent ainsi étre utilisées dans les processus de décontamination des sols «
bioremédiation » (Stallwood et al. 2005).
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Les Pseudomonas spp. Peuvent également se comporter comme des agents
opportunistes et étre a I’origine d’infections iatrogenes et/ou nosocomiales. En raison de la
richesse de leurs voies métaboliques, souvent capables de résister a de nombreux antiseptiques

ou antibiotiques.

Ceci expligue leur présence de plus en plus fréquente en milieu hospitalier, ou elles peuvent
étre isolées de I’environnement humide, des denrées alimentaires, des réactifs biologiques, des

solutés injectables, du sang ou des dérives sanguins conservés au froid (Feuilloley et al.2007).

2. Les différents types des PGPR

> Bio fertilisant:

Une substance qui contient des microorganismes vivants, lorsqu’elle est appliquée sur
la surface de la plante des semences ou le sol, colonisent la rhizosphere et promeuvent la
croissance des plantes en augmentant le nombre des éléments fertilisants primaires de la plante

hote. Leurs mécanismes d’action :
-La fixation biologique d’azote.
-Utilisation du phosphore insoluble (Vessey, 2003) (Somers et al. 2004)
» Phytobénéfique:
Micro-organisme, capable de produire des phytohormones acide indole acétiques,

L acide gibbérellique les cytokines et de I’éthyléne (Lugtenberg et al. 2002) (Vessey, 2003)
(Somers et al. 2004)

> Bio pesticides:

Les micro-organismes qui favorisent la croissance des plantes en contr6lant les agents
Phytopathogenes. Leurs modes d’action :

- Production d’antibiotiques, sidérophores, d’enzymes, hydrolytiques acquis et systémique

Induite la résistance (Somers et al. 2004) (Chandler et al. 2008).
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3. Généralités sur les Pseudomonas fluorescents

Les bactéries appartenant au groupe des Pseudomonas Fluorescents sont parmi les plus
abondantes dans la rhizosphere. Dans certains cas, elles représentent plus de 60 % de la
microflore bactérienne totale du sol (Allaire, 2005). Ces bactéries peuvent agir favorablement
sur la plante en modifiant son environnement immédiat par des effets d’antibiose et /ou en
stimulant directement sa croissance par des effets bénéfiques ou PGPR (Plant, Growth,
Promoting Rhizobacteria).

Le genre Pseudomonas est le groupe le plus hétérogene écologiquement significatif de
bactéries connues, et comprend des batonnets aérobies Gram-négatives qui sont largement
répandues dans la nature et caractérisées par une polyvalence élevée du métabolisme, grace a
la présence d’un systeme enzymatique complexe. Les exigences nutritionnelles de
Pseudomonas spp sont trés simples, et le genre se retrouve dans des habitats naturels comme le
sol, I’eau douce, le de mer, etc. Mais il a également été isolé des sujets cliniques, des solutions
aseptiques, des cosmétiques et produits meédicaux (Franzetti et Scarpellini, 2007). Certains
membres du genre Pseudomonas appartiennent aux Gamma- Protéobactéries. Ce groupe en
globe la majorité des especes de bactéries phytopathogenes importants et des agents porteurs
d’infections humaines, alors que d’autres souches et espéces sont responsables des activités de

bioremédiation et de contréle biologique (Tripathy et al. 2006).

Le genre Pseudomonas appartient a la famille des Pseudomonaceae, il comprend une
soixantaine d’especes. Plusieurs études ont souligné le haut degré de diversité au sein de
Pseudomonas fluorescens, ce qui a mené a la subdivision de cette espéce en différentes biovars.

Le groupe de Pseudomonas se compose de bactéries sous forme de batonnets, Gram
Négatifs, mobiles par ciliature polaire (sauf Pseudomonas mallei), non sporulant, elles sont

Aérobies obligatoires. Les Pseudomonas sont un métabolisme mésophile et
chimioorganotrophe, peu exigeantes, et incapable de fermenter le glucose, se caractérisent par
la pluralité des substances hydrocarbonées utilisees comme source de carbone et d’énergie,
produisant des pigments, la plupart étant saprophytes et pouvant coloniser les cellules corticales
mortes des racines (Cook et al. 1996).

En effet, ces bactéries sont d’excellents compétiteurs vis -a- vis de la microflore
fongique et bactérienne du sol par leur temps de génération (multiplication) « in situ »
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Relativement court, leur capacité a chélate les ions ferriques et a produire des
substances antibiotiques. Chez les

Pseudomonas, d’autres molécules antifongiques comme la viscosamide, la pyoluteorine, le 2,4
diacetylphloroglucinol, la pyrroinitrine, les phénazines et les butyrolactones sont impliquées

dans le biocontréles (Haas &amp ; Defago, 2005).

Elles peuvent également agir sur le métabolisme de la plante par effet hormonal et/ou
par solubilisation de formes de phosphore insolubles, rendant ainsi le phosphore bio disponible,
il est également reconnu que des bactéries de la mycorhizosphére, encore appelées bactéries
auxiliaires de la mycorhization, stimulent sélectivement I’établissement de la symbiose ec

tomycorhizienne (Picard et al. 1992 &amp ; Girlanda et al. 2001).

Les genres Pseudomonas produisent un pigment fluorescent jaune vert (Botelho
&amp ; Leda, 2006) soluble sur le milieu King B contenant une faible concentration en fer.

Elles forment toutes des colonies fluorescentes (Whipps &amp ; Walsh et al. 2001).

3.1. Classification de Pseudomonas

Les Pseudomonas sont classé selon la hiérarchie suivante (Palleroni, 1984 ; Krieg et al.
1984 ; Holt et al. 1994) :

Regne : Bacteria
Embranchement : Prokaryota
Division : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas

Dans I’édition de 1974 du Bergey’s Manual, ces bactéries sont incluses dans la famille
des Pseudomonadaceae. Leur classification repose sur des caractéristiques phénotypiques,
seules la composition en G+C fussent rajoutées comme caractéristique genétique. Dans la
premiére decennie du nouveau millénaire, la révision taxonomique la plus détaillée du genre

Pseudomonas basée sur le séquencgage du géne codant I’ARNr 16S, fOt entreprise par (Anzai et
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al. 2000). En analysant les séquences de 128 especes de Pseudomonas (certaines sont des
souches de références), ils ont conclu que 57 seulement appartenaient aux groupe des
Pseudomonas sensu stricto ; la comparaison de 1073 nucléotides les a subdivisées en 7

groupes :
1 .Le groupe de P. syringae.
2 .Le groupe de P. chlororaphis.
3 .Le groupe de P. fluorescens.
4 .Le groupe de P. putida.
5 .Le groupe de P. stutzeri.
6 .Le groupe de P. aeruginosa.

7. Le groupe de P. pertucinogena

3.2. Caractéristiques morphologiques et culturaux

Les Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif, droits ou légérement incurves, de
0,5 a 1,0 um de diamétre sur 1,5 a 5,0 um (ou plus) de longueur, non sporulés. Ces bactéries
sont généralement mobiles grace a un ou plusieurs flagelles polaires (Garrity, 2005).La culture
de ces bactérie est facile avec ou sans production de pigments, sur des milieux minéraux
synthétiques avec une source simple de carbone : acétate, pyruvate et des milieux sélectifs a

base decétrimide que I’on peut additionner d’acide nalidixique.

Les colonies de P.aeruginosa sont polymorphes, soit large avec une partie centrale
bombée et un contour irrégulier (ceufs sur le plat), soit des petites colonies mates Iégerement
bombées avec un bordcirculaire régulier, des colonies muqueuses bombées, opaques,

visqueuses parfois coulantes. (Avril et al., 2000).

Le genre Pseudomonas comprend des espéces Fluorescentes produisant des pigments
spécifiques. Les deux pigments les plus fréquents et caractéristiques sont la pyocyanine et la
pyoverdine qui sont solubles dans les milieux de culture. Les especes pigmentées sont par
exemple : P. aeruginosa produit les deux pigments, mais pouvant étre perdus par mutation. P.

fluorescens, P. putida, P.syringae, et P. cichorii produisent de la pyoverdine et P.aureofaciens
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produit un pigment jaune orange ou pourpre. Certaines souches sont apigmentées tel que P.
alcaligenes, P. stutzeri. (Martin, 2007).

4. Effet bénéfique des Pseudomonas Spp Fluorescents

Les Pseudomonas Spp Fluorescents sont parmi les rhizobactéries non symbiotique qui font
I’objet d’une attention particuliere et significative sur I’augmentation de rendement des

cultures.

Ces bactéries de la rhizosphére sont alors reprises par Kloepper et Schroth (1978) sous le terme
« PGPR » (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria).

L'augmentation et la qualité de la productivité agricole sont indispensables. Les applications
des PGPR sont les pratiques les plus fiables offrant de meilleurs rendements des cultures

agricoles.

L’installation des PGPR dans la rhizosphére est influencée par les substances libérées
par les racines des plantes (Prescott et al, 2003 ; Sturz et Christie, 2003). Ces rhizobactéries
non seulement augmentent en nombre lorsque ces éléments nutritifs deviennent disponibles
mais leur assemblage et leur fonction changent aussi (Prescott et al. 2003). Ces bactéries
peuvent coloniser les racines et exercer des effets bénéfiques sur la croissance des plantes par
différents mécanismes (Nelson, 2004). Grace a leur pouvoir adapté aux conditions
rhizosphériques, ajouté a leurs mécanismes d’action bénefiques, ces rhizobactéries améliorent
le développement des systemes racinaires, I’augmentation de la capacité d’absorption de I’eau
et des éléments nutritifs (Siddiqui, 2003).

Les Pseudomonas Spp fluorescents influencent de maniére bénéfique la plante en
stimulant sa croissance et sa germination (voie directe) et/ou en la protégeant contre des

infections par des agents phytopathogenes (voie indirecte).

Les modes directs incluent la fixation d‘azote atmosphérique, l‘apport de nutriments
non disponibles, (phosphore et autres nutriments minéraux), la production de régulateurs de
croissance végétale (auxines, cytokinines et gibbérellines) et la répression de la synthése
d‘éthyléne (Hassen et Labuschagne, 2010)

Indirects sont les éliminations des agents phytopathogénes a travers la compétition pour

I‘espace et les nutriments, la synthese d‘enzymes hydrolytiques, I‘inhibition des enzymes ou
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des toxines produites par les pathogenes, et I‘induction des mécanismes de résistance de la
plante (Antoun et Prévost., 2005)

4.1. Effet sur la biostimulation de la croissance végétale

4.1.1. La stimulation de gémination

Les PGPR sont en mesure d'exercer un effet bénéfique sur la croissance des plantes telles
que l'augmentation du taux de germination des graines. De nombreux travaux ont prouvé que
l'utilisation des PGPR telles que Azospirillum Spp (Rodriguez et al. 2001) Pseudomonas
(Zaidi, 2003), Azotobacter chroococcum C2 (Basavaraju et al. 2002) et Azotobacter sp.
(Reyes et al. 2008) ont donné une meilleure germination des graines de tomates, de poivre, de

laitue, du radis, du mais et des plants de soja.

Les Pseudomonas spp Fluorescents stimulent et améliorent la germination des graines
et la levée des plantes particuliérement dans des conditions environnementales défavorables a
leur germination (Haas et Déffago, 2005) .Chez plusieurs especes végétales surtout les especes
herbacées apreés leur bactérisation, la vitesse de levée a été accru (Digat et al. 1990 ; Matiru et
Dakora ,2004 ; Sharma et al. 2007 ; Wang et al. 2012).

L’inoculation des plants par des PGPR biocontréles peut modifier la synthése
métabolique de la plante hote. Des études réalisées sur le pois chiche (Cicer arietinum) montrent
qu’en condition inoculée avec la souche Pseudomonas fluoresces Pf4 et la souche P. aeruginosa,

fait I’objet d’interprétations en ce qui concerne son role physiologique au niveau de la plante.
4.1.2. La stimulation de croissance

Les Pseudomonas Spp Fluorescents été reconnue comme bénéfique pour la croissance des
plantes (Kloepper et al. 1988 ; Weller and Cook, 1986). Cette bactérie peut améliorer la
croissance des plantes grace a la production de Sidérophores qui fixent efficacement le fer de

I'environnement et le rendent indisponible pour d'autres composantes de la microflore du sol.

Certaines PGPR stimulent la croissance des plantes en l'absence de pathogénes. Ces
effets directs regroupent les accroissements de la masse aérienne et racinaire, I’élongation
racinaire et les levées accelérées des plantules. Ces augmentations s'expliquent généralement
par des meilleurs prélévements et assimilation des éléments nutritifs par la plante, la production

de phytohormones et le développement de résistance induite chez les plantes. Diverses bactéries
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ont la capacité de solubiliser le phosphore organique par l'action de phosphatase, ou le
phosphore inorganique par la libération d'acides organiques (Kloepper et. al 1989). Les
semences de canola (Brassica campestris L.) inoculées avec la PGPR, ont un contenu en

phosphore supérieur aux témoins non-inoculés (Lifshitz et al. 1987).

Selon d’autre auteurs, les régulateurs de croissance qui sont produits dans la rhizosphére
peuvent étre prélevés directement par les racines et stimuler la croissance de la plante. Les
quantités produites varient avec le microorganisme impliqué et la présence des precurseurs
métaboliques des régulateurs de croissance. L'acide indole acétique (AlA) est le groupe le plus
important de I’auxine, il affecte a la fois la promotion de la croissance de la plante et la

nodulation des racines (Taghavi et al. 2009).
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Figure 1: I’activité microbiologique de la rhizosphere (vittorio et al, 2016)3. Les

Rhizobacteries promotrices de la croissance des plantes.
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4.2. Effet sur le biocontrdles vis-vis les phytopathogénes

Les micro-organismes phytopathogenes sont une menace majeure a long terme pour la
stabilité, de lI'agriculture et des écosystemes mondiaux durables, qui a bouleversé I'écologie des
sols et perturbé I'environnement en réduisant la fertilité du sol et affectant ainsi négativement

la santé humaine et contaminant les eaux souterraines. Parmi en trouve :

4.2.1 Compétition pour I’espace et les nutriments

Dans certains cas, les rhizobactéries a croissance rapide peuvent éliminer les pathogenes
fongiques par une compétition pour le carbone et les sources d’énergie (Kamilova et al. 2005).
Le PGPR doit étre présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique sur

les plantes et pour étre capable d’instaurer une compétition pour les nutriments

Dans la rhizosphére (Haas et Defago, 2005). Outre la vitesse de croissance intrinseque, les
autres propriétés renforcant la colonisation racinaire sont la mobilité (présence d’un flagelle),
le chimiotactisme, les lipopolysaccharides (LPS), la capacité de synthétiser des vitamines et des
macromolécules et la faculté d’utilisation des composés excrétés par les racines (Lugtenberg
et Kamilova, 2009).

4.2.2. Antibiose

L’utilisation d’antagonistes microbiens contre les agents pathogénes des plantes dans les
cultures agricoles a été proposée comme alternative aux pesticides chimiques. Une méthode de
lutte biologique alternative et respectueuse de I’environnement est nécessaire pour lutter contre
la maladie ; les PGPR constituent un important groupe de microbes capables de coloniser les

racines des plantes (Hashemet al. 2017).

Les actinomycétes sont la principale source naturelle de métabolites anti cellulaires. Ils sont
connus comme de nobles usines pour la production de nombreux composés biologiquement
actifs comme les antibactériens, les antifongiques, les antiviraux, les inhibiteurs enzymatiques
(Ahmad et al. 2017), Les insecticides, I’anti protozoaires et les agents herbicides (Kekuda
,2013). Les actinomycétes endophytes résident dans des tissus végétaux sains poursuit et ne
produit pas (du moins a court terme) des symptomes évidents d’infection. En raison de leurs
roles, qui favorisent la croissance des plantes hotes, augmentant la résistance des plantes aux

maladies et permettre aux plantes de s’établir le stress ainsi que le niveau de résistance aux
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insectes et aux mauvaises herbes, les actinomycétes endophytes sont devenus un nouveau type

favorable de ressource biologique (Song et al. 2020).

4.2.3. Résistance systémique induite ou ISR (Induced Systemic Resistance)

L‘expression de mecanismes de défense systemique chez les plantes peut étre initiée
suite a L*interaction avec certaines rhizobactéries non pathogénes lors d‘un phénomeéne appelé
ISR, ce mécanisme rend la plante plus résistante contre d‘éventuelle attaque des agents
pathogénes (virus, bactéries et champignons). De nombreux composants bactériens tel que les
lipopolysaccharides (LPS), Sidérophores, lipopeptides cycliques, peuvent induire une
résistance systémique des plantes (Gupta et al. 2015 ; Shameer et Prasad 2017).

La Résistance Systémique Induite (RSI) est un mécanisme de réponse des peut étre
initiée suite a I‘interaction avec certaines rhizobactéries non pathogénes lors d‘un phénomeéne
appelé ISR, ce mécanisme rend la plante plus résistante contre d‘éventuelle attaque des agents
pathogénes (virus, bactéries et champignons). (Van Loon et al. 1998) se sont référés au
processus de traitement des plantes avec des PGPR pour déclencher les défenses de I'hote
comme réduisant la gravité ou l'incidence des maladies causées par des agents pathogénes qui
sont spatialement séparés de l'inducteur. Dans la plupart des cas, les caractéristiques non
spécifiques de la résistance induite augmenteront le niveau de base de résistance a plusieurs
agents pathogenes en méme temps, ce qui est bénéfique dans des conditions naturelles ou
plusieurs agents pathogénes existent encore. Les PGPR telles que les souches de Pseudomonas
sont connues pour induire une résistance systémique chez les ceillets, tandis que les
Sidérophores de Pseudo actine produits par les souches de Pseudomonas induisent une

résistance systémique chez le tabac et Arabidopsis.

L’expression phénotypique du phénoméne de la RSI peut étre divisée en quatre étapes

principales. Ces étapes sont :

> La perception par la plante des molécules bactériennes responsables de I’élicitassions
du phénomene.

» La transmission du signal nécessaire a la systémisation du phénomeéne dans la plante,

> La mise en alerte de la plante au niveau systémique qui, dans la plupart des cas, n’est
pas accompagnée de modifications majeures de I’activité transcriptionnelle avant

I’attaque du pathogéne.
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» L’expression du ou des mécanisme(s) de défense sensu stricto induits permettant de
limiter voire inhiber la pénétration du pathogéne dans les tissus de I’hdte végétal
(Cherif, 2014).

5. Mécanismes d’action

5.1 Solubilisation du phosphore

L'amélioration de la fertilité du sol est I'une des stratégies les plus communes pour
augmenter la production agricole. En plus de la fixation biologique de I'azote, la solubilisation
des phosphates est également importante. Le phosphore (P) est un macronutriment essentiel
pour la croissance et le développement des plantes mais aussi un important élément nutritif
limitant cette croissance. Contrairement a l'azote, il n'existe pas de source biologiquement
disponible (Ezawa et al. 2002). Méme dans les sols riches la plupart du phosphore n'est pas
disponible pour les plantes, une grande quantité se trouve sous forme insoluble. Les bactéries
solubilisant le phosphate, PSB (Phosphate Solubilizing Bacteria) sont fréquentes dans la
rhizosphére et peuvent étre utilisées pour résoudre ce probleme (Vessey, 2003). Les micro-
organismes permettent la disponibilité du P pour les plantes par minéralisation du P organique
du sol et par solubilisation des phosphates précipités (Kucey et al. 1989 ; Pradhan et Sukla,
2005). La capacité de quelques micro-organismes a convertir le phosphore insoluble en forme
accessible est un trait important pour les PGPR. Les bactéries rhizosphériques solubilisant le
phosphate pourraient étre une source prometteuse comme agent biofertilisant dans I’agriculture
(Sharma et al ; 2007).

Le principal mécanisme de solubilisation des phosphates est la production d’acides
organiques. L acide gluconique et 2-cétogluconique sont les plus fréquemment rencontrés. Les
acides glycolique, oxalique, malonique et succinique, ont également été identifiés. Certaines
souches sont capables de produire en plus des mélanges d’acides lactiques, isovalérique,
isobutyrique et acétique. La libération de ces acides mobilisant le phosphore par lI'intermediaire
d’interactions ioniques avec les cations du sel de phosphate conduisent a l'acidification des
cellules microbiennes et de leur environnement et par conséquent la libération du phosphate
sous forme ionique. La libération des groupements phosphates liés a la matiére organique est
assurée par I’action des phosphatases (Kumar et Narula 1999 ; Whitelaw, 2000 ;

Gyaneshwar et al. 2002).
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Parmi les communautés bactériennes du sol, les especes de Bacillus, Entérobacterie,
Erwinia et Pseudomonas Spp. (Subbarao, 1988 ; Kucey et al. 1989). B. megaterium,
polymyxa, circulans, coagulants, subtiles, sircalmous sont les plus performantes (Podile et
Kishore, 2006) dans la solubilisation des phosphates. Celle-ci permet a B. megaterium, par
exemple, d’améliorer le nombre et le poids sec de nodules, le rendement des composants, la
disponibilité et I'absorption des nutriments des cultures du soja (Son et al. 2006 ; Sharma et
al. 2007) demande de phosphore par 50 % sans affecter le rendement du mais (Yazdani et al.
2009). L'inoculation par B. megaterium solubilisant les phosphates améliore les rendements de
la canne a sucre de 12,6 % (Sundar et al. 2002).

Les PSB sont communes dans la rhizosphere des plantes  cultivées, et quelques
exemples d’association bénéfiques comprennent B. megaterium et les Pois chiches (Elkoca et
al., 2008), B. licheniformis, B. megaterium et le blé et les épinards (Cakmakci et al., 2007),
Pantoea agglomerans et la tomate (Kim et al., 1998), Pseudomonas chlororaphis, P. putida et
le soja (Cattelan et al., 1999), Avena sativa et les souches PGPR isolées de la rhizosphére de
fourrage (Wenxing et al., 2008), Serratia marcescens, Pseudomonas spp , et le mais (Hameeda
et al., 2008).

5.2. Acide indole acétique (AlA)

AlA est le plus important du groupe des auxines (Ashrafuzzaman et al. 2009) La plupart
sont produits par PGPR. Il fonctionne comme une molécule de signalisation importante dans la
régulation de Croissance des plantes, effets sur l'organogenese, réponses nutritionnelles,
réponses cellulaires Expansion cellulaire, division, différenciation, régulation des génes, etc.
(Ryu et Patten, 2008). Le role de I'AlA dans la stimulation de la croissance est obtenu en
imitant l'action des bactéries Application directe d'AlA sur les racines. Favorise la survie des
bactéries de la rhizosphere. Ou L'ajout d’AlA augmente le poids des tiges et des racines de blé.
Différents types de bactéries ont la capacité de produire de I'AlA. Grosse part (80%) Les
bactéries qui colonisent la rhizosphere la synthétisent, et les bactéries Gram-positives sont
faibles Producteur (Loper et Schroth, 1986).

5. 3. Production des Sidérophores

Le fer est un nutriment essentiel pour presque toutes les formes de vie (Neilands, 1995).

Certains PGPR produisent des Sidérophores, des composés de faible poids moléculaire Groupes
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fonctionnels généralement inférieurs a 1 k Da Séquestre le fer en le rendant disponible pour
I'absorption par les plantes (Kirdi et Zermane, 2010). Les Sidérophores sont des métabolites
secondaires de faible poids moléculaire. Entre 200 et 2000 Daltons, son role est de le résoudre,
le chélater et I'extraire Rend le fer plus disponible a partir de nombreux minéraux ou complexes
organiques Sur les micro-organismes (Neilands, 1995). Les Sidérophores sont synthétises et
sécrétés pour la solubilisation des ions ferriques par des micro-organismes aérobies comme les
bactéries, mais aussi par certains champignons organismes supérieurs (certaines plantes
monocotylédones) qui réagissent aux conditions environnementales Carence en fer (Ratledge
et Dover, 2000). Apres secrétion par les bactéries, les Sidérophores se chélatent avec une forte
affinité Absorbe le fer dans I'environnement extracellulaire et le transporte via des voies

anaboliques Spécifique (Krewulak et VVogel, 2008).

& = &
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Figure 2: Fonctions biologiques des Sidérophores (Khan et al. 2009)




Chapitre | | ’i mpor tanc e de s Pseudomonas

5.4. Production d’HCN

De nombreuses bactéries peuvent produire du cyanure d'hydrogéne (HCN) sous la forme
de leur métabolite volatil ou exogéne dans un milieu de culture qui peut également étre exploité
a des fins agricoles, comme mesure potentielle contre une bonne nombre d'agents pathogenes
des plantes et des cultures agricoles ainsi que pour le contréle des mauvaises herbes dans les
champs agricoles. HCN est un métabolite secondaire microbien volatil & large spectre bien
connu, beaucoup plus efficace toxique pour les agents pathogénes des plantes (Pal et.al. 2000
; Voisard et.al, 1989) produit par un certain nombre d'agents favorisant la croissance des
plantes rhizobactéries (PGPR). Le HCN peut jouer un réle clé dans la suppression des maladies
de diverses cultures (Defago et.al, 1990, Voisard et al, 1989 ; Stutz et.al. 1986) en plus de
leur réle contre les agents pathogénes du sol afin de supprimer eux (Weller et.al.2002 ;
Voisard et.al.1989) et aussi dans le controle des mauvaises herbes (Heydari et.al. 2015 ;
Kamei, et.al. 2014 ; Kremer et Souissi 2001). Le HCN joue un réle important dans la lutte
biologique contre les agents pathogénes des plantes grace a la limitation de la croissance
fongique contribuant a leur antagonisme (Ahamad et.al.2008 ; Rezzonico et.al.2007 ;
Siddiqui et al, 2006). Le HCN peut également étre responsable de la suppression de différentes
maladies des racines des plantes dans le tabac, concombre et tomate (Flaishman et.al. 1996 ;
Ramettee et.al. 2003 ; Voisard et.al, 1989) ainsi que de provoquer effet néfaste sur de
nombreux nématodes phytopathogénes (Insunza et.al.2002, Gallagher et Manoil 2001). De
nombreux les Pseudomonas fluorescents associés aux plantes ont leur potentiel pour le contréle
biologique des agents pathogénes des plantes par leur production de plusieurs composés
antimicrobiens dont le HCN (Haas et Defago 2005).

Outre les études de biocontrole , certains travaux ont également suggeré que le HCN
produit par les PGPR joue leur rle important dans la formation de complexes avec les métaux
de transition présents dans les minéraux (Faramarazi et Brand L 2006 ; Fairbrother
et.al,2009) et aussi avec des fers (Keel et.al,1997) et réduit ainsi les niveaux de fer disponibles
pour phytopathogenes afin d'apporter une dimension supplémentaire au biocontréle et au
métabolisme des nutriments éléments provenant d'environnements rocheux naturels (Wongfun
et.al.2014;Lapanje et.al,2014;Frey et.al 2010).

En plus, HCN joue également un role clé indirect dans la disponibilité du phosphore et

la démonstration des métaux (Rij avec et Lapanje 2016), Contribuant a l'augmentation directe
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de la disponibilité des nutriments facilitant I'amélioration de la croissance et developpement
(Rijavec et Lapanje 2016).
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Chapitre 2 Généralité sur le blé dur

1. Origine et classification de blé
1.1.  Origine du blé :

Depuis la naissance de I'agriculture, le blé est la base de la nourriture de I'homme (Ruel,
2006), c'est une espece connue depuis la plus haute antiquité, dont il constitue la base
alimentaire des populations du globe (Yves et Buyer, 2000). Pendant plusieurs siecles, il a été
vénéré comme un dieu et associé a la pluie, I'agriculture et la fécondité (Ruel, 2006). Cette
catégorie de blé est cultivée dans les pays de climat chaud et sec. Les grains de blé dur sont
allongés, souvent méme pointus, avec des enveloppes assez minces et Iégérement translucides
ls donnent moins de son que les blés tendres, bien que contenant plus de gluten (12a14%), se
prétent moins bien a la panification .c’est un blé utilise essentiellement en semoulerie, pour la
fabrication des pates alimentaires et des couscous (Abecassis .1993).L'origine génétique du blé
dur remonte au croisement réalisé entre deux espéces ancestrales Triticum monococcum et une
graminée sauvage Aegilops sétoises. Le blé dur est appelé Triticum durum a cause de la dureté
de son grain. Il possede, a l'inverse des especes ancestrales originaires de Syrie et de Palestine
2n=4x=28 Chromosomes (huang et 2002).

1.2. Classification botanique

Le blé dur est une plante herbacée, appartenant au groupe des céréales a paille qui sont
caractérisée par des criteres morphologiques particuliers. Le blé dur est une monocotylédone

qui obeit a la classification suivante :

Embranchement : Spermaphytes
S/Embranchement : Angiospermes
Classe : Monocotylédones

Super Ordre : Commeliniflorales
Ordre : Poales

Famille : Graminacee

Tribu : Triticeae

Sous tribu : Triticinae

Genre : Triticum

Espece : Triticum durum Desf
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2. Les différentes variétés de blé dur

Il existe un trés grand nombre de variétés de blé. Ce sont les cultivateurs et les producteurs
qui essaient d'adapter au mieux ces variétés en fonction de la nature du sol et du climat de la
région, afin d'obtenir le meilleur rendement possible. Toutes les différentes variétés de blé

sont classées en trois grandes catégories :

Les blés tendres :

Les grains des blés sont arrondis, les enveloppes sont épaisses, sans
transparence. lls se prétent particulierement bien a la mouture ; en effet, lors du passage entre
les cylindres, les enveloppes s'aplatissent et s'ouvrent sans se broyer, libérant I'amande et
donnant une trés forte proportion de son. Les blés tendres permettent d'obtenir une farine de
bonne qualité, contenant environ 8 a 10 % de gluten, ayant de bonnes aptitudes pour la
panification.

Les blés durs :

Cette catégorie de blé est cultivée dans les pays de climat chaud et sec. Les
grains de blés durs sont allongés, souvent méme pointus, les enveloppes sont assez minces et
Iégerement translucides. Ils donnent moins de son que les blés tendres et la farine obtenue,
bien que contenant plus de gluten (12 a 14 %), se prétent moins bien a la panification.

Les blés mitadins :

Ces blés ont des caractéristiques et des qualités intermédiaires entre les
blés tendres et les blés durs. Les grains sont plus plats que les grains de blé tendre et moins
longs que ceux du blé dur. Les enveloppes assez résistantes sont d'une épaisseur moyenne.
Contenant du gluten de trés bonne qualité, les blés mitadins sont parfois employés comme
des bleés de force, mélangés a des blés tendres, ce qui donne des farine de tres bonne qualité
pour la panification (Abecassis, 1993)

Malgreé la grande richesse des ressources genetiques, les variétés connues actuellement
présentent un spectre assez réduit au regard de la diversité des conditions agro climatiques de
I’Algérie pour plusieurs raisons, dont quelques-unes sont liées a une méthodologie
d’amélioration empirique, d’autres a I’introduction précipitée de matériel vegetal présentant

des caractéristiques d’adaptation spécifique (At kaki, 2007).
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3. Cycle Végétatif du blé dur

3.1. La germination et la levée

La germination de la graine se caractérise par I’émergence du coléorhize donnant
naissance a des racines séminales et de la coléoptile qui protége la sortie de premiere
feuille fonctionnelle. La levée se fait réellement de la sortie des feuilles a la surface du sol.
Au sien d’un peuplement, la levée est atteinte lorsque la majorité des tiges de semis
sont visibles (Gate, 1995). Durant la phase semis-levée I’alimentation de la plante dépend
uniquement de son systéme racinaire primaire et des réserves de la graine. La réalisation de

cette phase dépend de la chaleur, I’aération et I’humidité (Eliard, 1979 ; Nadjem, 2012).

3.2. Le taillage

La production de talle commence a I’issue du développement de la troisieme
feuille, a 45 jours environ aprés la date du semis (Moule, 1971 in Nadjem, 2012). Les
talles secondaires peuvent apparaitre et étre susceptibles d’émettre des talles tertiaires.
Le nombre de talles produites est fonction de la variété, du climat, de I’alimentation
minérale et hydrique de la plante, ainsi que de la densité de semis (Masale, 1980
Nadjem, 2012).

3.3. La montaison —gonflement

La montaison débute a la fin de tallage. Elle est caractérisée par I’allongement des
entrenceuds et la différenciation des piéces florales. A cette phase, un certain nombre de
talle herbacée commence a régresser alors que d’autres se trouvent couronnées par des
épis. Pendant cette phase de croissance active, les besoins en élément nutritifs notamment
en azote sont accrus. La montaison s’achévera la fin de I’émission de la derniére feuille et
les manifestations du gonflement que provoguent les épis dans la graine (Clement Grancourt
et Prats, 1971 in Nadjem, 2012)

3.4. L’épiaison — Floraison

Elle est marquée par la meiose pollinique, I’éclatement de la gaine avec
I’émergence de I’épi. C’est au cours de cette phase que s’acheve la formation des organes
floraux (I’anthése) et s’effectue la fécondation. Cette phase est atteinte quand 50% des épis
sont a moitié sortis de la gaine de la derniére feuille (Gate, 1995). Elle correspond au

maximum de la croissance de la plante qui aura élaboré les trois quarts de la matiére seche
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totale et dépend étroitement de nutrition minérale et de la transpiration qui influencent le

nombre final des grains par épi (Masale, 1980) (Figure 3).
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Figure 3: Cycle de développement du blé (Henry, 2000).
4. Importance de blé dur (Tritiums durum)

4.1. Dans le monde

Selon, Kantety et al. (2005), le blé dur est cultivé sur 10% des superficies réservées aux
céréales (blé dur, tendre, riz et mais). La culture de cette espece est surtout localisée dans les
pays du pourtour méditerranéen (Algérie, Maroc, Espagne, France, ltalie, Grece, Syrie), le
Kazakhstan, Ethiopie, Argentine, le Chili, la Russie, le Mexique, le Canada (Ammar et al.
2006).

La production mondiale de blé dur est de 29.3 millions de tonne moyenne annuelle pour la
période 1988/1997 (ADE ,2000). Les plus grands producteurs de blé dur dans le monde sont
I’Union Européenne avec une moyenne de production de 7,9 millions de tonnes (1987/1997).
Cette production le fait de quatre pays membre : I’Italie, la Gréce, la France et I’Espagne, avec
une production moyenne annuelle respectivement égale a : 4,1 ; 1,5 ; 1,4 et 0,9 millions de
tonnes. En dehors, de la Communauté Européenne les autres pays gros producteurs sont la

Turquie, le Canada, les Etats-Unis d’Amérique dont la production est respectivement 4,3 ; 4,0

et 2,5 millions de tonnes.
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4.2. En Algérien

En Algérie, la superficie consacrée traditionnellement aux céréales varie de 3 a 3,5
millions hectares. Le blé dur occupe une place privilégiée suite a son utilisation dans

alimentation quotidienne de la population sous diverses formes.

Les rendements restent faibles et trés variables d’une année a une autre, a image de la
production qui varie de 4.9 a 20 millions de quintaux/an pour la méme période (Figure 2). La
culture des céréales d’hiver demeure encore difficile a maitriser tant que celle-ci reste
confrontée et soumise a plusieurs contraintes (aléas climatiques, faible maitrise de I’itinéraire

technique, etc.). La faiblesse de la production céréaliere en Algérie découle en majeure

Partie des faibles potentiels des rendements. Il est donc impératif de faire accroitre les
rendements a I’hectare, parce qu’il n’est plus possible d’étendre les superficies consacrées aux
céréales d’hiver (Benbelkacem et Kellou, 2001). D’aprés Acevedo (1989), les futurs progres
visent I’accroissement du rendement dans les zones défavorables par le biais du développement

de cultivars a adaptation spécifique au stress de I’environnement.
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(Laala. 2009).
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1. Matériel biologique

1.1 Souches bactériennes

Dans notre étude, nous avons utilisees des souches CH et Spp de Pseudomonas Spp.

Fluorescents (Collection du laboratoire de phytopathologie).
1.2. Matériel végétal

Cet essai a été réalisé avec une variété de blé dur Triticum durum. Cette derniére c’est une

Variété locale utilisé par les agriculteurs locaux.
1.3. Substrats

Les substrats utilises et de la tourbe désinfecter & une température 120c® pendant 30mint

2. Caractérisation des souches bactériennes
2 .1. Caractérisation morphologique :

2.1.1. Caractérisations macroscopique

La caractérisation morphologique des souches bactériennes a été effectuée sur milieu
de King B aprés incubation a 28°C pendant 24 heures. Elle consiste a une observation a I’ il
nu des caractéres culturaux tels que : La forme, la couleur, I’aspect ainsi que I’élévation et les
dimensions des colonies. Egalement la recherche d’une diffusion d’un pigment fluorescent dans

le milieu a été effectuée apres 24 a 96 h d’incubation a 25°C+ 2. (Figure 5)
2.1.2. Caractérisation microscopique

> La coloration de Gram:

La coloration de Gram a été réalisée selon la technique classique décrite par Hildebrand et al.

(1988), qui consiste a :
» Préparation du frottis:
- Nettoyer une lame avec I’alcool.
-prélévement d’une colonie de bactérie agée de 24 heures a I’aide d’une anse a ensemence.

- I’étaler sur une lame propre qui contient une goutte d’eau physiologique.
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> Fixation:

-la fixation du frottis a été réalisée par maintenance de la lame dans un air chaud de la flamme

de bec Bunsen. (Fixation de I’échantillon a I’aide de la chaleur).
» La coloration:
On procéde donc a la coloration comme suit :

1- Recouvrir le frottis fixé et parfaitement refroidi du violet de Gentiane laisser agir une minute

on effectue ensuite un lavage a I’eau distillée stérile.

2- Recouvrir la lame du Lugol pendant une minute pour la fixation.

3- Décolorer a I’alcool pendant (30 secondes). Sert a décolorer le cytoplasme des bactéries qui
Seront dites « Gram négatives » puis rincer a I’eau distillée stérile.

4- Recolorer le frottis avec la fuchsine pendant une minute, rincer a I’eau distillée stérile et

Laisser le sécher.

5- I’observation se fait au microscope optique avec objectif 1000 avec I’huile a immersion.

#” : Bacille Gram négatif i ‘ ~ >

o :Cocci Gram positif Iﬁ.‘]
® ®

Frottis Application de Application de Application Contre-coloration
bactérien violet de Lugol d'alcool éthylique avec de la Fuchsine
gentiane 60 sec 60 sec 15s 60 sec.

Figure 5: Les étapes de la coloration de Gram
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2.1.3. Caracterisation biochimique des souches bactériennes

1. Teste catalase :

C’est une enzyme décomposant I’eau oxygénée en eau et en oxygene gazeux.
H20:2 %02 + H20

La méthode consiste a mettre quelque goutte d’H20 sur une culture. Le degagement de bulles

gazeuses signe la présence de L’enzyme.

2. Teste d’oxydase :

Appelé aussi phényléne diamine oxydase est une enzyme intervenant dans
divers couples d'oxydo-réduction. Ce test est a la base de I’identification des bactéries Gram (-
). Placer un disque d’oxydase sur une lame propre et stérile. Déposer a I’aide d’une pipette
Pasteur une goutte de suspension bactérienne pure sur " un disque oxydase", celui-ci contient
de I’oxalate de diméthyle paraphénylene diamine. Les bactéries oxydase-positives donnent

rapidement une coloration violette foncée ; dans le cas contraire, il n’y a pas de coloration.

3. Les nitrates réductases :

En I’absence d’oxygene, certaines bactéries peuvent obtenir leur énergie par
respiration anaérobie. Cette respiration anaérobie est liée a I’activité d’enzymes localisées dans
la membrane plasmique bactérienne. Ce test consiste a mettre en évidence les nitrites ou la
disparition des nitrates initiaux. Elle utilise deux types de réactifs (réactifs de Griess) : I’acide
sulfanilique (nitrite 1) et I’a-naphtylamine (nitrite 2) en solution (dans I’acide éthanoique).

NO3 - + 2H+ + 2e- NO2 - + H20

La recherche des nitrates a été a partir de bouillon nitraté. La coloration rouge
témoigne la présence des nitrites dans le milieu (NR+). Si le milieu reste inchangé : on ajoute
alors de la poudre de zinc qui joue le méme rdle que le nitrate réductase vis a vis des nitrates.
Présence de coloration rouge : on a donc eu transformation des nitrates en nitrites par le zinc.
La bactérie ne possedait pas cette enzyme. Résultat NR-. Pas de coloration : les nitrates ont éte
transformés par la bactérie au-dela des nitrites. La bactérie possede cette enzyme. Résultat NR+

au stade azote.
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4. Production d’urées (métabolisme protéique)

En I’absence d’oxygene, certaines bactéries peuvent obtenir leur énergie par respiration
anaérobie. Cette respiration anaérobie est liee a I’activité d’enzymes localisées dans la
membrane plasmique bactérienne. Ce test consiste a mettre en évidence les nitrites ou la
disparition des nitrates initiaux. Elle utilise deux types de réactifs (réactifs de Griess) : I’acide
sulfanilique (nitrite 1) et I’a-naphtylamine (nitrite 2) en solution (dans I’acide éthanoique).

NO3 ™+ 2H+ + 2¢e” NO:2 - + H20

La recherche peut s’effectuer a partir de milieu gélosé nitraté, de bouillon nitraté ou a
partir du milieu mannitol mobilité. La coloration rouge témoigne la présence des nitrites dans
le milieu (NR+). Si le milieu reste inchangé : on ajoute alors de la poudre de zinc qui joue le
méme roéle que le nitrate réductase vis a vis des nitrates. Présence de coloration rouge : on a
donc eu transformation des nitrates en nitrites par le zinc. La bactérie ne possédait pas cette
enzyme. Résultat NR-. Pas de coloration : les nitrates ont été transformeés par la bactérie au-

dela des nitrites. La bactérie possede cette enzyme. Résultat NR+ au stade azote.
5. Milieu Clark et Lubs :

Ce milieu permet I’étude de la voie de fermentation du glucose (tests RM et VVP). Le
bouillon Clark et Lubs est inoculé par une goutte d’une suspension trouble bactérienne. Aprés

18h a 28°C, on divise le bouillon dans 2 tubes stériles.
5.1. Test RM (rouge de méthyle) :

Ce test permet la mise en évidence, grace au rouge de méthyle, de la fermentation du

glucose en acides mixtes par acidification d’un milieu glucosé.
5.2. Test VP (Vosges-Proskauer) :

Ce test permet la mise en évidence de la production d’acétone (ou 3-hydroxybutanone)
au cours de la fermentation butylene glycolique : en présence d’une base forte (soude ou

potasse) et d’a-naphtol, 1’acétone donne une coloration rouge en milieu trés oxygené.
6. Citrate de Simmons :

Ce milieu est un exemple de milieu synthétique. Dans ce milieu le citrate (C6H507 3-

) est I’'unique source de carbone. L’utilisation de ce substrat, pour la plupart des bactéries
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pouvant le cataboliser, est une utilisation aérobie, et se traduira par une alcalinisation du milieu.

L’équation de I’oxydation par respiration aérobie du citrate est :
2 C6H507 3-+9 02 12 CO2 + 2 H20 + 6 OH

Le milieu est présenté sous forme de gélose inclinée. La pente est ensemencée par une
strie longitudinale, réalisée a I’anse, a partir d’une suspension bactérienne. La lecture se fait
aprés incubation a 28C pendant 24h.Apres inoculation un virage de couleur bleu apparie au

milieu qui signifie que la bactérie possede les citrates perméases.
7. Teste mobilité :

Ce milieu permet I’étude de la fermentation du mannitol (caractére biochimique) et la
mobilité de la souche (caractere morphologique). L’ensemencement des souches bactériennes
a été effectué sur un milieu Mannitol mobilité par piqure central a I’aide d’un fil droit.
L utilisation du mannitol acidifie le milieu qui peut ainsi étre révélé par le virage de I’indicateur
de pH a sa teinte acide (jaune). Les bactéries mobiles diffusent a partir de la ligne
d’ensemencement, créant un trouble dans le milieu alors que les bactéries immobiles poussent

uniquement le long de la strie d’ensemencement.
8. Tolérance au sel :

La détermination de la résistance des isolats bactériens a la salinité a été effectué
I’ensemencement en strie des souches agées de 24 heures sur milieu de culture de Chapman.
La lecture des résultats portant sur la présence ou I’absence de la croissance bactérienne est

réalisée apres incubation de 24 a 72 heures a une température de 25°C+2.
9. Principe de la production d’H2S :

La mise en évidence de la production d’H2S se fait grace a la présence de thiosulfate de
sodium et de citrate ferrique (fer I11). En effet, chez une souche dite H2S + : Le thiosulfate est

réduit en anaérobiose en H2S. L’H2S ainsi formé se

Combine au citrate de fer présent pour former un précipité de sulfure de fer noir.
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10. Teste ADH (Arginine) :

Décarboxylation d’acide aminé arginine par I’arginine dihydrolase.
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D’apres les résultats de notre étude, les souches bactériennes CH et S20 ont montrés un effet
significatif sur le taux de germination et la vitesse de germination des graines par rapport au

graines non bactériser témoin T.

Les Pseudomonas Spp Fluorescents font I’objet d’une attention particuliere
I’inoculation des plantes a I’aide de 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. Deux types de mécanismes sont responsables de ces effets bénéfiques. L’un
concerne la modification des équilibres microbiens au niveau de la rhizosphere. L’autre, la
modification du métabolisme et de la physiologie de la plante. Les Pseudomonas Spp 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.

Les effets bénéfiques de I’inoculation bactérienne ne se manifestent que si certaines
conditions sont réunies. En premier lieu, il est nécessaire de sélectionner des souches efficaces
(Lemanceau, 1992).

Les Pseudomonas fluorescentes sont des Protéobactéries connues pour leur capacité a
coloniser diverses niches écologiques. Cette adaptabilité se reflete dans leurs systemes
d’absorption du fer sophistiqués et diversifiés. La majorité des Pseudomonas spp fluorescentes
produisent des sidérophores peptidiques complexes appelés pyoverdine ou pseudobactéries, qui
sont des piégeurs de fer tres efficaces. Une grande variété de pyoverdine a été observée, chaque
espece produisant une pyoverdine différente. Cette variété peut étre utilisée comme un outil

intéressant pour etudier la diversité (P. Cornelis.2002).

Le sol rhizosphériques est un habitat particulierement favorable a la croissance comparé
au sol sans racines. La survie des souches de Pseudomonas peut varier en fonction de la
proximité des racines (de Weert et al. 2002). Selon Miller et al. (1990) le groupe de
Pseudomonas fluorescents isolées a partir du rhizoplan de I’orge et du blé peut représenter
respectivement 58,9% et 23% de la population bactérienne totale dans la rhizosphéere. Le milieu
S1 utilisé pour leur isolement est trés sélectif. La présence de Sodium lauryl Sarcosique (SLS)
permet seulement la croissance des bactéries & Gram négatif. En outre, I’amendement du milieu
en triméthoprime empéche la croissance des espéces non fluorescentes de Pseudomonas. Du

fait de sa composition spéciale, ce milieu permet la récupération de 82,5% des phénotypes
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fluorescents a partir du sol (Gould et al. 1985). Les tests clefs d’identification ont permis la
détection d’une souche de P. fluorescens (Ps6), et deux autres de P. putida (Ps1 et Ps3) tandis
que les restes appartiennent a I’espéce de P. aeruginosa. Au fait, les plantes exercent
naturellement une pression sélective qui tend généralement a réduire la diversité microbienne.
La qualité et la quantité des éléments nutritifs déversés dans la rhizosphére peuvent favoriser la
croissance et la multiplication des especes ou des souches particulieres (Bertrand et al. 2000).
Aussi, la colonisation du rhizoplan est soumise a des contraintes supplémentaires liées a la
capacité des bactéries a adhérer aux surfaces racinaires. 72 De plus, les habitats salés sont
caractérisés par une faible diversité microbienne. lls sont souvent influencés par de nombreux
facteurs interagissant susceptibles de réduire la croissance et la capacité de survie des
organismes. La diversité des microorganismes vivants dans ces biotopes dépend de la salinite,
de la solubilité de I’oxygene, de la température, du pH, du potentiel hydrique et la disponibilité
des éléments nutritifs. Les souches doivent donc posséder les caractéristiques requises pour
s’adapter aux diverses contraintes de I’environnement (Cacciari et al. 2003). Aux facteurs
abiotiques, il faut encore ajouter les facteurs biotiques négatifs comme la compétition et la
prédation, etc. Dans de tels habitats, la capacité de survie d’une souche bactérienne revient de
sa capacité a croitre a un taux suffisant pour compenser la mort causée par les facteurs
précédemment recenses. Les especes de Pseudomonas fluorescents sont dominantes dans les
régions a faible concentration de sel. Néanmoins, P. aeruginosa, fluorescens et stutzeri peuvent
étre rencontrées dans les régions salées a coté des especes non fluorescentes (P. alcaligenes et
P. pseudoalcaligenes) (Rangarajan et al. 2001).

Au cours de notre expérimentation, nous avons mis en évidence la production d’AlA
par les souches bactériennes ainsi leur capacité a solubiliser le phosphore inorganique. L’acide
indole acétique ‘AlA’, présente un intérét potentiel pour I’amélioration des rendements
agricoles par stimulation de la croissance de la plante par stimulation la germination des
semences, augmentant le développement des racines et le contrdle des processus de croissance
végétative (Loper et Schroth, 1986).Par contre d’autre recherche scientifique avance que les
PGPR augmentent le pourcentage et la vitesse de germination et I’indice de vigueur des
graines (Nehra et al, 2016). Les isolats obtenus de la rhizosphere des especes de I’Acacia
appliqués sur les graines de (Triticum aestivum L.) Peut accélérer la vitesse de germination et

la vigueur de la plante (Prasad et al. 2017).

L’application d’isolats de PGPR améliore considérablement le pourcentage de
germination des graines dans des conditions de culture difficile (Hossain et al. 2016).
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Lors de la solubilisation du phosphate en milieu liquide, les bactéries & Gram négatif
acidifient I’espace périplasmique par une oxydation directe du glucose. Ceci conduit a la
libération de différents acides organiques tels les acides lactique, gluconique, isobutyrique,
acetique, glycolique, oxalique, malonique et succinique. L’acide gluconique est fréquent chez
les espéces de P. aeruginosa, cepacia et fluorescens. Malgré qu’aucune solubilisation n’ait été
observée chez la souche Ps2 sur milieu solide, celle-ci solubilise efficacement le phosphate en
milieu liquide (96,42ug/ml). Au fait les acides organiques sécrétés, afin de solubiliser le
phosphate, circulent difficilement en milieu solide. Alors que ce n’est pas le cas en milieu
liquide (Nautiyal, 1999).
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Conclusion

Les deux souches bactériennes de Pseudomonas spp. Fluorescent étudiées ont montré
une stabilité dans les caractéristiques culturales et biochimiques. Sur le milieu de culture
King B, les deux souches testées S20 et CH sont dotées d’une bonne fluorescence. L’intensité
de cette fluorescence est plus importante chez la souche S20 par rapport a la souche CH aprés
24h d’incubation.

En ce qui concerne la production de I’AlA, les deux souches bactériennes ont montré
une capacité a produire cette phytohormone de croissance. La souche S20 a montré un niveau
de production plus élevé que les souches CH. Egalement, les deux souches bactériennes sont
capables de solubiliser le phosphore inorganique sur milieu PVK. La souche S20 est dotée

d’une capacité meilleure a solubiliser le phosphore inorganique par rapport a la souche CH.

La bactérisation des graines et des substrats a montré des effets trés remarquables des
souches bactériennes étudiées  sur la stimulation de la germination et la biostimulation des
plants de Triticum durum . D’aprés les résultats obtenus, nous avons remarqué que les graines
bactérisées par les souches bactériennes ont montré des taux de germination et des valeurs
d’index vigor nettement supérieures par rapport aux graines témoins ( non inoculées). Au
stade plantule, I’application des souches bactériennes a eu un effet positif uniquement sur le
poids frais et le poids sec des racines du blé. Cette phytostimulation au stade germination et
au stade plantule a été fortement observée dans le cas de la souche S20.

D’apres les résultats de notre expérimentation, nous pouvons supposer que la souche
S20 et la souche CH de Pseudomonas fluorescens peuvent assurer I’amélioration de la
croissance végétales et donc peuvent étres utiliser comme biofertilisants. Les PGPR sont
considérées comme une composante pour le maintien de la nutrition adéquate des plantes. Les
PGPR pourraient favoriser l'absorption des nutriments, réduire ainsi la nécessité de I’apport
d'engrais et prévenir I'accumulation de nitrates et de phosphates dans les sols agricoles (Yang
et al. 2009).

Selon les résultats obtenus, il est intéressant de poursuivre les essais dans conditions
expérimentales plus controlées. Egalement, il serait nécessaire d’étudier la capacité
rhizosphérique et d’adhérence racinaire des souches bactériennes afin d’assurer une meilleure

biostimulation de la croissance végétale.
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1-Milieu Mannitol de mobilité (Gardan et Luisetti, 1981)

®  PEPIONE ... 209

o Nitrate de POtasSiUm..........cccueveiiiiiieie e 19

©  MANMITO ..o s 129

o ROUJE de PheNO........ooiieiececee e 140g

©  GAIOSE.....eeei e 49

o  Eaud diStillé 0.5.0 . ceoeiiiiiiiie e 1000Mml

Ajuster a un PH= 8,1. Autoclavage a 120°C pendant 20mn

2-Bouillon nitraté(BN) (Garden et Luisitti, 1981)

®  PEPIONE ... 10g
o EXtrait de Viande.........ccocevieiieiicie e 5¢
o Chlorure de SOQIUM .......ccccveiieiiiieceee e 5¢

Ajuster a un PH=7,2. Autoclavage a 120°C pendant 20mn

3-Milieu Citrate de Simmons (Garden et Luisetti, 1981)

o Sulfate de magnésium (MgS04) .......cceevevieieeiiieieeie e 0,29

e  Ammoniun dihydrogenophosphate .............ccccocevveviiiciiececen, 19

o Phosphate dipotasSIQUE. .........ccueveirrieriirieriesiesieeeeeee s 19

o Citrate de SOUIUM .......cccviiiiiiiieiere e 29

o Clorure de Sodium (NaCI) .....coooiiiiiiiiiiie 5¢

e Bleu de bromothymo ........ccoooiiiiiiiiiii e 10,08¢
L o - LTRSS 209

o Eau diStillée 0.5.0 voovveveeiieiecicce e 1000ml

Ajuster a un PH= 6,6. Autoclavage a 120°C pendant 20mn

4-Milieu Mevag (Marchal et bourdon, 1981)

©  TIYPIONE oo 39

e Dipotassium phosphate. ..o 0,39

o  Potassium ChIOr .......cccooiiiiiie s 5¢

o Eau diStillee 0.5.0..ccccoiiiiiiieee 1000ml

Ajuster a un PH=7,8. Autoclavage a 120°C pendant 20mn
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5-Milieu de Clark et lubs (Marchl et Bourdon, 1982)

e Peptone trypsique ou polypeptone.........ccevvveiiieieerescie e 5a7g

L €1 1ol 1 USSR 5¢

e Phosphate bipotassique (K2PO4) .........ccccoveveiieieeiece e 5¢

o  L’eau diStille 0.5.0 «vvvieereeie e 1000ml

Ajuster a un PH=7,2. Autoclavage a 120°C pendant 20mn

6-Milieu Chapman

o EXtrait de VIaNde........cccveiveiiecic e 19

®  NAC 1 s 1759

®  PEPLONE ... ————————— 209

®  IMIANNITO ..o 1109

®  GLIOSE ...t 20g

o RouUge de PheNO.......ccoiiiiieeeceeee e 10.25¢
o Eau diStillée g .S.P cvveviiieie e 1000ml

7- Milieu TSI (Garden et Luisetti, 1981)

®  PEPIONE ..o 209
o EXtrait de Viande.........ccccceoeeiieiiiie e 3¢

o EXtrait de IeVUre ......ooveieiecece e 39

o Chlorure de SOiUM.......c.ccoueiieiiicseee e 5¢

o Citrate TermigUE.......coviiiiieieieee e 0.3g
o Thiossulfate de SOTIUM .........ccoriiiiiiiiieee s 0.3g
®  LACTOSE. ... 10g
®  SACCNAIOSE ....ecuviiviecie ettt 109
®  GlUCOSE ... s 19

o ROUQE de PhENOD........coviiiiiece e 10.50
L Ao - L T - | USRS 29.

Ajuster a un pH =7.4

8-Milieu Mineral Salt Medium (MS) (Edi, 2006)

©  NAZHPOA ...t 2.13¢g
L 1 2 7 1.369

LI V1V SR 10g

©  MQSO4. TH20 ..ot 029

o EAUAISHIIEE ..o 1000ml

Ajuster aun PH=7.
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9-Milieu Pikovskaya (PVK) (Pikovskaya, 1948)

L €1 1ol 1 USSP 10g

o EXIrait de [EVUIe ..coooveeeeee e 0.5¢

e Phosphate Calcium (Ca3(PO4)2) .....ccccovevevieiieieee e 5¢

e Sulphate Ammonium (NH4)2SOA4........cccooviiieieieeee e 0.5g

e Potassium Chloride (KCI) ....cccooviiiiiiie e 0.29

e Sulphate Magnesium (MgSO4, 7TH20) .......ccccoeiiieniniiiieee 0.1g

e Sulphate Manganese (MNSO4)........cccccvevveeiieciieseee e 0.002g
o Sulphate Ferrous (FESOZ) ......cooviiiiiiiiee et 0.002g
®  AQAI-AGAN .. ittt 209

©  H20 o e 1000ml

o Peptone......cccccceviiiiiii e, 209
o GIYCErol...coooveeiieieeee e 15¢
o K2HPOA....oo e 1,5¢
o MQSOA....ooiiiie 1,59
®  AQAr AQar.....cccooiiveeeiirie e siee e 20¢
e Eaudistillée 9.5.0..ccccvvvvveviiieinnn. 1000ml

Ajuster a un PH=7,2. Autoclavage a 120°C pendant 20mn

11-Potatos Dextrose Agar PDA (Jonsthon et booth, 1954)

©  POMME e LEITE.....ccviiiieee et 200g

®  DEXITOSE. . eiiiiieeitie ettt 209

®  AQAN QAN ...eeeieeeieeieee e 20g

o  Eau diStillée g.5.0 «eoereieiieeece e 1000ml

Ajuster a un PH= 6,8. Autoclavage a 120°C pendant 20mn
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