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Résumé

Résumé

Titre : Application des PGPR dans la phytostimulation et 1’atténuation des stress abiotiques

(Salin/allumique) chez une culture de mais. Cas de : Pseudomonas et Bacillus

L’objectif de I’étude menée dans ce manuscrit est de mettre en évidence les effets
phytostimulateurs de deux souches rhizobactériennes Pseudomonas fluorescens 002 et Bacillus
toyonensis 04 appliquées individuellement ou en combinaison, en interaction avec deux
génotypes de mais : Zea mays var. DZ et var. cv 12097. Cette étude vise aussi a étudier la
capacité de la souche Pseudomonas fluorescens 002 d’induire une résistance vis-a-Vvis du stress

salin et la toxicité allumique chez les génotypes de mais : var. DZ et var. cv. Clemente.

La bactérisation des plants de mais, deés les premiers stades juvéniles, a induit des effets
de phytostimulation. En conditions de stress (salin et allumique), I’inoculation bactérienne a
induit des effets de résistance chez les plants, se traduisant par la modification dans
I’architecture racinaire. Les effets d’induction ont montré des améliorations sur I’ensemble des
parameétres étudiés, particulierement les biomasses racinaires fraiches et séches (augmentations
allant jusqu’a 114% et 121% respectivement), et en teneur en glucides (variant de 49% a 116%).
La bactérisation a entrainé également une précocité de floraison chez les génotypes étudiées

(dépassant les 2 jours).

Nos résultats révelent que les deux souches de PGPR sont productrices de la
phytohormone AIA et de I’enzyme ACC deaminase. Ce genre de métabolites peut s’impliquer
non seulement dans la stimulation de la croissance, mais aussi dans la tolérance des conditions
de stress salin et de toxicité allumique. Des gains sont enregistrés en présence de 150 mM de
NaCl arrivant jusqu’a 84% (longueur des racines séminale) et 280% (nombre de racines
latérales). En présence de 90 uM de AICIs, les améliorations dues a la bactérisation sont
nettement meilleures, a titre d’exemples 356% de plus en longueur de racines séminales et

105% de plus en biomasse racinaire séche.

Globalement, ces résultats soulignent les potentialités des PGPR, qui sont responsables
de phytostimulation et d’induction de la résistance des plants vis-a-vis de stress abiotiques et

les possibilités de leur exploitation dans des pratiques agronomiques.

Mots clés : PGPR, Mais, Phytostimulation, Stress Salin, Stress Allumique



Abstract

Abstract

Title: Application of PGPR in the phytostimulation and the mitigation of the abiotic

stress (salt/aluminum) with the maize crop. Cases of: Pseudomonas and Bacillus.

The objective of our study carried out in this manuscript is to demonstrate the
phytostimulatory effects of two rhizobacterial strains Pseudomonas fluorescens 002 and
Bacillus toyonensis 04 applied individually or in combination, in interaction with two cultivars
of maize: Zea mays var. DZ and var. cv 12097. This study also aims to study the ability of the
strain Pseudomonas fluorescens 002 to induce resistance to salt stress and aluminum toxicity

in maize cultivars: var. DZ and var. cv. Clemente.

The bacterization of the maize plants, from the early juvenile stages, induced
phytostimulation effects. Under stress conditions (salt and aluminum), bacterial inoculation
induced resistance effects in plants resulting in a modification in root architecture. Induction
effects showed improvements in all parameters studied, particularly fresh and dry root weights
(increases of up to 114% and 121% respectively), and carbohydrate content (ranging from 49%
to 116%). The bacteria also caused early flowering stage in the varieties studied (exceeding 2
days).

Our results reveal that both PGPR strains are producing phytohormone 1AA and the
enzyme ACC deaminase. This kind of metabolites can be involved not only in stimulating
growth but also in the tolerance of salt and aluminum stress. benefits were recorded in the
presence of 150 mM NaCl up to 84% (seminal root length) and 280% (number of lateral roots).
In the presence of 90 uM of AlCls, the improvements due to bacterization are better, as

examples 356% more in length of seminal roots and 105% more in dry root biomass.

Overall, these results underline the potential of PGPR, which are responsible for
phytostimulation and induction of plant resistance against abiotic stress, and the possibility of

application in the agronomical practices.

Keywords: PGPR, Maize, Phytostimulation, Salt stress, Aluminum Stress.
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Introduction

Introduction

Les rapports de la FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations)
indiquent que d’ici 2050 il sera nécessaire de doubler la production agricole mondiale actuelle
pour nourrir les neuf milliards d’étres humains. Pour arriver a cet objectif, 1’agriculture est
devenue fortement dépendante de l'utilisation d'engrais et de pesticides chimiques, ainsi le
recours a I’irrigation pour obtenir des rendements plus élevés. Par conséquent la production de
fertilisants azotés, phosphatés et potassiques s’est considérablement accrue (FAO, 2016). Cette
dépendance est associée a des problémes, telles que la rupture des équilibres biologiques,
notamment les activités agropédologiques (Paul, 2014), les risques de pollutions (eau, air, ...)
(Zhang et al., 2012), les risques de santé (Davis et al., 2012) et I'augmentation de la salinisation
et l'acidification des sols. Par conséquent, la production agricole et la gestion de sa protection
vis-a-vis des parasites et de maladies exige des interventions rapides avec moins d'intrants

chimiques.

Outre les stress biotiques, la salinisation est reconnue comme la principale menace pour
les ressources agricoles dans de nombreux pays, qui a déja, touché pres d'un milliard d'hectares
dans le monde entier (FAO, 2008). Les principaux facteurs augmentant la salinité, au taux de
10 % par an, sont : les hautes températures, les faibles précipitations, l'irrigation des terres
cultivées avec de I'eau salée, les mauvaises pratiques agronomiques, et les fortes transpirations
des plantes (Shrivastava et Kumar, 2014). La salinité du sol provoque le stress des plantes de
deux fagons : rendre 1’absorption de 1’eau par les racines plus difficile, et provoquer une toxicité

par I'accumulation de concentrations élevées de sels dans la plante (Munns et Tester, 2008).

Parmi les stress abiotiques, la toxicité aluminique, conséquence de I’acidification des
sols et de la pollution industrielle ainsi que I’intensification des cultures, est parmi les
contraintes les plus répandues. L’aluminium a I'effet le plus limitant sur la productivité des
cultures dans les sols acides. En dehors des zones tropicales, I’acidification des sols ne cesse de
s’¢largir en conséquence de la pollution de D’air, des activités industrielles, des gaz
d'échappement automobiles (Smith, 2012), en plus de la forte utilisation des intrants chimiques
a base d’aluminium (phosphure d'aluminium AIP). Devant de telles situations, ou I’abus
d’intrants chimiques, est devenu une pratique routiniére, le recours a [’utilisation de
bioressources comme alternative est de plus en plus sollicité. Dans ce contexte, les PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) sont considérés comme des outils potentiels pour fournir des
avantages substantiels a lI'agriculture (Kloepper et Schorth, 1978 ; Sivasakthi et al., 2014). Les
PGPR sont des bactéries rhizospheriques compétentes qui colonisent fortement les racines des

1
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plantes et qui sont bénéfiques pour leur croissance. Les genres les plus étudiés de ce groupe de
bactéries sont surtout : Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus et Pseudomonas. L’utilisation de
ces microorganismes phytobénéfiques en tant qu’inoculant pour les grandes cultures est de plus
en plus importante. Cette pratique, est justifiée par le caractere ubiquiste de ces
microorganismes a large spectre d’hotes, permettant de diminuer 1’utilisation des produits
phytosanitaires et de fertilisants. Le recours aux PGPR est également I'une des stratégies qui
ont été envisagées pour atténuer les effets de stress salin et de la toxicité aluminique des sols
(Lugtenberg et Kamilova, 2009 ; Hayat et al., 2010). 1l est a souligner que ces PGPR exercent
leurs activités phytobénéfiques au niveau de la rhizosphére des plantes. La rhizosphére, le volume
du sol entourant les racines, influencé chimiquement, physiquement et biologiquement par la
racine de la plante (Hiltner, 1904 in Hartmann et al., 2008), est un habitat tres favorable pour
la reproduction des microorganismes, qui exercent un impact potentiel sur la santé de la plante
et la fertilité du sol (Antoun et al., 1998).

Parmi ces PGPR, une distinction peut étre établie. Certaines ont des effets de
phytostimulation et sont qualifiées de biofertilisants, car elles peuvent stimuler directement la
croissance de plantes hotes, d’autres sont qualifiées comme bactéries phytoprotectrices. Les
bactéries PGPR phytostimulatrices peuvent stimuler la croissance du végétal via la synthése de
phytohormones (auxines et gibbérellines) (Lugtenberg, 2001 ; Kaymak, 2010), la fixation
atmosphérique de I’azote (Hayat et al., 2012), la production d’oxyde nitrique et/ou en interférant
avec le métabolisme de I’éthyléne (Belimov et al., 2009). Quant aux bactéries phytoprotectrices,
le principal mode d’action est I’inhibition de microorganismes phytopathogenes par la
production d’antibiotiques et I’induction de résistance systémique chez la plante (Reddy et al.,
2007 ; Denert et al., 2015). L’application des especes de PGPR est souvent associée a des
réussites sur une large gamme de plantes cultivées notamment les plantes maraicheéres, tels que
le concombre et la tomate (Liang et al., 2013 ; Ordookhani, 2010) et les céréales, tels que le blé
et le mais (Singh, 2010).

Le mais, la premiére production de céréale devant le riz et le blé, plante modérément
sensibles au sel et a I’aluminium, deuxiéme plante modéle aprés 1’arabette (Arabidopsis
taliana), est largement utilisée dans les travaux de recherche et d’expérimentation pour étudier
les interactions plantes-microorganismes (Zorb et al., 2004 ; Fu et al., 2010). Le mais est cultivé
pour I’alimentation humaine et animale mais aussi pour de nombreuses utilisations dans
I’industrie textile, pharmaceutique et dans la production de plastique biodégradable et de

biocarburants. En ce qui concerne sa consommation humaine au Mexique ou en Afrique du sud
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par exemple, les chiffres peuvent atteindre 50 a plus de 100 kg/an/ par personne (Anzala, 2006).
En plus, le mais est une matiere premiére particulierement appréciée pour nourrir les animaux,
d’ailleurs 70% de la consommation mondiale (un milliard de T) concernent la consommation
animale (700 millions de T) (FAO, 2016). L’ Algérie est un pays dépendant du marché extérieur
du mais (moins de 1% des besoins sont recouvertes par la production locale). La faible
production nationale du mais, 2572 tonnes produites contre 4 millions de tonnes importées, est
due essentiellement aux faibles superficies consacrées a cette culture (983 ha) et au manque de
maitrise des techniques de production (MADRP, 2014).

L’objectif de notre travail s’inscrit dans 1’étude des interactions plantes-PGPR et leur
comportement vis-a-vis des changements climatiques globaux, notons ici particulierement la
salinité des sols et la toxicité en aluminium. Notre étude se présente en deux parties : la premiére
partie concerne la phytostimulation des plantes du mais en conditions normales, et la deuxieme
s’intéresse a I’atténuation des effets des stress salin et aluminique. Dans la premiére, deux essais
indépendants sur deux années successives ont €té menés lors desquels les paramétres
morphologiques de croissance ainsi que quelques parametres physiologiques (chlorophylles,
glucides, protéines et phénols) ont été mesurés chez la plante de mais, en plus de I’activité AIA
chez les bactéries. Les génotypes de mais étudiés sont : DZ, une population locale du sud
algérien, et le cv 12097, un hybride espagnol. Les deux bactéries étudiées dans cette partie du
travail sont : Pseudomonas fluorescens 002 (Pf002) et Bacillus toyonensis 04 (Bt04) ; deux
souches bactériennes isolées au niveau de la rhizosphére du palmier dattier du sud algérien. Un
autre objectif recherché dans cette partie était la détermination du réle de la coiffe racinaire
dans le bon fonctionnement de 1’interaction plante-PGPR. Pour cela un essai de décapitation
racinaire est mené ou nous avons inoculé des racines décapitées des deux génotypes, DZ et cv.
Clemente (un hybride commercial de la compagne Monsanto), par la bactérie Pf002 pour
mesurer par la suite quelques parameétres de croissance des racines. Apres avoir confirmé les
effets bénéfiques des deux souches pour la croissance des plantes de mais, nous avons effectue
des essais pour suivre le comportement des racines inoculés ou non en conditions de stress salin
ou de toxicité en aluminium. Dans cette partie du travail nous avons étudié I’interaction de la
souche Pf002 et les deux génotypes de mais DZ et cv. Clemente. Chez les racines des mais, les
parametres de croissance sont mesures, tandis que chez la bactérie nous avons déterminé la
syntheése de I’enzyme ACC deaminase et de I’éthyléne (ACC). Nous avons essayé également
d’évaluer la capacité de Pf0O02 de coloniser les racines de mais et sa vivacité dans des conditions

de stress salin et dans des conditions ordinaires.
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Partie | : Rhizobactéries promotrices de la croissance des

plantes

l. Les PGPR

La rhizosphére qui représente la mince couche de sol entourant les racines des plantes et le
sol occupé par les racines supporte les grands groupes actifs de bactéries. Les photosynthétats,
qui ne sont pas utilisés par la plante, sont alors utilisés par les microorganismes du sol pour leur
croissance. lls vont les décomposer et les minéraliser. Les produits de cette minéralisation
seront ainsi directement assimilables par la plante (Loreau, 2000). Ces nutriments peuvent
également étre stockes dans la biomasse microbienne du sol. Kloepper et Schroth (1978) ont
attribué la notion de PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Ces éléments sont connus
pour avoir colonisé rapidement la rhizosphére et réprimé les pathogenes des sols a la surface de
la racine (Rangarajan et al., 2003). Ces organismes peuvent aussi étre bénéficique a la plante
en stimulant sa croissance (Bloemberg et Lugtenberg, 2001).

Les genres de PGPR comprennent : Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Acetobacter,
Burkholderia, Bacillus, Paenibacillus, Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, Allorhizobium, Mesorhizobium, Frankia, etc. L'utilisation directe des micro-
organismes pour favoriser la croissance des plantes et pour contréler les ravageurs des plantes
continue d'étre une zone d'expansion rapide de la recherche. Il est également crucial pour les
inocula microbiens d’étre utilisés comme biofertilisants, agents de biocontréle,
phytostimulateurs (Brock et al., 2000 ; Lugtenberg et al., 2001). Deux formes de PGPR sont
rencontrées dans la nature : les PGPR symbiotiques et les PGPR non symbiotiques.

1. PGPR symbiotiques
La plante est la principale force structurante des communautés microbiennes. On estime
qu’environ 20 000 espéces de plantes (sur environ 300 000) seraient entierement dépendantes
d’organismes microbiens pour leur croissance et leur survie (Van Der Heijden et al 2008). Les
microorganismes symbiotiques sont dits mutualistes quant ils ont un effet bénéfique sur la
nutrition et/ou la santé des plantes avec lesquelles ils interagissent. De tels microorganismes
fournissent a la plante des éléments limitents pour sa croissance et qu’elle préléve en quantité

insuffisante par rapport a ses besoins ou qu’elle n’aurait pas pu acquérir seule. C’est le cas, par
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exemple, dans la symbiose plante-Rhizobium conduisant a la formation de nodules racinaires
dans lesquels s’établissent les rhizobia afin de fixer 1’azote atmosphérique au profit des plantes.

La productivité végétale est donc plus importante dans le cas d’associations avec des
mutualistes que ce soient des bactéries ou des champignons. Parmi les symbiotes, les bactéries
fixatrices d’azote, tel que les Rhizobia, sont responsables de 20 a 80 % de I’azote acquis par les

Iégumineuses annuellement (Denison et Kiers 2004a).

2. PGPR non symbiotiques
Certaines especes microbiennes comme les bactéries Pseudomonas, Bacillus, sont des
microorganismes libres, non symbiotiques a la base, mais qui ont aussi la capacité de s’associer
avec une plante et de s’établir dans les racines. IIs vont alors s’assurer une source de nutriments
et vont étre bénéfiques pour la plante hote. Elles ont des effets bénéfiques sur le développement
et la croissance végétative, le controle des pathogenes et la dégradation des composés toxiques

pour la plante (Doornbos et al, 2012).

2.1. Les Pseudomonas

Pseudomonas sp. sont des bactéries omniprésentes dans les sols agricoles et ont beaucoup
de traits qui les rendent bien adaptées comme PGPR. Les souches les plus efficaces de
Pseudomonas sont les Fluorescent Pseudomonas spp. Ces dernieres aident dans le maintien de
la santé du sol et elles sont métaboliqguement et fonctionnellement trés diversifiées (Lata et al.,
2002).

Les Pseudomonas sont des PGPR importantes utilisées comme biofertilisants et sont en
mesure d'améliorer le rendement des cultures par des mécanismes directs et indirects (Walsh et
al., 2001). En effet, elles produisent une variété de substances biologiquement actives parmi
lesquels, des composés favorisant la croissance qui représentent un vif intérét (Rodriguez Sr,
2006). Ces souches sont capables de solubiliser le phosphore dans le sol et d'augmenter sa
disponibilité pour les plantes (Sundara et al., 2002). Certaines souches de Pseudomonas
produisent des sidérophores avec une affinité élevée pour I'absorption du fer. Ces produits
microbiens peuvent améliorer la croissance des plantes en augmentant la solubilité du fer dans
leur rhizosphere, et elles sont également en mesure d'attenuer les effets défavorables des agents

pathogenes.

Reddy et al. (2007) ont isolé trente souches de P. fluorescens au niveau de la rhizosphére
du riz et les ont testés pour leur activité antifongique contre Magnaporthe grisea, Dreschelaria

oryzae, Rhizoctonia solani et Sarocladium oryzae ; des champignons connus d’attaquer les
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cultures de riz. Une de ces souches a réussi a inhiber efficacement la croissance mycélienne
dans tous ces champignons (62-85%). Les composés antifongiques ont été extraits avec un
volume égal d'acétate d'éthyle. A 5%, les composes antifongiques ont complétement inhibé les
agents pathogenes. Egamberdieva (2010) a analysé les PGPR pour leurs effets stimulant la
croissance sur deux cultivars de blé. Les essais ont été menés dans des pots en utilisant un sol
calcaire. Les résultats ont montré que les souches bactériennes Pseudomonas sp. et P.
fluorescens étaient capables de coloniser la rhizosphere des deux cultivars de blé et de stimuler
de maniere significative la longueur des tiges et des racines et le poids sec de blé. Des travaux
de Ramette et al. (2006) sur quelques isolas de Pseudomonas ont révélé que ces derniers avaient
une capacité élevée de production d’AlA, de solubilisation phosphatique et de production de
sidérophores.

2.2. Les Bacillus

Bacillus est le genre le plus abondant dans la rhizosphére, naturellement présentes dans
le voisinage immédiat des racines des plantes. L'activité PGPR de certaines de ces souches a
été connue depuis de nombreuses années, ce qui a entrainé une connaissance approfondie des
mécanismes impliqués. Il y a un certain nombre de métabolites libérées par ces souches, qui
affectent fortement I'environnement en augmentant la disponibilité des éléments nutritifs des
plantes (Charest et al., 2005).

Les espéces de Bacillus utilisées comme biofertilisants ont probablement des effets
directs sur la croissance des plantes grace a la synthese des hormones de croissance (Amer et
Utkhede, 2007). Les souches de Bacillus solubilisatrices de phosphate stimulent la croissance
des plantes grace a une meilleure absorption de N, P, K et Fe. Les biofertilisants phosphoriques
pourraient aider a accroitre la disponibilité de phosphates accumulés dans le sol et favoriser la
croissance des plantes en augmentant I'efficacité de la fixation biologique de l'azote et la
disponibilité du fer et le zinc a travers la production des substances de croissance (Sivasakthi et
al., 2014). Bacillus megaterium est trés cohérent dans I'amélioration de différents parametres
de croissance des racines (la performance d’enracinement, la longueur des racines ainsi que la
teneur en matiére séche) dans la menthe (Kaymak et al., 2008). B. megaterium var.
phosphaticum et la souche solubilisatrice de P, lorsqu’elles sont inoculées dans des sols pauvres
en nutriments augmentent la disponibilité des minéraux, I'absorption et la croissance des plantes
de poivre et de concombre, ce qui suggére leur utilisation potentielle comme engrais (Han et
al., 2006 ; Supanjani et al., 2006).
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La stimulation de la croissance et la lutte contre les maladies par Pseudomonas et
Bacillus sont des processus interdépendants complexes impliquant des mécanismes directs et
indirects qui incluent la synthése de certaines hormones (auxines, cytokinines, gibbérellines),
I’ACC deaminase, la production de sidérophores, le HCN et des composés volatiles. D'autres
incluent la solubilisation minérale (phosphore par exemple), la concurrence et la résistance

systémique induite (Kaymak, 2010).

1. Effets bénéfiques des PGPR
Les effets bénéfiques de ces rhizobactéries ont été attribués a leur aptitude a produire
divers composés comprenant les phytohormones, les acides organiques, les antibiotiques, les
sidérophores, la fixation de 1’azote atmosphérique, la solubilisation du phosphate et d'autres
mécanismes non identifiés (Glick et al., 1995). De ce fait on distingue des effets directs
(Phytostimulation) et indirects (Phytoprotection) des PGPR.

1. Phytostimulation
1.1. Fixation de ’azote atmosphérique

L'azote est I'élément nutritif le plus important et sa carence affecte gravement les
rendements des cultures. La plupart des sols dans le monde sont pauvres en azote et les
applications d'engrais azotés sont essentielles pour atteindre un rendement maximal. Bien que
78% de l'atmosphére est constituée de diazote, mais qui ne peut pas étre utilisé par la plupart
des organismes et ainsi la disponibilité de I'azote sous une forme appropriée pour l'assimilation
est souvent un facteur limitant majeur pour la croissance des cultures. La production d'engrais
azotés chimiques non seulement épuise les ressources énergétiques non renouvelables, mais
pose également des risques humains et environnementaux, en plus d'étre trés cotiteuse. L urée
est la source la moins chére et la plus facilement disponible d’azote, mais malheureusement
moins de 50% des quantités appliquées sont utilisées par les plantes. Cette faible efficacité
d'utilisation est principalement causée par la volatilisation de NH3, la dénitrification et les pertes
de lessivage.

La fixation biologique de 1’azote est une source importante d'azote pour les plantes dans
le cadre de pratiques agricoles respectueuses de 1’environnement. Elle contribue pour 65 % de
I'azote total actuellement utilisé dans la production agricole et sera un facteur important pour
I'agriculture du futur. Les bactéries symbiotiques fixatrices d’azote comprennent les

cyanobactéries et les genres : Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium,
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Allorhizobium, Mesorhizobium et Frankia (Paul et Clark, 1996 ; Brock et al., 2000). Les
symbioses sont les systémes majeurs de la fixation de I’N2 en jouant un role significatif dans

I’amélioration de la fertilité et en maximisant la productivité des sols pauvres en azote.

Les bactéries vivantes librement (non symbiotiques) ainsi que des souches de rhizobia
peuvent favoriser la croissance des céréales en contribuant a I’économie de 1’azote grace a leur
capacité a fixer I'N2 (Zahir et al., 2003). Kennedy et Islam (2001) ont également expliqué le
réle possible des mécanismes des bactéries non symbiotiques sur la croissance des cultures du
point de vue fixation biologique de I’azote. Fournir aux plantes des éléments nutritifs essentiels,
comme le NHs-N par le biais de la fixation de I'azote atmosphérique ou aider la plante a
I'absorption des éléments nutritifs sont également considérées comme stimulation de la
croissance végétale directe. Les genres les plus importants des bactéries ; non-symbiotiques ;
fixatrices d’azote sont : Azospirillum, Azotobacter, Acetobacter, Azoarcus, Achromobacter,
Bacillus, Burkholderia, Clostridia, Citrobacter , Enterobacter, Herbaspirillum , Kelbsiella
Mycobacterium, Pseudomonas, Rhodobacter et Serratia .

1.2. Solubilisation du phosphore

Le phosphore est I'un des principaux éléments nutritifs ; deuxieme aprées l'azote ; dans
I'exigence pour les plantes. La plupart du phosphore dans le sol se présente sous la forme de
phosphates insolubles et ne peuvent étre utilisés par les plantes. Les bactéries a potentiel de
solubilisation du phosphate (BSP) pourraient jouer un réle important dans la fourniture de
phosphate aux plantes d'une fagon conviviale et durable. Ces microorganismes peuvent
convertir les composés phosphatés insolubles en formes solubles et les rendre disponibles aux
plantes cultivées. Diverses especes bactériennes des genres : Bacillus, Rhizobium et
Pseudomonas se sont avéreés étre des bactéries les plus puissantes en solubilisation du phosphate
(Banerjee et al., 2006).

Les effets bénéfiques des BSP sur la croissance des plantes varient significativement en
fonction des conditions environnementales, des souches bactériennes, du végétale et des
conditions du sol (Sahin et al., 2004). La capacité de solubilisation du phosphate dépend
également de la nature de la source d'azote utilisée dans le milieu, avec une plus grande
solubilisation en présence de sels d'ammonium que lorsque le nitrate est utilisé comme source
d'azote. Ceci a été attribué a I'extrusion de protons pour compenser I'absorption de I'ammonium,

conduisant a une diminution de pH extra-cellulaire (Roos, 1984). L’abaissement du pH du sol
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par la production microbienne d'acides organiques tels que (le lactate, le citrate, ...) ainsi que
I'extrusion de protons sont les principaux mécanismes de minéralisation de la forme organique
du phosphore (Khan et al., 2009). La libération de phosphore a partir de formes insolubles et
adsorbées est également un aspect important des BSP concernant la disponibilité du phosphore
dans les sols. Ces microorganismes transforment le phosphore du sol en formes qui peuvent
facilement étre utilisées par les cultures et ils assimilent le phosphore soluble, et le rendent
disponible en empéchant son adsorption (Khan et Joergensen, 2009). Les BSP améliorent
également la disponibilité du phosphore aux cultures par la solubilisation de ses formes
précipitées (Chen et al., 2006). Fe-P, Al-P et Ca-P sont les principales formes de précipité dans
les sols acides et alcalins, qui peuvent étre solubilisées en impliquant des anions organiques et
protons associés. La forme complexe de phosphore adsorbé peut étre libérée par des ions

métalliques chélateurs par des réactions d'échange de ligands (Bunemann et al., 2004).

1.3. Production des sidérophores

Le fer est un élément essentiel de la croissance pour tous les organismes vivants. La
rareté du fer biodisponible dans les habitats du sol et sur les surfaces végétales provoque une
concurrence entre les organismes vivants (Whipps, 2001). Dans des conditions de limitation
en fer, les PGPR produisent des composés de faibles masses moléculaires appelés sidérophores
pour acquérir compétitivement le fer. Les sidérophores sont petits, a haute affinité des composés
chélateurs de fer sécrétés par des microorganismes tels que les bactéries, les champignons et le
veégétaux (Miller et al., 2009). Les microorganismes libérent des sidérophores afin de capter les
fer des phases minérales par la formation des complexes Fe** solubles qui peuvent étre absorbés
par des mécanismes de transport actif (Miethke et Maraheil, 2007). Les sidérophores sont parmi
les liants les plus forts a Fes+ connus (Raymond et al., 2003).

La répartition des isolats produisant les sidérophores selon 1’analyse de restriction de
I'ADN ribosomique amplifié, a révélé que la plupart des isolats appartiennent a des bactéries
Gram-négatif correspondant aux genres Pseudomonas et Enterobacter et ceux qui
appartiennent a des bactéries Gram-positif correspondent aux genres Bacillus et Rhodococcus
(Tian et al., 2009).

Bien que, divers sidérophores bactériens different dans leur capacité a séquestrer le fer
en général, ils privent les champignons pathogénes de cet elément essentiel puisque les
sidérophores fongiques ont une affinité plus faible. Certaines souches de PGPR vont plus loin
en tirant le fer de sidérophores hétérologues produits par les microorganismes cohabitants. Les
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Pseudomonas sp ont la capacité d'utiliser des sidérophores produits par diverses especes de
bactéries et de champignons. Pseudomonas putida peut utiliser les sidérophores hétérologues
produits par les microorganismes de la rhizosphére pour améliorer le niveau de fer a sa
disposition dans I'nabitat naturel (Loper et Henkels, 1999). Les isolats des bactéries telluriques
dont Azotobacter vinelandii et Bacillus cereus produisent des sidérophores et ils peuvent étre

utilisés comme PGPR efficaces pour augmenter le rendement des récoltes (Husen, 2003).

1.4. Régulateurs de croissance des plantes

Les PGPR synthétisent et exportent des phytohormones également appelées Régulateurs
de Croissance des Plantes (RCP) qui peuvent étre synthétisées dans des organes définis de la
plante et peuvent étre déplacés vers d'autres sites ou celles-ci jouent des réles biochimiques,
physiologiques et morphologiques dans la croissance et le développement des plantes (Hayat
et al., 2010). Les RCP sont des substances de nature organiques qui favorisent les processus
physiologiques des plantes méme a de faibles concentrations et aussi participent a I'élaboration
des tissus ou elles sont produites. Parmi les RCP, les gibbérellines, les cytokinines, les auxines,
I’acide abscissique et 1'éthyléne sont les bien documentés (Hayat et al., 2012).

L'auxine active la plus commune chez les plantes est I'acide indole-3-acétique (AlA).
Cette hormone régule de nombreux aspects de la croissance et du développement dans tout le
cycle de la plante de la division et I'élongation cellulaire et la différenciation a l'initiation de la
racine, la dominance apicale, la floraison, la maturation des fruits, la sénescence et la
stimulation de la croissance des plantes (Guilfoyle et al., 1998). En plus de la production dans
les tissus végetaux, la synthese d'AlA est tres répandue chez les bactéries associées aux plantes
et fournit aux bactéries un mécanisme pour influencer la croissance des plantes (Patten et Glick,

2002). Les interactions entre les bactéries productrices d’AIA et les plantes conduisent a des
résultats différents du coté de la plante, variant de la pathogenese a la phytostimulation. Les

isolats produisant I’AIA ont un effet stimulant sur la croissance des plantes. Lorsque la culture
de patate douce est ensemencée avec ces isolats, les résultats obtenus montrent une
augmentation de maniere significative de la croissance des plantes due a une meilleure
absorption de N, P, K, Ca et Mg (Farzana et Radizah, 2005). Certains microorganismes
produisent des auxines, en présence d'un précurseur approprié, tel que le L - tryptophane. Dans
une étude réalisée par Sivasakthi et al. (2014) la souche de Bacillus amyloliquefaciens était
capable de produire de I’ AIA a partir du Trp. Karnwal (2009) a obtenu 30 Pseudomonas isolées
de différentes rhizospheéres de plantes, ces souches ont été caractérisées sur la base de tests
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biochimiques et de la capacité de promouvoir la croissance des plantes. P. fluorescens et
aeruginosa ont montré la meilleure activite favorisant la croissance des plantes. Ces isolats ont
été testés pour leur capacité a produire de I'acide indole acétique en culture pure, en absence et
en présence de L-tryptophane a 50, 100, 200 et 500 pg/ml. Pour les deux souches, la production
d'’AlA a augmenté avec l'augmentation de la concentration du tryptophane, en outre P.

aeruginosa a été moins efficace dans la production d'AlA que P. fluorescens.

L'éthylene est un régulateur de croissance végétale synthétisé par presque toutes les
especes de bactéries (Primrose, 1979). Il agit comme une hormone de maturation, favorise la
formation de racines adventives et des poils racinaires, stimule la germination des graines brise
la dormance, favorise la croissance et le développement des plantes (Pierik et al, 2006).
Toutefois, si la concentration d'éthyléne reste élevée aprés la germination, 1’¢longation des
racines et des tiges sera inhibée (Abeles et al, 1992). Le précurseur direct de I'éthyléne dans la
voie de biosynthese végétale ; I'acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) ; est exsudé
par les racines des plantes ainsi que d'autres acides aminés. Les rhizobactéries qui possedent
I'enzyme ACC déaminase peuvent dégrader I'ACC et l'utiliser comme source de carbone. Dans
ces conditions, la réabsorption de 1’éthyléne par les racines est empéchée et le niveau de I'ACC
dans les racines est réduit. En conséquence, la production d'éthyléne par les racines est abaissée,
libérant I'inhibition de la croissance des racines. Les PGPR avec des caractéristiques de I'ACC-
déaminase améliorent la croissance et le rendement des cultures et peuvent étre considerés

comme des engrais bio (Shaharoona et al., 2006).

Les cytokinines sont également des importantes phytohormones habituellement
présentes en petites quantités dans les plantes (Vessey, 2003). Ceux-ci améliorent la division
cellulaire (Frankenberger et Arshad 1995), et sont également impliqués dans la photosynthése
et la différenciation des chloroplastes. Elles sont également connues pour induire I’ouverture
des stomates, la suppression de la dominance apicale induite par I’auxine et I’inhibition de la
sénescence des organes végétaux, en particulier dans les feuilles (Crozier et al., 2000). Plus de

30 composés du groupe de cytokinine sont rapportés qui sont produites par les PGPR.

Les PGPR produisent également largement les gibbérellines (Tab 1). Plus de 89
gibbérellines sont connus, dont la plupart sont principalement responsables de la montaison
(Dobbelaere et al., 2003). Elles affectent également les processus de reproduction dans une
large gamme de plantes (Crozier et al., 2000). Les PGPR comme Azospirillum et Pseudomonas
spp. produisent des cytokinines et des gibbérellines (Dobbelaere et al., 2003).
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Table 1 : Exemples de phytohormones et d’enzyme stimulateurs de croissances produites par

les PGPR (Kaymak, 2010)

Pseudomonas fluorescens

Phytohormones PGPR Références
Gibbérellines Acetobacter diazotropicus
Herbospirillum seropedicae | Bastian et al. (1998)
Bacillus lichenifirmis Gutierrez-Manero et  al.
Bacillus pumilus (2001)
Bacillus cereus MJ-1
Bacillus macroides CJ-29 Joo et al. (2004)
Bacillus pumilus CJ-69
AlA Agrobacterium sp.
Alcaligenes piechaudii Barazani et Friedman (1999)
Comamonas acidovorans
Azospirillum brasilense Kaushik et al. (2000)
Aeromonas veronii
Enterobacter cloacae Mehnaz et al. (2001)
Enterobacter sp. Mirza et al. (2001)
Comamonas  acidovorans
RC41
Paenibacillus polymyxa
RCO05
Bacillus RC23
Bacillus simplex RC19
Bacillus RC03
Bacillus megaterium RCO1 Erturk et al. (2008)
Cytokinine Paenibacillus polymyxa Timmusk et al. (1999)

de Salamone et al. (2001)
Bent et al. (2001)

ACC deaminase

Pseudomonas putida
Pseudomonas cepacia
Enterobacter cloacae
Pseudomonas
brassicacearum Am3
Variovorax paradoxus 5C-2
Pseudomonas putida Biovar
B

Pseudomonas putida N21

Pseudomonas  aeruginosa
N39
Serratia proteamaculans

M35

Mayak et al. (1999)
Cattelan et al. (1999)
Saleh et Glick (2001)
Belimov et al. (2007)
Belimov et al. (2009)
Rodriguez et al. (2008)

Zahir et al. (2009)
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2. Phytoprotection

Les PGPR aident indirectement la croissance des plantes par la suppression des micro-
organismes déléteres qui inhibent la croissance des plantes, ou des pathogenes des racines par
antibiose, parasitisme, compétition pour les nutriments et I'espace a proximité des racines des
plantes, et/ou l'activation des réactions de défense de la plante héte (Podile et Kishore, 2007).
Les Bacillus subtilis sont les PGPR les plus utilisées en raison de leur capacité de produire des
antibiotiques et de réduire la nuisibilité¢ de la maladie (Kokalis-Burelle et al., 2006). Les
Pseudomonas sont également connues d’avoir la capacit¢ de supprimer les pathogenes
telluriques en produisant des métabolites antifongiques et en séquestrant le fer dans la
rhizosphere par la libération de sidérophores chélatrices du fer, le rendant indisponible pour les
autres organismes (Dwivedi et Johri, 2003). La suppression des micro-organismes nuisibles par
les PGPR repose principalement sur le parasitisme, la compétition pour les nutriments
disponibles, la production d'enzymes ou de toxines et I’induction de la résistance en activant la
réponse de défense des plantes contre les pathogénes (Podile et Kishore, 2007).

Certains PGPR dégradent la paroi cellulaire des champignons pathogénes par la
production d'enzymes hydrolytiques (chitinase, B-1,3-glucanase). Les travaux de Manjula et al.
(2004) mettent en eévidence que les chitinases purifiees de Bacillus subtilis AF 1
sont fortement antifongiques. La souche productrice de -1,3-glucanase, Pseudomonas cepacia
empéche la prolifération rhizosphériques de nombreux champignons phytopathogenes tels
gue Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii et Pythium ultimum (Fridlender et al., 1993). Suite
aux travaux précedant, Tanaka et Watanabe (1995) rapportent que 1’action synergique des deux
enzymes hydrolytiques ; chitinase et -1,3-glucanase ; est plus efficace dans l'inhibition des

champignons pathogénes par rapport a I’effet de chacune seule.
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Partie Il : Les stress salin et allumique

. Stress salin
1. Salinité des sols

Dans le monde, il y a plus de 800 millions d’hectares de terre touchée par la salinité ;
un équivalent de 6% de la superficie totale du monde (FAO, 2008). Cette salinité est due a des
causes naturelles ou a I'accumulation de sels dans les zones arides et semi-arides. Les chlorures
de sodium, de calcium, de magnésium, sont les principaux sels libérés par 1’altération des roches
meéres. Le chlorure de sodium est le sel le plus soluble et abondamment libéré (Munns et Tester,
2008).

A part les causes naturelles de salinité des sols, I’agriculture moderne, en raison de
défrichement ou de I’irrigation, conduit a I’augmentation de la salinité des terres. L'irrigation
combinée a un mauvais drainage est la cause la plus grave, parce qu'elle conduit a des pertes de
terres agricoles productives. La raison de cette salinisation est que l'eau s'évapore mais les sels

restent et s'accumulent dans le sol (Zhu, 2007).

Le sol salin est caractérisé par une forte concentration de sels solubles. Un sol classifié
salin a une concentration de sels équivalente a environ 40 mM NaCl et génere une pression

osmotique d'environ 0,2 MPa (George et Brown, 2008).

2. Stress salin chez les plantes

Chez la plante, la tolérance au sel est la capacité des plantes a croitre et a compléter leur
cycle de vie sur un substrat qui contient de fortes concentrations de sel soluble. Les plantes qui
peuvent survivre sur des concentrations elevées de sel dans la rhizosphére et poussent bien sont
appelés halophytes (par ex : la luzerne peut survivre sur des concentrations supérieures a 300
mM NaCl), tandis que les plantes glycophytes sont les plantes que I’on ne rencontre pas
naturellement sur un substrat salin, ne pouvant tolérer qu’une faible quantité¢ de sels dans le
milieu de croissance ( par ex : les arbres fruitiers tels que les agrumes et avocatiers sont sensibles
a quelques mM NacCl ; le riz ne peut pas terminer son cycle de vie a 100 mM NaCl in vitro ou
200 mM NacCl en terre) (Parida et Das, 2004).

Le stress salin s’applique sur la plante sous deux types de contraintes. Tout d’abord, le
sel exerce un effet osmotique dés que les racines sont en contact avec le sel jusqu’a un niveau

seuil de concentration en sel. Ce niveau seuil est d'environ 40 mM de NaCl pour la plupart des
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plantes, ou moins pour les plantes sensibles comme le riz et I’ Arabidopsis. Dans un deuxiéme
temps, le sel s'accumule & des concentrations toxiques dans les feuilles et entraine un stress

ionique (Munns et Tester, 2008).

2.1. Effets du stress osmotique

Munns (2005) définie le stresse osmotique comme étant une circonstance défavorable,
qui dérange ou est susceptible de perturber le fonctionnement physiologique normal de la plante
et qui affecte la croissance immédiatement, causée par le sel a I'extérieur des racines. L’eau
circule dans la plante du sol vers les feuilles ou elle passe a I’état gazeux au niveau des parois
cellulaires des cellules du mésophylle avant de s’échapper dans I’air ambiant en traversant
I’épiderme, principalement par les stomates. Cette circulation dépend du gradient de potentiel
hydrique. Le stress salin exerce une contrainte primaire immédiatement et non spécifique par

une baisse de potentiel hydrique du sol.

Le potentiel hydrique est une mesure de 1’avidité en eau d’un compartiment biologique
ou chimique. Toute substance en solution aqueuse exerce sur les molécules d’eau une force
d’attraction. Plus la solution est concentrée plus cette force est forte et moins les molécules
d’eau peuvent la quitter. Le potentiel hydrique représente donc le potentiel de I’eau a quitter un
compartiment donné : plus il est élevé dans un compartiment, plus I’eau a tendance a le quitter
et, inversement, ’eau a tendance a rentrer dans les compartiments ayant un faible potentiel

hydrique.

2.1.1. Mouvement des stomates
Le stress osmotique perturbe la biosynthése de I'acide abscissique (ABA) conduisant a
un changement rapide de la conductance stomatique. La diminution de l'ouverture stomatique
de la plante lors du stress osmotique est la réponse la plus dramatique. Le stress osmotique
déclenche la production de I'ABA dans les racines, qui est ensuite transporté vers les feuilles
causant la fermeture des stomates (Fricke et al., 2004).

2.1.2. Photosynthése
Le stress osmotique non seulement perturbe les balances ioniques et éléments nutritifs
des plantes mais également affecte le transport d'électrons photosynthétiques et les activités des
enzymes pour la fixation du carbone (Zhang et al.,, 2011). Une diminution du taux de

photosynthése chez les plantes qui se développent sur milieu de stress osmotique est observée.
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Elle est due a plusieurs facteurs : la déshydratation des membranes cellulaires qui réduisent leur
perméabilité au COy, la réduction de I'offre de CO2 en raison de la fermeture des stomates, ou
les changements de l'activité enzymatique induite par des changements dans la structure
cytoplasmique (Parida et Das, 2004).

2.1.3. Croissance et architecture

Face au stress osmotique, une diminution soudaine du potentiel hydrique du sol
provoque la perte d’eau des cellules foliaires, entrainant une perte transitoire du volume de la
cellule par plasmolyse. Elle réduit immédiatement non seulement I'expansion des cellules dans
I’apex racinaire et dans les jeunes feuilles mais également provoque la fermeture des stomates.
Bien qu’aprés quelques heures, les cellules retrouvent leur volume initial, les taux
d'allongement des cellules sont réduits. En conséquence, apreés plusieurs jours, les dimensions
des cellules changent : les cellules sont plus petites et épaisses (Munns et Tester, 2008).

Le developpement du systéme racinaire est également affecté mais il est moins inhibé
que la croissance des parties aériennes. En revanche, la croissance de la zone apicale de la racine
principale est maintenue pour permettre a la plante d’explorer le sol et de rechercher de
nouvelles sources en eau mais aussi pour augmenter le volume de stockage des ions toxiques
dans la vacuole en cas de stress salin (Sharp et al., 2004). Plusieurs études chez le mais et la
tomate ont suggéré que la forte accumulation d’ABA observée dans la racine en réponse au

stress salin serait a I’origine du maintien de la croissance de la zone apicale (Albacete et al.,

2008 ; Lovelli et al., 2011).

2.2. Effets du stress ionique

Le stress ionique se développe au fil du temps et est di a une combinaison de
I'accumulation d'ions dans la partie aérienne et une incapacité a tolérer les ions qui se sont
accumulés dans les tissus végétaux (Munns et Tester, 2008). Le stress ionique est spécifique du
stress salin. Il a moins d'effet par rapport au stress osmotique, en particulier a faible
concentration en sel. Il accélére la sénescence et la maturité des feuilles.

Dans le cas du stress causé par le NaCl, le stress ionique est di a la toxicité des ions Na*
et Cl" accumulés en excés dans la plante qui perturbe 1’homéostasie des ions cytosoliques de

I’organisme et affecte 1’activité de certaines enzymes.
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2.2.1. Toxicité causée par le sodium

Une cause importante d’endommagement qui perturbe la synthése des protéines est le
haut niveau de la concentration de Na*. Cet ion peut dérégler les processus métaboliques en
entrant en compétition avec K*, pour sa fixation sur des enzymes et des protéines importantes.
Plus de 50 enzymes sont activées par K™ mais Na* ne peut pas assurer la méme fonction. Par
ailleurs, K* est vital pour la synthése de certaines protéines, pour 1’osmorégulation, pour le
maintien de la turgescence des cellules, pour la stimulation de la photosynthése, la fixation des
ARNt aux ribosomes ou encore la régulation de la voie d’assimilation de 1’azote (Tester et
Davenport, 2003).

En situation d’exces de Na+, la plante peut entrainer une déficience nutritionnelle en
limitant I’absorption et I’accumulation d’autres éléments nutritifs comme K, Ca®* ou Mn?*. 1l
a été montré que Na* interfére avec des transporteurs localisés sur la membrane plasmique des

cellules racinaires (Horie et al., 2011).

2.2.2. Toxicité causée par le chlore

Le chlore est un micronutriment essentiel pour les plantes supérieures. Il est surtout
présent sous forme d’anion CI'. Le chlorure est un soluté majeur dans la vacuole et est impliqué
a la fois dans la turgescence et 1I’osmorégulation cellulaire (Kawakami et al., 2009). Dans
le cytoplasme, le chlorure peut réguler les activités d’enzymes clés. En outre, C1” agit également
comme contre anion, et est impliqué dans la stabilisation du potentiel de membrane, la
régulation des gradients de pH intracellulaire. CI- devient toxique pour les plantes en cas
d'accumulation a des concentrations élevées dans le cytoplasme entrainant des désequilibres de

charge électrique (Teakle et Tyerman, 2010).

3. Utilisation des PGPR dans I’atténuation du stress salin

Une gamme de rhizobactéries tolérantes au sel (par exemple : Rhizobium, Azospirillum,
Pseudomonas, Flavobacterium, Arthrobacter, et Bacillus) a jusqu'a présent montré des
interactions bénéfiques avec les plantes soumises a des contraintes environnementales
(Egamberdieva et al., 2011 ; Adesemoye et al., 2008). Des rapports antérieurs affirment que la
salinité affecte négativement I'activité bactérienne du sol, mais les bactéries tolérantes au sel
peuvent survivre et proliférer dans le sol et la rhizosphére dans un environnement hostile. Diby
et al. (2005) ont observé que la population tolérante au sel de P. pseudoalcaligenes MSP-538

n'a pas changé considérablement avec I'augmentation de la salinité dans le sol.
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Il existe de nombreux rapports sur I'amélioration de la croissance des plantes, le
développement et I'absorption des nutriments par les inocula des bactéries tolérantes au sel. Un
apercu des effets d'amélioration de Pseudomonas et Bacillus sur diverses plantes mentionnées

dans la littérature est présenté dans la table.

Les PGPR peuvent utiliser divers mécanismes pour stimuler la croissance et le
développement des plantes, pour protéger les plantes contre les maladies transmises par le sol

et d'augmenter la tolérance de la plante au stress.

3.1. Production de phytohormones

Le stress salin inhibe la production d’auxines, gibbérellines et zéatine dans les racines
et les feuilles des plantes (Pérez-Alfocea et al., 2010), mais pas celle des PGPR tolérantes. Les
bactéries colonisatrices des racines produisent des auxines supplémentaires dans la rhizosphére
dans des conditions de stress, ce qui pourrait aider a maintenir la croissance des racines, et
pourrait également contribuer & maintenir la croissance des feuilles (Albacete et al., 2008).
Dans une étude d’Egamberdieva (2009), I’inoculation individuelle du blé par les bactéries
productrices d’auxine P. aureantiaca TSAU22, P. extremorientalis TSAU6, et P.
extremorientalis TSAU20 a considérablement augmenté la croissance des racines et des
plantules jusqu'a 40 % et celle des tiges a 52 % en présence de 100 mM NaCl par rapport aux
plantes témoins. Arkhipova et al. (2007) ont également observé une augmentation de la
croissance des racines et des tiges ainsi que celles des concentrations de cytokinines dans les

plantes traitées avec la souche productrices de cytokinine B. subtilis.

3.2. Osmolytes
Les plantes peuvent se protéger contre le stress salin en accumulant des solutés
compatibles tels que les sucres et les acides aminés pour s’ajuster osmotiquement (Evelin et al.,
2009). Plusieurs souches de PGPR, telles que Arthrobacter et Bacillus augmentent la synthese
de la proline dans les plantes stresseées, ce qui contribue a maintenir I'état de I'eau cellulaire,

aidant ainsi les plantes a faire face au stress salin (Sziderics et al., 2007).

3.3. ACC deaminase
La production d'éthyléne dans des plantes est tres dépendante des niveaux endogenes de
1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC). L’ACC deaminase est une enzyme présente dans
de nombreuses bactéries rhizosphériques. Ces bactéries peuvent prendre 1’ACC a partir de la
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racine de la plante et de le convertir en a-ketobutyrate et de I'ammoniac. Il en résulte une

diminution des niveaux d’ACC et donc des taux d'éthyléne dans la plante, et une diminution de

stress des plantes (Pliego et al. 2011).

Dans une autre étude, P. fluorescens TDKI1, souche productrice d’ACC deaminase,

améliore les paramétres de croissance et la résistance au stress salin des plantes d'arachide par

rapport aux plantes inoculées avec des souches de Pseudomonas dépourvues d’activité ACC

désaminase (Saravanakumar et Samiyappan, 2007). Des résultats similaires ont été observés

par Kausar et Shahzad (2006), qui rapportent que les souches P. fluorescens contenant de I’ACC

deaminase stimulent la croissance des racines du mais dans des conditions de stress salin.

Table 2 : Effets améliorateurs de quelques souches de Pseudomonas et Bacillus sur les

plantes cultivées dans des conditions de stress salin (Egamberdieva et al., 2014)

PGPR La culture | Effets de I’inoculation Réfeérences
P. fluorescen Arachide Croissances des  plantes, | Saravana kumar et
rendement Samiyappan (2007)
Mais Elongation racinaire, poids | Kausar et Shahzad
frais (2006)
Blé Croissance, rendement en | Abbaspoor et al.
grain (2009)
P. pseudoalcaligene Riz Biomasse aérienne Jha et al. (2010)
P.alcaligenes, Cotton Longueur des tiges et racines, | Egamberdieva et
P.chlororaphis Poids sec Jabborova (2013)
P.extremorientalis, Haricot Longueur des tiges et racines, | Egamberdieva
P.chlororaphis Poids sec (2011)
Pseudomonas sp. Pois Croissance, rendement Arshad et al. (2008)
Blé Croissance, Réduction de | Hasnain et Sabri
I’absorption des ions toxique | (1996)
B. megaterium Mais Longueur racinaire, Teneur | Maruland et al.
relative en eau (2010)
B. pumilus Riz Biomasse aérienne Jha et al. (2010)

19




Synthése bibliographique

1. Stress allumique

La toxicité en aluminium est parmi les plus répandues des contraintes dans les plantes.
L’aluminium limite la productivité des cultures dans les sols acides dans les régions tropicales
et subtropicales principalement. En dehors des zones tropicales, une disponibilité accrue
d’aluminium a été observée a la suite de I'acidification progressive du sol due a la pollution de
I'air provenant des stations électriques de puissance, des activités industrielles, d'échappement

des automobiles et de I’utilisation intensive de certains engrais (Smith, 2012).

1. Sols acides dans le monde

L’acidité du sol est définie par un pH a I’eau de 1’horizon de surface inférieur a 5.5 (Von
Uexkill et Muttert, 1995). Les sols acides occupent approximativement 30% (3950 millions
ha) des terres émergées non couvertes de glace du monde. Généralement, ce phénomeéne se
produit dans les zones a forte pluviométrie, supérieure a I’ETP, de I’ordre de 1500 mm. 77%
des sols acides (2646 millions ha) supportent des foréts et des régions boisées et
approximativement 18% (711 millions ha) sont couverts par une végétation de savane, de
prairie ou de steppe. Seulement 4.5% (17 millions ha) des sols acides sont en zone arable et

employés pour des cultures (FAO, 2008).

2. Acidification

L’acidification est un phénomene naturel qui intervient partout ou les précipitations sont
supérieures a 1’évaporation (Bolan et al., 2003). Elle est favorisée par des causes naturelles (le
substrat géologique), par des méthodes de production agricoles (la fertilisation ammoniacale et
I’usage intensif des légumineuses) et par des causes artificielles.

En systéme naturel, les entrées du systéme sont les acides dissous dans les eaux de pluie
(CO2, NOy, SOy). Les sorties sont les lixiviats cations-anions (cations : Na*, K*, Ca?*, Mg?" ;
anions : HCO3", SO4%, NO3’). Dans un systéme naturel (non modifié ou exploité par ’Homme)
les plantes transférent de 1’acidité (H") au sol ; cependant, a long terme, le bilan final peut étre
neutre car a la mort des plantes ’alcanité accumulée dans la plante (principalement les anions
organiques R-COQ") est restituée au milieu. En systéme cultivé, les engrais dont I’action est
généralement faible ou nulle (sels neutres) et les amendements (matiére organique, carbonates
et hydroxydes de Ca?* et Mg?") s’ajoutent aux entrées du systéme. Les sorties sont augmentées
par I’exportation de la matiére organique des plantes par les récoltes (cations minéraux et anions

organiques). Plus I’exportation est importante, plus 1’acidification est forte.
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3. Toxicité en aluminium

La toxicité de I’Al en solution est mesurée par I’activité chimique de I’ion AI**. Celle-ci
est quasi nulle au-dessus du pH 5.5 et croit fortement du pH 5.0 a pH 4.1, dans la gamme 1-150
uM. L’activité Al ** culmine dans la solution du sol a pH 4.1 et & la surface de la membrane
plasmique entre pH 4.1 et 4.8 (Kinraide, 2003).

3.1. Effets indirects de I’aluminium

Comme effets négatifs de la toxicité en aluminium sur la croissance des plantes on peut

citer :

» Al immobilise le phosphore dans le sol et dans la plante avec pour résultat des
symptomes d’insuffisance en phosphore (Marschner, 1995) ;

»  Une limitation dans 1’absorption du calcium et du magnésium (Kinraide, 2003) ;

» L’utilisation des engrais azotés a base d’ammonium accélére la baisse du pH et
augmente la déficience en Mo (Molybdéne) et la toxicité en aluminium et magnésium
(Malhi et al, 1998) ;

» Ralentissement de 1’activité microbienne dans les sols avec un pH en-dessous de 4.6
(Marschner, 1995).

3.2. Effets directs de I’aluminium

La racine est le premier cite et le plus touché d’une toxicité en aluminium dans la plante.
L’aluminium induit de nombreux effets toxiques sur les différents compartiments cellulaires de
la racine. La paroi et la membrane plasmique sont rigidifiées, les systémes de transport d’ions
de la membrane plasmique sont altérés, ainsi que la signalisation cellulaire, le cytosquelette, et
I’ADN du noyau des cellules de la racine. Ces altérations provoquent dans les racines une rapide
diminution de la croissance, un arrét de la division cellulaire et des déformations
caractéristiques. Par son action sur les racines, 1’aluminium augmente aussi la sensibilité au
stress hydrique, la déficience en azote, phosphore, calcium et magnésium et conduit a une
diminution de la croissance des végétaux (Kochian et al., 2005).

4. Comportement des Pseudomonas f. en présence d’aluminium

Ce microorganisme du sol, avec une habitude nutritionnelle tres polyvalente, un potentiel
biotechnologique énorme, il est utilisé dans de nombreux procédes industriels. Comme Al
perturbe I'homéostasie Fe, Pf doit élaborer des voies alternatives pour faire face a ce dilemme.
Ces mécanismes moléculaires conférant la tolérance a Al contribueront a ouvrir la voie a
I'application de Pseudomonas fluorescens dans la décontamination de ce métal toxique (Lemire
et al., 2010). Comme acides organiques impliqués dans la mobilisation des métaux en général
et, en particulier I’aluminium, l'acide tricarboxylique (ATC) et le citrate sont d’excellent
candidat pour sonder [l'interaction entre Al et Pf Les adaptations métaboliques visant a
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contourner I'noméostasie Fe dysfonctionnel évoquée par Al sont également discutés (Lemire et
al., 2010). Le cycle de Krebs et la formation d'ATP sont fortement dépendants du fer.
L'exposition de Pf Al conduit a la perte de I'intégrité de la grappe de Fe-S. La perturbation de
cette portion meéne a une ACN (Aconitase) inefficace, une enzyme qui catalyse l'isomérisation
réversible du citrate en isocitrate a travers un intermédiaire cis-aconitate. Cette situation oblige
I'organisme a concevoir des voies alternatives pour la dégradation du citrate, quand I’ATC est
la seule source de carbone. Comme le citrate lyase n'est pas évidente dans ces cultures, le
microbe est contraint d'utiliser le cycle de Krebs malgré un ACN séverement diminuée. Pour
aider a résoudre ce dilemme, Pf radicalement régule a la hausse les deux enzymes en aval, a
savoir I’isocitrate lyase (ICL) et I’isocitrate dehydrogenase-NADP (ICDH-NADP) qui agissent
sur I’isocitrate. Alors que l'activité d'ICL a été augmenté 6-8 fois, I’ICDH-NADP a augmenté
deux fois. Cet arrangement permet de faciliter la dégradation du citrate méme si I’ACN n’est

capable d’isomériser que trés peu le citrate (Mailloux et al., 2006).

5. Interaction synergique des PGPR et des plantes dans les sols contaminés par les
métaux lourds

A partir de la derniéere décennie, la recherche sur I'écologie des microorganismes dans la
rhizosphere se concentrait sur la désintoxication microbiologique et la décontamination des sols
touchés par les métaux lourds. Le fait que les PGPR favorisent la croissance des plantes est bien
documenté, et plus recemment, les PGPR ont été utilisés avec succes pour réduire le stress des
plantes dans les sols contaminés par des métaux (Babalola, 2010).

Les microorganismes qui sont associés aux racines établissent une relation synergique avec
les racines des plantes ce qui améliore I'absorption des nutriments et la performance des plantes,
ainsi que la qualité des sols (Yang et al., 2009). Les PGPR en générale, facilitent la croissance
des plantes a travers plusieurs mécanismes, cependant, de nombreuses bactéries du sol ne
semblent pas du tout influer sur la croissance des plantes, mais un changement dans les
conditions du sol pourrait inverser cette tendance (Glick, 1995). Ces rhizobactéries peuvent étre
potentiellement utilisées pour améliorer les activités de phytoextraction en altérant la solubilité,
la disponibilité ainsi que le transport de métaux lourds et des nutriments, en réduisant le pH du
sol et la libération des chélateurs (Ma et al., 2011). Parmi les métabolites produits par les PGPR,

les sidérophores jouent un role significatif dans la mobilisation et I'accumulation des métaux.
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Matériels et Méthodes

Partie | : Promotion de la croissance dans les conditions naturelles

l. Essai de phytostimulation en pots
Pour suivre le comportement des plantes de malis vis-a-vis de I’inoculation par les PGPR
au cours de la croissance, nous avons mené deux essais (en pots) indépendants sur 2 années

successives.

1. Matériel biologique

1.1. Souches bactériennes

Les essais de phytostimulation sont réalisés avec 1’application de deux souches
bactériennes : Pseudomonas fluorescens 002 (Pf002) et Bacillus toyonensis 04 (Bt04). Les
deux souches sont isolées a partir de la rhizosphere du palmier dattier de la région de Ghardaia
(sud algérien) (Toua et al., 2013) et sont issues du laboratoire de phytopathologie du
département des Biotechnologies de la faculté des sciences de la nature et de la vie (Université
Blida 1).

1.2. Matériel végétal

Deux génotypes de mais sont testés : une population algérienne locale (DZ), récoltée du sud
algérien et expérimenté au niveau du laboratoire de recherche LRGB (Laboratoire de
Ressources Génétiques et de Biotechnologie d’El Harrach) et I’hybride espagnol Zea mays cv
12097.

2. Lesol

Le sol utilisé dans notre expérimentation est prélevé de la station expérimentale de I’Ecole
Nationale Supérieure Agronomique. Le sol a subit un séchage et un tamisage (un tamis de 5mm
de maille) pour éliminer les débris végétaux et les éléments grossiers.

3. Conditions d’expérimentation

Les essais sont réalisés sur deux années (premier essai consacré au prélevement des plantes
70 j.a.l. et le second pour les plants 10 et 30 j.a.l.) au niveau de la station expérimentale de
I’ENSA sous serre en plastique exposée plein sud. Le semis est réalisé dans des pots marron en
plastique de 141 dont le fond est recouvert par une couche de gravier (1cm de diametre) pour
assurer le bon drainage. Ensuite les pots sont remplis par un substrat désinfecté (1/3 sol, 1/3

terreau et 1/3 sable grossier). Le semis est réalisé a raison de trois graines par pot (plantes 70
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j.a.l.) et quatre graines par pot pour les plants de 10 et 30 (j.a.l.). Les irrigations durant tout
’essai étaient des irrigations d’appoints ; en fonction des exigences des plantes et du stade du
développement. Les mauvaises herbes n’étaient pas trop remarquées et elles étaient éliminées
manuellement. Apreés la levée, nous avons effectué un démariage en gardant les plants les plus

rigoureux.

4. Dispositifs expérimentaux

Les essais sont conduits selon un dispositif en trois blocs aléatoires complets. Chaque
traitement est représenté par huit plants par pot, soit 24 plants au total pour chague traitement.

Lors de la premiere année, nous avons étudié les effets individuels et en interaction de deux
inocula bactériens sur les deux génotypes de mais (chaque variété est étudiée indépendamment
de I’autre) (Fig. 1), le facteur étudié concerne I’effet de la bactérisation, représenté par trois

niveaux d’applications individuelle et combinée

» Pf002 : Bactérisation avec la souche Pseudomonas fluorescens 002

> Bt04 : Bactérisation avec la souche Bacillus toyonensis04

» Pf002*Bt04 : Bactérisation avec la combinaison des deux souches (Pf002 +
Bt04)

En deuxieéme année, nos travaux ont visé les effets individuels et en interaction des deux

bactéries précédents mais uniquement sur une variété de mais (DZ) (Fig. 2).

5. Preéparation des inocula bactériens

A partir des cultures lyophilisées, les souches bactériennes sont purifiées avec plusieurs
repiquages sur un milieu King-B a 30°C pendant 24h (King et al., 1954). A 1’aide d’une pipette
en verre stérile, la creme bactérienne agée de 36h est raclée délicatement et mise en suspension
dans 200 ml de I’eau distillée stérile, une bonne homogénéisation est pratiquee. Pour déterminer
la concentration de cette suspension, 1’absorption est mesurée a une longueur d’onde de 600
nm (Vijayan et al., 2006). Cette suspension est ajustée par 1’eau distillée stérile a une
concentration de 108 cfu/ml et une quantité de 50ml est appliquée par souche bactérienne.

Avant le semis et I’application des rhizobactéries, le substrat était arrosé (24h avant) afin
d’assurer son humidification. La bactérisation est réalisée directement dans le sol, le jour méme

du semis.
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(EST) SN

PT2 |PT2 |PT2 |PT2 |PT2 |PT2 |PT2 |PT2
HTL1T2 | HTAT2 | HTAT2 | HTAT2 | HTAT2 | HTAT2 | HTLT2 | HT1T2
HTL |HT1 |HTL |HTL |HT1 |HT1 |HTL |HT1

PTL |PTL |PTL |PTL |PTL |PT1 |PT1 |PT1L o
HT2 |HT2 |HT2 |HT2 |HT2 |HT2 |HT2 |HT2 %
PTO |PTO |PTO |PTO |PTO |PTO |PTO |PTO

PTAT2 | PTAT2 | PTIT2 | PTAT2 | PTAT2 | PTIT2 | PTAT2 | PTIT2
HTO |HTO |HTO |HTO |HTO |HTO |HTO |HTO

HT1 |HT1 |HT1 |HTL |HTL |HT1 |HTL |HT1

PTIT2 | PTAT2 | PTIT2 | PTAT2 | PTAT2 | PTIT2 | PTAT2 | PTIT2
HT2 |HT2 |HT2 |HT2 |HT2 |HT2 |HT2 |HT2

PTL |PT1L |PT1 |PT1 |PTL |PT1 |PTL |PTL w
HTO |HTO |HTO |HTO |HTO |HTO |HTO |HTO i
HT1T2 | HT1T2 | HTAT2 | HTAT2 | HT1T2 | HT1T2 | HTAT2 | HT1T2
PT2 |PT2 |PT2 |PT2 |PT2 |PT2 |PT2 |PT2

PTO |PTO |PTO |PTO |PTO |PTO |PTO |PTO

HTO |[HTO |HTO |[HTO |HTO |HTO |HTO |HTO
PTIT2 | PTAT2 | PTIT2 | PTAT2 | PTAT2 | PTIT2 | PTAT2 | PTIT2
HT1T2 | HTAT2 | HTAT2 | HTAT2 | HT1T2 | HT1T2 | HTAT2 | HT1T2
PT2 |PT2 |PT2 |PT2 |PT2 |PT2 |PT2 |PT2 w
HT2 |HT2 |HT2 |HT2 |HT2 |HT2 |HT2 |HT2 i
PTO |PTO |PTO |PTO |PTO |PTO |PTO |PTO

HTL |HT1 |HT1 |HTL |HT1 |HT1 |HTL |HT1

PTL |PT1 |PT1 |PT1 |PTL |PT1 |PTL |PTL

(OUEST)
Figure 1 : Dispositif expérimental (2013-2014)

PT1 : population DZ traitée avec Pf002 PT2 : population DZ traitée avec Bt04
PT1T2 : population DZ traitée avec Pf002 et Bt0O4  PTO : témoin de la population DZ
HT1: cv 12097 traitée avec Pf002 HT2 : cv 12097 traitée avec Bt04
HT1T2 : cv 12097 traitée avec Pf002 et Bt0O4 HTO : témoin de cv 12097
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(EST) —N
PTO PTO PTO PTO PTO PTO PTO | PTO
PT1T2 | PTLT2 | PT1T2 | PTLT2 | PT1T2 | PTLT2 | PT1T2 | PTIT2 | |m
o
PT1 PT1 PT1 PT1 PT1 PT1 PT1 PT1 i
PT2 PT2 PT2 PT2 PT2 PT2 PT2 PT2
PT1 | PT1 PT1 PT1 PT1 PT1 PT1 | PT1
PT2 PT2 PT2 PT2 PT2 PT2 PT2 | PT2 W
o
PTO | PTO | PTO | PTO | PTO PTO PTO | PTO ‘;
PT1T2 | PTAT2 | PT1T2 | PTAT2 | PT1T2 | PT1T2 | PT1T2 | PT1T2
PT2 PT2 PT2 PT2 PT2 PT2 PT2 | PT2
PTO | PTO | PTO | PTO | PTO PTO PTO | PTO W
o
PT1T2 | PTAT2 | PT1T2 | PTAT2 | PT1T2 | PT1T2 | PT1T2 | PTIT2 | | ©
PT1 | PT1 PT1 PT1 PT1 PT1 PT1 | PT1
(OUEST)
Figure 2 : Dispositif expérimental (2014-2015)
PT1 : population DZ traitée avec Pf002 PT2 : population DZ traitée avec Bt04

PTA1T2 : population DZ traitée avec Pf002 et Bt0O4  PTO : témoin de la population DZ

6. Prélevements et parametres mesurés

6.1. Prélevements

Les prélevements et les mensurations ont éte effectués selon les stades de développement
du mais, comme il a été indiqué précédemment. Au total trois prélevements séparés sont
réalisés, a raison de quatre répétitions, pour chaque traitement, par bloc et pour chaque essai.
10 jours apres la levée : Des jeunes plantules de 10 jours post-levées ont été prélevées pour
examiner la capacité des deux bactéries a promouvoir la croissance des plantes en stade
juvenile. Les racines sont retirées delicatement des pots ; lavées soigneusement plusieurs fois

avec de I’eau. Par la suite nous avons coupé juste au-dessus des racines d’encrage pour séparer
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la partie aérienne des racines. Les racines prélevées a ce stade sont les seules a nous permettre
de mesurer la longueur racinaire ; aux stades plus développés les racines forment des chinions

a la base des pots ce qui rend difficile la mesure de la longueur.

30 jours apreés la levée : 30 jours apres la levee, les plantes arrivent a former des feuilles bien
développées et des tiges rigoureuses et; d’aprés la littérature (Paliwal, 2000) ; c’est a ce stade

que les plante de mais sont en mi- végétation. Pareille au précédent, nous avons retiré les racines
du substrat puis sépare les deux parties de la plante. Pour faciliter I’opération, les pots étaient

irrigués la veille du prélevement pour rendre facile de retirer les racines des pots.

70 jours aprés la levée : A la formation de I’inflorescence femelle (premier épi) ; ot nous
avons constaté la fin du stade végétatif ; nous avons proceédé au dernier échantillonnage de la
méme maniére que pour 30 j.a.l. Lors de ce dernier échantillonnage nous avons marqué la date

d’inflorescence male et femelle et 1a surface finale des feuilles.

6.2.Parametres agro-morphologiques

6.2.1. Longueur racinaire

Une fois les racines sont séparées de la partie aérienne de chaque plant échantillonné, elles
sont lavées pour éliminer le substrat adhérant et étalées soigneusement. La longueur du systeme
racinaire est déterminé a I’aide d’un metre ruban a partir de la fin de I’extrémité basale du collet

jusqu’a ’extrémité de chevelu racinaire.

6.2.2. Vigueur et hauteur des tiges

Pour déterminer la vigueur des plantes nous avons mesuré le tour de chaque tige a 1’aisselle
de la deuxiéme feuille.

Toute la partie aérienne est mesurée pour déterminer la hauteur des tiges mais avec des
différences de repérage entre les plantes prélevées. Chez les plantes de 70 j.a.l. nous avons
mesuré la hauteur du collet jusqu’a 1’aisselle de la panicule, alors que chez les plants de 10 et

30 j.a.l. le repére était le point d’initiation de la derniére feuille formée.
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6.2.3. Biomasse racinaire et aérienne

Aprés dépotage, la partie racinaire de chaque plant est nettoyée du sol adhérant, rincée dans
I’eau et séchée de 1’eau du ringage. Elle est passée a la balance pour estimer le poids frais des
racines. Par la suite, elle est séchée dans une étuve a 50°C pendant 4 jours et pesée une autre
fois pour déterminer la biomasse racinaire seche.

De la méme maniere que pour la biomasse racinaire, toute la partie aérienne est prise en
considération afin de déterminer la biomasse aérienne ; y compris la panicule dans le cas des

plantes 70 j.a.l.

6.2.4. Nombre de feuilles et la surface foliaire

Nous avons compté le nombre total des feuilles des la levée jusqu’a 1’apparition de la
panicule. Méme les premiéres feuilles mortes sont prises en considération pour déterminer le
nombre total des feuilles.

Plusieurs méthodes existent dans la littérature pour calculer la surface foliaire des feuilles
de mais (Keating et Wafula, 1992 ; Birch et al., 1998 ; Stewart et Dwyer, 1999). Dans notre
essai nous avons utilisé la méthode de Stewart et Dwyer (1999) pour mesurer la surface foliaire

de la feuille de 1’épi :

S = Lo*La max*A OU :

S : Surface foliaire ;

Lo : Longueur de la feuille ;

La max : Largeur maximale de la feuille ;

A : coefficient standard égale a 0.75.

6.2.5. Date de floraison male et femelle
Nous avons compté le nombre de jours des la levée jusqu’a : I’apparition de la panicule

(pour la floraison male), et la sortie des poils des jeunes épis (pour la floraison femelle).
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6.3.Parametres physiologiques et biochimiques

6.3.1. Dosage de chlorophylles

L’estimation du taux de chlorophylle est faite selon la méthode de Witham et al. (1971).
Mille milligramme du tissu de la gaine (feuille de plante 30 j.a.l.) est broyé dans un mortier en
présence de I’acétone 80 % comme solvant, puis nous avons centrifugé le melange et stocké le
surnageant dans des tubes propres. Le culot est re-extrait jusqu’a ce que sa couleur devienne
blanche. Le volume final est complété a 100 ml avec de 1’acétone puis les échantillons sont
passés au spectrophotomeétre a 663 et 645 nm (longueur d’onde).

Chlorophylle totale (mg) = [20.2 X Aass) + 8.02 X Ass3)] X [V/1000W]

Asss) : Absorbance a une longueur d’onde 645, Aes3) : Absorbance a une longueur d’onde 663
V : Volume de la solution extraite

W : Masse de matiere fraiche

6.3.2. Dosage de glucides

Un échantillon de 100 mg de feuille (30 j.a.l.) est hydrolysé au bain-marie pendant trois
heures avec 1’addition de cinq ml d'HCL 2,5 N puis il est laissé se refroidir a la température
ambiante. La solution est neutralisée avec du carbonate de sodium solide jusqu'a ce que
I'effervescence cesse. Puis nous avons complété le volume a 100 ml avec de I'eau distillée et
centrifugé pour cing mn. 0.5 ml du surnageant est ajouté a quatre ml de réactif de I'anthrone et
le mélange est mis dans un bain-marie pendant huit mn. Aprés un refroidissement, la lecture
spectrophotométrique est faite 2 630 nm (longueur d’onde). A partir de la courbe étalon du
glucose, les quantités de glucides présentes dans les tubes est calculée (Hedge et Hofreiter,
1962).

6.3.3. Dosage de phénols

Mille (1000) mg des tissus de feuilles (30 j.a.l.) sont broyes en présence de 10 volumes
d’éthanol 80% et centrifugés a 10000 tpm pendant 20 mn. Le culot est réextrait avec cing fois
le volume d’éthanol 80% puis centrifugé. Le surnagent est évaporé et le résidu est dilué dans
cing ml d’eau distillée. Par la suite, 0.2 ml est prélevé et complété a trois ml avec de 1’eau

distillée. Apres avoir ajouté 0.5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu, le mélange est maintenu en
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bain d'eau bouillante pour une mn. Apres refroidissement les densités optiques sont lues a 650
nm de longueur d’onde. A partir de la courbe étalon du catéchol (& 650 nm) les quantités de
phénols présentes dans les tubes sont calculées (Malick et Singh, 1980).

6.3.4. Dosage de protéines

La concentration des protéines est déterminée en suivant la méthode de Lowry et al. (1951).
Dans un mortier nous avons broyé 1000 mg d’échantillon de feuille (30 j.a.l.) en présence du
tampon de phosphate (pH 7.2) puis centrifugé (4000 tpm) pour sédimenter les résidus. 0.1ml
du surnageant est pris dans un tube a essai et complété a un ml. Cinq ml du réactif du cuivre
alcalin est ajouté a tous les tubes. Aprés 10 mn, 0.5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu est ajouté,
puis nous avons incubé les échantillons dans 1’obscurité a la température ambiante pendant 30
mn. La densité optique était lue a 660 nm (longueur d’onde) et a 1’aide de la courbe étalon de

ASB (Albumine de Sérum Bovin), la concentration en protéines est calculée.

6.4.Détermination de I'Acide Indole Acétique (AlA) synthétisée par les bactéries

Les bactéries sont cultivées pour la détermination d’AIA endogéne et le potentiel de
synthese d’AIA a partir du tryptophane selon Tsavkelova et al. (2007), modifié par Zerrouk et
al. (2016). Les bactéries sont cultivées 24h dans un milieu liquide. A partir de ces inocula
bactériens, 10% sont transférés dans des flacons de 50 ml a 20 ml du méme milieu, additionnés
avec 0,5 et 1,0 mM/I de L-tryptophane (Trp) en plus d’un milieu témoin sans tryptophane. La
culture est réalisée dans l'obscurité a 28 ° C sur un agitateur (140 tpm) pendant 24 h. Aussi un
milieu ‘zéro’ avec la concentration la plus élevée de tryptophane est préparé. Le surnageant est
divisé en trois échantillons comme répétitions. Le culot est repris dans un ml et également divisé
en trois échantillons comme répétitions. L'échantillon sans addition de tryptophane indique
I'AlA endogéne de la bactérie.

Pour la détermination de 1’ATA secrété dans le milieu, le surnageant de chaque culture est
extrait pendant deux heures sous agitation continue aprés l'addition d’un pg de d5-1AA
(Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA) comme un standard pour chaque
échantillon. Le culot bactérien est remis en suspension dans 1ml de méthanol contenant 5%
d’acide acétique et un pg de d5-AlA est ajouté pour chaque échantillon. Les échantillons sont

extraits sous agitation continue.

L'analyse de Chromatographie en phase Gazeuse-Spectrométrie de Masse (GC-MS) est

réalisée selon Campanella et al. (2008) dans un spectrometre ion-piége de masse avec ionisation
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par impact électronique a 70 eV Varian 2100 Saturn. Le spectromeétre est relié a un
chromatographe en phase gazeuse Varian CP-3900 équipé d'un auto-échantillonneur de CP-
8400 (Varian, Darmstadt, Germany). Pour I'analyse, un pl d'échantillon méthylé est injecté dans
le mode splitless (separateur d'ouverture au 1/100 apres une minute) sur une colonne
Phenomenex ZB-5 (Aschaffenburg, Germany), la température d’injecteur était 250°C, et le
programme des températures était 60°C pour une minute, suivi par des augmentations de
25°C/mn jusqu’a arriver a 180°C, 5°C/mn jusqu’a 250°C, 25°C/mn jusqu’a atteindre 280°C,
puis cing minutes a une température de 280°C. Les niveaux d’hormones sont calculés par les

principes de la dilution isotopique (Cohen et al., 1986).

De toutes les valeurs, la valeur zéro (milieu King-b + 1 mM Trp) est soustraite. Dans le cas du
milieu témoin, aucune AIA n’était détectée. Les valeurs pour I’AIA endogéne (synthétisées
dans le milieu ou dans le culot bactérien) sont directement calculées comme décrit ci-dessus a
partir d'une culture de 20 ml. Les valeurs pour la synthese du tryptophane sont calculées en
soustrayant les valeurs pour les AIA endogene des valeurs avec incubation Trp.

7. Analyses statistiques

Les résultats des parameétres agro-morphologiques, physiologiques et biochimiques obtenus
ont fait I’objet d’une analyse de variance a deux criteres de classification avec une comparaison
des moyennes par le test de Newman-Keuls. Les résultats de 1’ AIA obtenus sont analysés par

le t-test de Student. Les analyses ont été réalisées avec le logiciel SPSS version 20.0.

1. Essai de décapitation racinaire
Afin de savoir si la coiffe racinaire est le seul site ou non de I’interaction entre la racine et
le microorganisme aprés inoculation, nous avons procédé a un test de décapitation des racines

(la coiffe) pour mesurer par la suite quelques parametres morphologiques de croissance.

1. Matériel biologique

Une seule souche bactérienne: Pseudomonas fluorescens 002 (Pf002) déja citee (page 23),
est testé sur deux génotypes de mais : la population algérienne local (DZ) et Zea mays cv.
Clement (KWS SAAT AG Einbeck, Germany).
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2. Conditions d’expérimentation

La méthode suivie était celle du Yokoa et al. (2016). Les graines de mais sont stérilisées en
surface avec un mélange de Triton X-100 et de I'nypochlorite de sodium a 12% pendant 30 mn.
Aprés plusieurs lavages a I'eau distillée stérile, 20 graines par traitement sont placées dans des
papiers filtre humidifié, puis ces derniers sont enroulés et mis ; verticalement dans une tasse
contenant de 1’eau distillée ; en incubation & 25 °C pour la germination. Aprés deux jours les
graines ont germé et les racines avaient une longueur de deux cm approximativement. 12 jeunes
plantules sont sélectionnées pour la décapitation. A ’aide d’un rasoir laser et sous une loupe,
nous avons coupé¢ l’extrémité racinaire qui correspond a la zone de coiffe (un mm

approximativement) sans toucher a la zone méristématique juste au-dessus (Fig. 3)
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Figure 3 : Portion de racine mettant en évidence

la coiffe racinaire
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3. Préparation de ’inoculum bactérien

Les bactéries sont cultivées dans un milieu King-b liquide et incubées pendant 24h a 28°C
en agitation a 120 tpm. Apres nous avons procédé a la centrifugation a 4000 tpm pendant 20
mn, le culot de cellules est récolté et remis en suspension avec le milieu King-b pour parvenir
a une densité optique de 1.000 (lecture spectrophotométrique a 630 nm de longueur d’onde).

Les jeunes racines décapitées étaient mises en suspension bactérienne pendant deux heures,
le milieu King-b est utilisé pour le témoin. Par la suite les plantules sont déplacées dans de
nouveaux papiers filtre humidifiés toujours avec de 1’eau distillée et mises en incubation a 25°C

pendant cing jours.

4. Paramétres mesures
4.1. Longueur de la racine principale
Toute la partie qui s’étale du point d’initiation de la racine dans la graine jusqu’a la

coiffe est mesurée.

4.2. Nombre et longueur de racines séminales
Nous avons compté les racines seminales sortant du point du collet et entourant la racine
principale. La longueur moyenne de toutes les racines séminales d’un méme systéme racinaire

était mesurée pour déterminer la longueur des racines séminales.

4.3. Nombre de racines laterales
Le nombre de racines latérales présentes sur la racine principale uniquement est calculé

pour ce parametre.

4.4. La biomasse racinaire seche
Les racines ont été séchées a 50 °C pendant cing jours, puis ont été pesées pour

déterminer la biomasse racinaire séche.
5. Analyses statistiques

Tous les paramétres mesurés ont fait I’objet d’une analyse par le test de Student. Le logiciel

utilisé est SPSS version 20.0.
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Partie Il : Promotion de la croissance dans des conditions de stress
1. Matériel biologique
1.1. Souche bactérienne
Apres des essais sur deux années successives, la souche Pf002 a montré un grand potentiel
de phytostimulation des plantes de mais. De ce fait elle était sélectionnée pour mener des

essais sur le mais en conditions de stress salin et de toxicité en aluminium.

1.2. Matériel végétal

Deux génotypes sont étudiés, la population algérienne locale (DZ) et I’hybride, Zea mays
cv. Clement. Les graines de mais sont stérilisées en surface avec un mélange de Triton X-100
et de I'nypochlorite de sodium a 12% pendant 30 mn. Suivi de plusieurs lavages a I'eau distillée
stérile. Les graines sont ensuite inoculées avec la suspension de cellules de bactéries pendant

deux heures. Les témoins sont traités avec une solution du milieu King-B pendant deux heures.

2. Préparation de I’inoculum bactérien
Les bactéries sont cultivées dans le milieu King-B liquide et incubées pendant 24h a 28°C
en agitation a 120 tpm. Apres nous avons procéde a la centrifugation a 4000 tpm pendant 20
mn, le culot de cellules est récolté et remis en suspension avec le milieu King-b pour parvenir

a une densité optique de 1.000 (lecture spectrophotométrique a 630 nm de longueur d’onde).

3. Application des stress salin et allumique
Le stress salin est appliqué avec une solution de concentration de 150 mM NacCl. 8.766 g
de NaCl était dissout dans un litre de solution 0.5 mM CaSQO42H,0. La solution de stress
aluminique appliqué est préparée en ajoutant 90 uM AIClz a un litre de solution 0.5 mM CaCl2

avec un pH de I’ordre de 4.2.

4. Conditions d’expérimentation
Deux essais indépendants sont menés. 20 graines de mais par traitement bactérien sont
placées dans un papier filtre humidifié, puis ce dernier est enroulés et mis ; verticalement dans
une tasse contenant de 1’eau distillée ; en incubation a 25 °C pour la germination. Aprés deux
jours les semences ont germé et les racines avaient une longueur de deux cm

approximativement. 12 jeunes plantules étaient déplacées dans un nouveau papier filtre ;

34



Matériels et méthodes

humidifie par des solutions de NaCl ou AICIz ou de I’eau distillée (pour les témoins) preparées

au préalable ; puis remises en incubation a 25°C pour cing jours.

5. Parametres mesurés

5.1.Chez les plants mais
La longueur de la racine principale, le nombre de racines séminales, La longueur des
racines séminales, le nombre de racines latérales et la biomasse racinaire seche sont mesurés de

la méme manicre que dans I’essai de décapitation racinaire (page 33).

5.2.Activités bactériennes
5.2.1. Dosage d'AminoCyclopropane-1-Carboxylate deaminase (ACC deaminase)
L’ACC deaminase est déterminée selon Li et al. (2011) comme décrit par Zerrouk et al.
(2016). Les bacteéries sont maintenues dans cing ml de milieu (King-B) liquide et incubées 24h
a 28°C. Apres centrifugation a 8000 tpm pendant cing mn, le culot cellulaire est retiré et lavé
deux fois avec un ml de milieu liquide, puis mis en suspension dans deux ml de solution ACC
ou de solution témoin. Deux solutions d’ACC sont préparées (0,50 et 1,0 mM/I), plus un témoin
sans addition d’ACC. Pour I'échantillon zéro, les deux concentrations d’ACC différentes ont
été placées dans un milieu de King et extraites sans incubation. Un échantillon de deux ml de
milieu ACC sans inoculation a été incubé en parallele afin de déterminer le changement d’ACC
dans le milieu King-b seul. L’ACC est déterminée par chromatographie en phase gazeuse-
spectrométrie de masse (GC-MS), selon la méthode de Knaust et Ludwig-Mdller (2013).
Le programme de température GC-MS est fixé a sept mn a 150°C, puis une montée en
température a 300 °C, a une vitesse de 15 °C/mn. ACC-bis-PFB est analysée dans la uSIS mode
(voir Détermination de AlA) en utilisant les ions diagnostiques du fragment a m/z 280 pour
I’endogéne et m/z 284 pour I’ACC deutéré et les niveaux déterminés conformément aux
principes de dilution isotopique (Cohen et al., 1986). L’ACC désaminase est déterminé en
soustrayant la valeur zéro (sans incubation) des valeurs d'ACC aprés incubation. La valeur
obtenue a partir des bactéries et du milieu sans ACC (ACC endogéne) a été soustraite de cette
valeur finale. L'incubation du milieu King-b additionné avec I'ACC, sans bactéries, a montré

qu'aucune quantité importante d'ACC n’est dégradée.
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5.2.2. Colonisation rhizospherique
Dans le but de comparer le pouvoir colonisateur de la souche Pf002 dans les conditions
ordinaires et de stress salin, une vérification de 1’installation des bactéries eu niveau de la
rhizosphere est effectué (cing jour aprés la germination). Pour cela, des fragments de racines (1
cm?) sont prélevées des plants des deux milieux, suivis de plusieurs ringages avec de 1’eau
distillée stérile et séchés séparément sur un papier hygiénique stérile. Chaque fragment de
racine est déposé aseptiquement sur une boite de Pétri contenant le milieu King-b et les
observations sont effectuées apres 24h d’incubation.
La procédure du dénombrement était comme suite :
e Au moment du préléevement, 1 cm? de racine est mis dans un tube a essai contenant
10 ml d’eau distillée stérile.
e Aprés homogeénéisation par vortex, des ensemencements sont effectués sur un
milieu King-b
e Apres 24h a 30°C, le dénombrement des colonies est effectué et les résultats sont
exprimés en cfu/cmz2 de racine.

6. Analyses statistiques
Tous les paramétres mesurés ont fait 1’objet d’une analyse par le test de Student. Le logiciel
utilisé est SPSS version 20.0.
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Résultats et Discussion
Partie | : Promotion de la croissance dans les conditions naturelles

l. Essai de phytostimulation en pots

1. Parametres agro-morphologiques

1.1.Longueur racinaire
L’estimation de la longueur des racines a révélé un effet fiable de la phytostimulation des

deux souches bactériennes étudiées. L’analyse de la variance a montré qu’il existe un effet
significatif des souches PGPR (Annexe I, Tab 1) qui ont toutes stimulé la longueur racinaire
des plants de mais par rapport a leurs témoins. Le test de Newman-Keuls (Fig. 4) fait ressortir
I’existence de quatre groupes homogénes vis-a-vis du traitement bactérien. La longueur

racinaire moyenne la plus importante est 21 cm enregistrée pour la souche Pf002 (Fig. 4).
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Figure 4 : Longueurs moyennes des racines des plantes DZ (10 j.a.l) en fonction du
traitement bactérien

1.2.Vigueur des tiges
L’analyse de la variance des vigueurs de tiges mesurées a révélé des effets significatifs des

traitements bactériens pour les deux prélevements réalisés (10 et 30 j.a.l.) (Annexe I, Tab 2,3).

Le test de Newman-Keuls (par rapport aux souches bactériennes) regroupe les vigueurs des

plantes en trois et groupes respectivement 10 et 30 j.a.l. (Fig. 5). Pf002 a marqué les plus hautes
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valeurs : 55 et 18% de plus par rapport au témoin non inoculé respectivement pour les plantes
10 et 30 j.a.l. (Fig. 5). Ce qui est remarquable aussi c’est que la co-inoculation de Pf002 et Bt04
a donné des résultats meilleurs que ceux des racines traitées par Bt04 ou les améliorations

étaient 43 et 9% respectivement pour les plants 10 et 30 j.a.l. par rapport aux témoins (Fig. 5).
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Figure 5 : Vigueurs moyennes des tiges des plantes DZ (10 j.a.l et 30 j.a.l) en fonction du
traitement bactérien

1.3.Hauteur des tiges
L’estimation de la hauteur des tiges dans chaque période a révélé un effet fiable de

phytostimulation di a la bactérisation. L’analyse de la variance a montré 1’existence d’une
différence significative lors de la bactérisation par les souches de PGPR pour les deux variété
du mais durant tout le cycle étudié (Annexe I, Tab 4,5,6,7). A la fin du stade végétatif (70 j.a.l.),
le test de Newman-Keuls regroupe les moyennes des hauteurs de tige (des deux génotypes) en
trois classes vis-a-vis du traitement bactérien (Fig. 6, Tab 3).

Chez la variété DZ, les améliorations les plus importantes en fonction des périodes sont 28,
36 et 31% respectivement pour 10,30 et 70 j.a.l., enregistrées lors de la bactérisation par la
souche Pf002 (Fig. 6). Les augmentations dans les hauteurs de tiges de la variété cv. 12097
causées par la co-inoculation de Pf002 et Bt04 (13%) sont proches de celles causées par Pf002
(14%) (Tab 3).
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Figure 6 : Hauteurs moyennes des tiges des plantes DZ (10 j.a.l., 30 j.a.l et 70 j.a.l.) en
fonction du traitement bactérien

1.4. Biomasse racinaire

1.4.1. Biomasse fraiche

L’estimation des biomasses fraiches de la partie racinaire nous a permis de constater un
effet de phytostimulation homogéne des traitements bactériens appliqués sur les différentes

périodes et les génotypes de mais étudiés.

L’ANOVA a réveélé un effet significatif de la bactérisation par les PGPR sur les deux
génotypes de mais (Annexe I, Tab 8,9,10,11) dont la souche Pf002 donne les valeurs les plus
meilleures a I’exemple de 114% d’amélioration chez les plants (DZ) 10 jours apres la levée
(Fig. 7), et 32% de plus (70 j.a.l.) par rapport au témoin chez les plantes cv. 12097 (Tab 3). Le
test de Newman-Keuls fait ressortir I’existence de 3 groupes homogenes a la fin de la végétation

(70 j.a.l) (Fig. 7, Tab 3).
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Figure 7 : Biomasses racinaires moyennes fraiches des plantes DZ (10 j.a.l., 30 j.a.l. et 70
j-a.l.) en fonction du traitement bactérien

1.4.2. Biomasse seche

D’apres les résultats obtenus, nous avons noté un effet homogene pour toutes les
périodes de prélévement et pour les deux génotypes étudiés.

Selon ’ANOVA, la bactérisation des plants de mais aboutis a des biomasses seéche des
racines supérieures a celles des témoins non bactérisés (Annexe I, Tab 12,13,14,15). Le test de
Newman-Keuls pour ce paramétre confirme que la souche Pf002 maintient son effet
phytobénéfique durant tout le cycle de végétation du mais (classé comme étant le meilleur
traitement bactérien) (Fig. 8, Tab 3), a I’exemple de racines issues des plantes 70 j.a.l. ou nous
avons noté 112 et 78% de plus en biomasse racinaire seche par rapport au témoin non bacterisé

respectivement pour les génotypes DZ et cv. 12097 (Fig. 8, Tab 3).
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Table 3 : les moyennes de la hanteur des tiges, les biomasses seche et fraiche des racines et de la partie aénenne chez la variété cv 12097

Traitements  Hauteur de la tige (cm)  Biomasse racinaire fraiche (z)  Biomazse racinaire zoche ()  Biomasze aérienne fraiche (z)  Biomasze aérienne séche (z)

Pfug2 12625 + 307 a 1475 = 1363a 9233 + 9752 281,66 £ 22492 16091 = 12312
Belid 12175+ 33 ¢ 130,75 + 1145 80,33 + 892 26083 £ 24662 1530 + 11252
PAU0*Bedd 12441 + 347 a 12338 + 1021 b 80,75 + B4R 2595 +2893a 156,16 = 1032
Témain 11025 + 313 b 11166 = 1143 ¢ 3166 + 883 ¢ 13466 £ 2575b 138,66 + 9.77b

Table 4 : les moyennes de nombre final de feuilles et surface foliaire (2 la floraison male), date de floraison male et femelle chez DZ et cv |
12097

Nombre final de fenilles Surface foliaire (om®) Date de floraizon male (j.a.l. Date de floratzon femelle (j.a.l,

Traitements DL ev 12097 DZ ev 12097 DZ ev 12097 DL ev 12097
P2 1308 £ 079 133320652 1206 £ 586b 126484350 6133 = 137b 3058 £223b 6833 z08gp  SLA3 £ 133D
Bed 1441 £ 079 13082092 1364 6372 1335526772 39+153a 4933+ 177a 6381 £ 1082 831132

PUO2*BO: 13 £085 1325+08a 1322+37la 12856136 60+ 14lb 5025263 6681 = 116k 6051 £ 137h
Témoin 1291 + 099 1216= 038b 11639 = 616c 11839 = T45c 6L16=11lb 5175+ 86c 6841 +079c 62 = 112e

Table 5 : les moyennes des taux de chlorophylle, glucides, phénols et protéines chez DZ et cv 12097

Chlorophylle (me) Clucides (me) Phénol: (mg) Protéines (mg)
Traitements DZ ev 12097 DZ ov 12087 DZ cv 12097 DZ ov 12087
P2 6l+0232 650472 3056 +17a 1844 +£2a 384 £203z 393 z13a 13E6+£147z 1376z 13a
Beld 51 +£0490 34 +£041b 2031 £13%c 1813+ 135c 387 £231a 396 =178z 1364 £222b 1337 £ 135b
PA2*Belld 52203 3E+039h M531+189b 25083+131b 582 £244a 3BTV £132a 1271 £ 175le IME £ 145c
Tematn 46 £ 03 47 +£048c 1534+ 119d 1317+ 078d 441 £304b 457 £ 166k 535+ 144d 579+ 210d

a. b, cetd: les groupes homogenes selon le test de Newman-Keuls. £ ecart types.
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Figure 8 : Biomasses racinaires seches moyennes des plante DZ (10 j.a.l., 30 j.a.l. et 70 j.a.l.)
en fonction du traitement bactérien

1.5.Biomasse aérienne
1.5.1. Biomasse fraiche
Nous avons enregistré chez les plants de mais un effet de phytostimulation homogéne

de la bactérisation pour les biomasses fraiches de la partie aérienne.

L’application des souches bactériennes montre, selon ’ANOVA, un effet significatif
sur ce parametre (Annexe |, Tab 16,17,18,19), tous les représentants végétaux bactérisés
présentent une biomasse supérieure a leurs témoins correspondants (Fig. 9, Tab 3), le plus
souvent avec dominance de la souche Pf002 (34, 138 et 212¢g respectivement 10, 30 et 70 j.a.l
alors qu’elles sont 14, 108 et 121g chez le témoins de la variété DZ). Le test de Newman-Keuls
permet de classer les moyennes des biomasses aériennes fraiches des deux variéetés, vis-a-vis
du traitement bactérien, en trois et deux groupes respectivement pour var DZ et var cv. 12097
(Fig. 9, Tab 3).
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Figure 9 : Biomasses aériennes fraiches moyennes des plantes DZ (10 j.a.l., 30 j.a.l. et 70
j.a.l.) en fonction du traitement bactérien

1.5.2. Biomasse séche
Les résultats obtenus en biomasse seche de la partie aérienne ont montré un effet de
phytostimulation homogeéne durant tout le cycle de végétation des plants de mais.

L’analyse de la variance montre de I’inoculation par les souches bactériennes augmente
significativement la biomasse séche de la partie aérienne par rapport au témoin non inoculé
pour toutes les périodes des prélevements (Annexe |, Tab 20,21,22,23). Le test de Newman-
Keuls regroupe les moyennes de la biomasse aérienne séche, a la fin de la végétation (70 j.a.l.),
des deux variétés DZ en trois et deux groupes respectivement pour DZ et cv.12097 (Fig. 10,
Tab 3). La souche Pf002 s’avére plus dominante aux trois périodes de prélévement avec des
améliorations de 67, 55 et 34% pour les plantes 10, 30 et 70 j.a.l. par rapport a leurs témoins
respectifs chez la variété DZ (Fig. 10). Les augmentations enregistrées chez les plantes cv.
12097 sont inférieures a celles enregistrees avec la variété DZ, 16 % par rapport au ttmoin non
inoculé est I’amélioration en biomasse aérienne seche due a la bactérisation par la souche Pf002

(Tab 3).
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Figure 10 : Biomasses aériennes seches moyennes des plantes DZ (10 j.a.l., 30 j.a.l. et 70
j.a.l.) en fonction du traitement bactérien

1.6.Nombre des feuilles
Selon ’ANOVA, la bactérisation des plants de mais (DZ) n’a révélé aucun effet

stimulateur pour le nombre total des feuilles (Annexe |, Tab 24), malgré que la moyenne
enregistrée aprés la bactérisation par Bt04 (14.41 feuilles/plantes) est supérieure a celle
enregistrée chez le témoin (12.91 feuilles/plantes) (Tab 4). Cependant chez la variété cv.12097,
I’inoculation bactérienne a significativement influencé ce parametre (Annexe I, Tab 25). Les
moyennes des nombres finales des feuilles sont classées en deux groupes selon le test de
Newman-Keuls (Tab 4) ou le traitement par la souche Pf002 a donné les augmentations les plus
importantes (13.33 feuilles/plantes) par rapport aux témoins non inoculés (12.16

feuilles/plantes) (Tab 4).

1.7.Surface foliaire
La mesure de la surface foliaire des plantes de mais nous a permet de constater un effet

de phytostimulation important de la bactérisation.

L’ ANOVA a montré un effet significatif de I’inoculation sur ce parametre pour les deux variétés

de mais (Annexe |, Tab 26,27). Les moyennes des surfaces foliaires sont classées en trois
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groupes pour chaque variété étudiée selon le test de Newman-Keuls (Tab 4). Toutes les plantes
bactérisées présentent une surface foliaire supérieure a celle des témoins correspondants surtout
celles traitées par Bt04 (17 et 13% par rapport aux témoins respectivement pour DZ et cv.12097)
(Tab 4).

1.8.Date de floraison male
Nous avons remarqué une différence vis-a-vis du nombre de jours pour arriver a la

floraison male. L’analyse de la variance montre un effet significatif des traitements bactériens
sur la floraison male (Annexe I, Tab 28,29). Le test de Newman-Keuls nous a permis de classer
les moyennes du nombre de jours (de la levée a la floraison méle), vis-a-vis du traitement
bactérien, en deux groupes (Var DZ) et en trois groupes (Var cv. 12097) (Tab 4), ou nous
constaté que la floraison des plantes bactérisées avec Bt04 est la plus précoce. Les plantes
inoculées par Bt04 ont fleuri deux jours avant leurs témoins non inoculés chez les deux variétes
(Tab 4).
1.9.Date de floraison femelle

L’ANOVA a révélé des effets significatifs de la sur la date de floraison femelle (Annexe I,
Tab 30, 31). Selon le test de Newman-Keuls, les moyennes du nombre de jours (de la levée a
la floraison femelle) sont classées en trois groupes pour les deux variétés de mais (Tab 4). La
floraison femelle la plus précoce (deux jours) est enregistrée chez les plantes bactérisées avec
la souche Bt04 (Tab 4).

2. Parametres physiologiques et biochimiques

2.1.Dosage de chlorophylles
Les analyses sont faites 30 j.a.l. sur les deux variétés étudiées. L’analyse de la variance

de la teneur en chlorophylles totales a révélé des différences significatives dues a la
bactérisation (Annexe I, Tab 32,33). Le test de Newman-Keuls fait ressortir trois groupes
homogeénes pour chaque variété vis-a-vis du traitement bactérien (Tab 5). Les plus hautes
valeurs de chlorophylle sont présentées par les plants bactérisés par Pf002 (6.1 et 6.5mg
respectivement pour DZ et cv. 12097), et les valeurs les plus faibles sont enregistrées chez les

témoins non inoculés (4.6 et 4.7mg respectivement pour DZ et cv. 12097) (Tab 5).
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2.2.Dosage de glucides
Des effets notables sont obtenus en termes d’amélioration de la teneur en de glucides

chez les feuilles de mais (Tab 5). L’analyse de la variance montre que I’impact des souches
utilisé était significatif et homogéne chez les deux variétés de mais (Annexe I, Tab 34,35). Le
classement des moyennes par le test de Newman-Keuls a montré que chague traitement affecte
differemment ce parametre dans les tissus des deux variétés (Tab 5). Des teneurs en
glucides aussi importantes sont obtenues par I’utilisation de la souche Pf002 ou nous avons
enregistré des améliorations de 93 et 116% par rapport aux témoins non inoculés
respectivement chez DZ et cv. 12097 (Tab 5).

2.3.Dosage de phénols
D’aprés ’ANOVA, la bactérisation des plants de mais avec les souches Pf002 et Bt04

au niveau racinaire montre une augmentation significative en phénol des feuilles (Annexe 1,
Tab 38,39). Le test de Newman-Keuls a permis de classer les moyennes vis-a-vis du traitement

bactérien en deux groupes homogenes (Tab 5).

La quantification des gains en phénol par rapport aux témoins non inoculés révéle des
taux relativement importants, a I’exemple de la souche Bt04 ou les résultats obtenus sont 58.7
et 59.6mg respectivement pour la population DZ et I’hybride cv 12097 contre 44.1 et 45.7mg

chez les plants témoins (Tab 5).

2.4.Dosage de protéines
Le dosage des protéines totales des feuilles de mais nous a permet de constater un effet

de phytostimulation important de la bactérisation. Selon ’ANOVA, les augmentations des
valeurs de protéines issues sont significatives (Annexe I, Tab 38,39). Le test de Newman-Keuls

montre 1’existence de quatre groupes homogenes chez les 2 variétés étudiées (Tab 5).

L’application des PGPR induit des gains appréciables et relativement élevés en protéines
totales. Les meilleures performances sont enregistré chez les plants bactérisés avec Pf002 (a
I’exemple de la variété DZ : 138.6 mg par rapport a 95.5 mg chez le témoin) (Tab 5). Il est a
noter également que les améliorations dues a l’inoculation avec la souche Bt04 sont
remarquables. Les résultats obtenus révelent enregistré 42 et 38% d’augmentations des teneurs

en proteéines totales chez les plants DZ et cv.12097 respectivement (Tab 5).
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3. Détermination de I'Acide Indole Acétique (AlA) endogéne et la synthese a partir du

Tryptophane

La synthese d’AIA endogéne et a partir du Trp chez les souches Pf002 et BtO4 est
déterminée. Trois concentrations de Trp (0.1, 0.5 et ImM) plus la concentration zéro (pour
marquer 1’AIA endogéne des PGPR) sont utilisées. Le test de Student montre des différences
significatives de ce paramétre entre les culots bactériens et leurs milieux de culture respectifs
(Annexe Il, Tab 1). Les résultats obtenus révelent que chez les deux souches étudiées, la
sécrétion de I’AIA dans le milieu de culture et largement supérieure a sa synthese dans les
culots bactériens (Fig. 11,12). Il est a noter également que la synthése de cette hormone chez
la PfO02 est trés importante par rapport a la souche Bt04 (Fig. 11,12). Les résultats de cette
analyse montrent que Pf002 synthétise 1’AIA a partir du Trp, et cette synthése augmente avec
I’augmentation de la concentration du Trp (302 ng en présence de 0.1 mM du Trp jusqu’a 631
ng d’AIA avec ImM). Dans le culot les quantités étaient négligeables ; 9 ng comme meilleur
résultat pour la concentration ImM (Fig. 13). Les quantités de I’AIA endogénes chez la souche
Pf002 (dans le milieu de culture) issues de cette analyse (391ng) sont appréciables et
supérieures méme aux quantités enregistrées en présence du IMm Trp chez Bt04 (89ng) (Fig.
11,12). Des valeurs beaucoup plus faibles sont enregistrées pour la bactérie Bt04. 16 ng, 17 ng
et 81 ng d’AIA synthétisées respectivement a partir de 0.1, 0.5 et ImM de Trp dans le milieu
de culture. Cependant dans le culot bactérien seulement en présence de 1mM de Trp que la

bactérie a pu produire 9 ng d’AIA (Fig. 14).
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Figure 11 : AlA total présente dans le culot et dans le milieu de la bactérie Pf002 avec et sans
addition du Trp
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Figure 12 : AlA totale présente dans le culot et le milieu de la bactérie Bt04 avec et sans
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Figure 13 : AIA synthétisé a partir du Trp dans le culot et le milieu de la bactérie Pf002
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Figure 14 : AIA synthétisé a partir du Trp dans le culot et le milieu de la bactérie Bt04

I1. Essai de décapitation racinaire

Les données enregistrées apres cet essai confirment que la coiffe racinaire est I’une des
principales régions ou les bactéries étudiées s’attachent et exercent I’activité phytostimulatrice
pour la plante. Aucune différence n’est enregistrée entre les racines décapitées non inoculées,
ce qui confirme que nous avons réalisé une décapitation de la coiffe racinaire sans endommager

la zone méristématique (Fig. 15).
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Figure 15 : Effet de la décapitation racinaire et de 1’inoculation par Pf002 sur la croissance
racinaire des variétés DZ (A) et cv. Clement (B). Control : racine non inoculé, ni décapitee.
P.f. : racine inoculée avec Pf002, non décapitée. Decap. Cr : Racine non inoculée, décapitée.

Decap. Pf : racine inoculée avec Pf002, décapitee
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1. Longueur de la racine principale
La décapitation de la coiffe racinaire (avant la bactérisation avec la souche Pf002) nous a

permet de constaté une diminution de la phytostimulation chez les racines décapitées (Fig. 15).
Le test de Student pour les racines inoculées montre que les différences entre les moyennes des
longueurs racinaires étaient significatives chez les deux variétés étudiées (Annexe Il, Tab 2,3),
la décapitation a diminué la longueur racinaire chez les deux variétés étudiees ; 17% et 12%

respectivement pour DZ et cv. Clemente (Fig. 16).

Cependant, aucun effet significatif de la décapitation n’est enregistré pour ce parametre
chez les racines non inoculées. Les longueurs moyennes des racines (décapitées ou non-
décapitées) sont les méme pour chaque variété (15 et 17cm respectivement pour DZ et cv.
Clemente) (Fig. 16).
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Figure 16 : Longueurs moyennes des racines principales des plants DZ et cv. Clemente
décapitées et non décapitées, inoculées et non inoculées par Pf002, cing jours apres la levée

2. Nombre de racines séminales

Selon t-test, la décapitation racinaire n’a révélé aucun effet significatif sur le nombre de
racines séminales chez les deux variétés de mais (Annexe Il, Tab 2,3). Les moyennes de ce
paramétre chez les racines décapitées et leurs témoins respectifs sont statistiqguement égales
(Fig. 17).
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Néanmoins, compte-tenu de la bactérisation seulement, nous avons enregistré des légeres
augmentations du nombre de racines séminale dans les plants bactérisés par rapport a leurs
témoins ; 8 et 7% chez DZ et cv. Clemente respectivement (Fig. 17).
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Figure 17 : Nombre moyen de racines séminales des plants DZ et cv. Clemente décapitées et
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non décapitées, inoculées et non inoculées par Pf002, cing jours apres la levée

3. Longueur des racines séminales

Les mesures de la longueur des racines séminales montrent que la décapitation inhibe la
stimulation de la croissance des plants de mais par les PGPR.
Le t-test pour les racines inoculées révele des différences significatives entre les moyennes des
longueurs des racines séminales pour les deux variétés. Tandis que chez les racines non
inoculées les moyennes étaient statistiquement égales (Annexe 1, Tab 2,3). L’inhibition de la
croissance racinaire était remarquable chez cv. Clemente ; 13.31 et 10.2cm sont les longueurs
moyennes de racines séminales respectivement pour les témoins et les racines décapitées
(’équivalent de 23% diminution) (Fig. 18). Chez les plants de la variété DZ, nous avons
enregistré 10 % de diminution pour ce parametre.
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Figure 18 : Longueurs moyennes des racines séminales des plants DZ et cv. Clemente
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4. Nombre de racines latérales

Nous avons enregistré chez les racines de mais un effet négatif (se traduisant par une
diminution dans le nombre de racines latérales) de la décapitation sur la stimulation de la
croissance induite par la PGPR (Fig. 15).

La comparaison des valeurs par le test de Student prouve que la décapitation provoque des
diminutions significatives du nombre de racines latérales chez les deux variétés ; traitées avec
Pf002 (Annexe Il, Tab 2,3). Des pertes importantes remarquables sont notées, 29% de
diminution en nombre de racines latérales chez la variété DZ, et encore plus chez cv. Clemente
ou nous avons observé des diminutions de ’ordre de 33% (Fig. 19). Il est a noter également
que le t-test n’a révélé aucune différence significative de la décapitation chez les racines non

inoculées (Annexe Il, Tab 2,3).
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Figure 19 : Nombre moyen de racines latérales des plants DZ et cv. Clemente décapitées et
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5. Biomasse séche

Les resultats obtenus en biomasse racinaire seche ont montré des inhibitions de la
phytostimulation causées par la décapitation de la coiffe racinaire chez les plants bactérisés
(Fig. 20). Le test de Student révele que la décapitation influence significativement la croissance
des racines inoculées (Annexe Il, Tab 2,3). Une diminution en biomasse était attendue vue les
inhibitions enregistrées au niveau des paramétres précédents. Les racines décapitées des
variétés DZ et cv. Clemente avaient 33 et 23% moins de biomasse seche, par rapport au témoin

non décapités (Fig. 20).
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Figure 20 : Biomasses racinaires seches moyennes des plants DZ et cv. Clemente décapitées

et non décapitées, inoculées et non inoculées par Pf002, cing jours apres la levée

I11. Discussion

Les résultats obtenus lors de mesures des parametres morphologiques sont similaires a
ceux de Kumar et al. (2007) et Pal (1998). L’inoculation par des espéces du genre Bacillus a
montré une réponse positive du rendement du riz (Tiwari et al., 1989), du sorgho et I’orge
(Belimov et al., 1995 ; Cakmakgi et al., 2001 ; Ozturk et al., 2003). Les semences du blé traitées
par des PGPR ont donné des améliorations optimistes du rendement du champ de blé en raison
de la haute capacité de l'assimilation des nutriments des racines. De la méme maniére le
traitement des semences de blé par Bacillus sp favorise plus le développement racinaire
(Gouzou et al., 1993) et ameliore la structure du sol (Bethlenfalvay et al., 1997) et renforce la
croissance de la plante (Ryder et al., 1999).

L’¢élargissement du systéme racinaire ne conduit pas seulement a une meilleure nutrition
minérale, il peut aussi améliorer I'absorption de I'eau, qui a son tour pourrait étre bénéfique aux
cultures cultivées dans des sols déficitaires en eau. Dans des expériences sur le terrain, le régime
hydrique des plantes de sorgho a été amélioré par inoculation par Azospirillum comme le
démontre leur potentiel plus élevé en eau de feuilles et une plus grande conductance et

transpiration stomatique. L’humidité totale du sol inoculé était de 15 % plus élevée que celle
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du sol non-inoculé comme elle pouvait étre produite par des couches plus profondes par rapport
au témoin (Sarig et al., 1988 ; Fallik et al., 1994).

Les hormones végétales sont des messagers chimiques qui affectent la capacité d'une
plante a répondre a son environnement. Les hormones sont des composés organiques qui sont
efficaces a de trés faibles concentrations ; ils sont généralement synthétisés dans une partie de
la plante et sont transportées vers un autre site. Parce que les hormones végétales peuvent
stimuler ou inhiber la croissance des plantes, certains botanistes les classent comme des
Régulateurs de Croissance des Plantes (RCP). Les PGPR ont la capacité de synthétiser les RCP
(Hayat et al., 2011), qui interagissent avec des tissus spécifiques pour déclencher des réponses
biochimiques, physiologiques et morphologiques de croissance et de développement tel que la
maturité des fruits, élongation racinaire ou méme certaines réponses aux stress biotiques et
abiotiques. Ces RCP sont regroupées en 5 grandes classes : les Auxines, les Gibbérellines,

I’Ethyléne, les Cytokinines et 1’ Acide Abscissique.

Nos résultats révelent que les deux souches bactériennes étudiées sont capables de
produire I’ AIA a partir du Trp mais a des degrés différents. Pf002 en plus de son potentiel de
synthétiser I’AIA a partir du Trp avec des quantités importantes, elle est capable aussi de le
produire cette méme en absence du Trp (AIA endogene) ce qui prouve I’effet direct de cette

bactérie a promouvoir la croissance des plantes de mais.

L'auxine la plus active et la plus commune chez les plantes est I'acide indole 3-acétique
(AlA), qui réglemente les nombreux aspects de la croissance et du développement des plantes
pendant tout le cycle des cellules végétales de la division, 1’élongation, la différentiation
cellulaire jusqu’a I’initiation racinaire, la dominance apicale, la floraison, la maturation des
fruits, la sénescence et la stimulation de la croissance des plantes. La régulation de ces processus
par l'auxine implique des changements induits par l'auxine dans l'expression des génes
(Guilfoyle et al., 1998).

Diverses especes bactériennes possedent la capacité de produire I’ AIA. Les interactions
entre les bactéries productrices d’ AIA et les plantes conduisent a divers résultats variant de la
pathogénese a la phytostimulation. Certains microorganismes produisent des auxines en
présence d'un précurseur approprie tel que la L — tryptophane (Trp). Le tryptophane augmente
la production de 1I’AIA de Bacillus amyloliquefaciens. Beyeler et al. (1999) expliquent que la
souche CHAO de P. fluorescens produit de petites quantités d'AlA par I'oxydase de la chaine

latérale du tryptophane et par les voies du tryptophane transaminase. Un plasmide recombinée
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(PME 3468) exprimant la voie du Trp monooxygénase a éte introduite dans la souche CHAO ;
ce qui a entraineé une élévation dans la synthese d'AlA in vitro, en particulier apres l'addition de
L — tryptophane. Khakipour et al. (2008) ont évalué le potentiel de productivité de I'auxine dans
les souches de Pseudomonas étudiées par chromatographie en utilisant ’HPLC. Effectivement,
plusieurs types d’auxines ont été détectés ’acide indole-3-acetique (AIA), I’acide indole-
3pyruvique, I’acide indole-3-butyrique et I’acide indole lactique. Karnwal (2009) a isolé 30
Pseudomonas et les a caractérisés sur la base des tests biochimiques et 1’activité de promouvoir
la croissance des plantes. P. fluorescens et P. aeruginosa ont montré les meilleures activités de
promotion de la croissance des plants. Ces isolats ont été testés pour leur capacité a produire de
I'acide indole acétique en culture pure, en I'absence et en présence de L-tryptophane a 50, 100,
200 et 500 ng/ml. Pour les deux souches la production d’AIA augmente avec 1’augmentation
de la concentration du Trp, et P. aeruginosa était moins efficace a produire I’AIA que P.

fluorescens.

Okon (1993) indique que la production des phytohormones de type auxines affecte
directement la morphologie des racines et le développement de la plante entiere.

Tanimoto (2005) confirme que la formation des racines latérales chez les plante est un
effet typique de I’auxine. Loper et Schroth (1986) ont montré que 1’effet délétere de certains
Pseudomonas fluorescents pourrait étre associ¢ a I’intensité de la synthése d’AIA in vitro.
L’importance relative des Pseudomonas semble dépendre du stade de développement de la
plante qui influence la composition des exsudats racinaires (Rovira et Davey, 1971). Brown
(1974) dit que les différences enregistrées entre les plantes traitées avec les bactéries ou les
substances de croissance et les plantes témoins, ne sont significatives que sur les jeunes plantes

; elles disparaissent en cours de culture.

L’amélioration de 1’alimentation minérale de la plante en phosphore a été la premiére
hypothese proposée pour expliquer I’effet bénéfique enregistré a la suite de la bactérisation de
plantes (Gerretsen, 1948). Les espéces, Bacillus megaterium var phosphaticum et Pseudomonas
spp fluorescents, augmenteraient la concentration en phosphore soluble soit par minéralisation
des phosphates organiques, grace a des phosphatases, soit par solubilisation des phosphates
inorganiques, sous ’effet d’acides (Vassilev et al., 2006 ; Krasilnikov, 1961). Ce mode d’action
a fait ’objet de nombreuses controverses. Lifshitz et al. (1987) ont mis en évidence qu’une
souche de Pseudomonas putida (G12-2) stimule la croissance du colza en absence de
microorganisme pathogéne. Cette souche améliore le prélévement de phosphore marqué (32P)

par les plantes. Il existe une corrélation positive entre la longueur des racines et leur teneur en
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32p. Les auteurs associent donc 1’effet bénéfique de la souche G12-2 a une meilleure

alimentation de la plante en phosphore.

Les sidérophores microbiens et en particulier ceux des Pseudomonas fluorescents
peuvent influencer directement 1’alimentation de la plante en fer (Crowley et al, 1987). Ainsi
le fer chélaté par les sidérophores peut étre utilisé par les graminees. Powell et al (1982) ont par
exemple mis en évidence, grace a I’utilisation de 55Fe, que I’avoine peut assimiler le fer 1i¢ aux
sidérophores. De méme, Duss et al (1986) ont observé que la tomate n’absorbe le fer de fagon
efficace que si elle est cultivée en présence de bactéries. Cependant les sidérophores

n’améliorent pas tous 1’alimentation en fer des plantes.

Métaboliquement, les feuilles des plantes sont les parties les plus actives dans lesquels
le carbone atmosphérique est fixé comme squelette de carbone dont une partie est ensuite
modifiée par I'introduction de N du sol, ainsi la croissance et des activités métaboliques sont
assurées et maintenues (Griffith, 1975). Les travaux de Sangeetha et al. (2013) montrent que
I’inoculation par Pseudomonas sp du mais augmente le taux de chlorophylles dans les feuilles.
Suite a cette amélioration en chlorophylle, les teneurs des feuilles en protéines et glucides et
méme en phénols étaient plus élevées pour les plantes traitées par Pseudomonas sp ou Bacillus
sp combinés ou non avec des AMF par rapport aux témoins ce qui confirme nos résultats qui

montrent que Pf002 et Bt04 modifient le métabolisme de la plante d’une fagon positive.

Dans I’autre partie de ce travail, nous avons essay¢ d’évaluer le role de la coiffe racinaire
comme un point d’appui pour les bactéries pour une meilleure colonisation des racines et donc
une meilleure promotion de la croissance de la plante. Nos résultats révelent qu’en absence de
la coiffe, I'efficacité de PfO02 était trop faible voire méme nulle. Beaucoup de travaux ont été
mené afin d’évaluer la colonisation des racines par les PGPR apres inoculation des graines
(Loper et al., 1984). lls ont observé que les populations rhizobactériennes de segments de
racines adjacentes de semences étaient plus importantes que celles qui sont prés du sommet.
Benizri et al. (1997) ont mené des travaux sur la colonisation des racines de mais par 2 souches
de Pseudomonas, ils ont trouvé que les trois parties de la racine (apex, zone d’élongation, zone
de poiles absorbantes et zone mature) étaient colonisées de la méme fagon. En revanche, apres
inoculation des sols, Campbell et al. (1990) ont observé plus de bactéries sur la zone de la coiffe
et la zone de l'allongement des racines. Ces zones sont connues pour libérer des composés,

comme les exsudats, qui peuvent soutenir lI'activité bactérienne importante.
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Partie Il : Promotion de la croissance dans des conditions de stress

La bactérie Pf002 a été testé pour ca capacité de faciliter la croissance des plantes en
condition de stress salin et de toxicité en Al. Le traitement bactérien était appliqué au stade
graine, tandis que des semences traitées par le milieu King-b ont servi comme témoin. Pf002

améliore la croissance des deux cultivars du mais sous les conditions de stresse salin ou toxicité

d’Al, ainsi que dans les conditions du témoin (Fig. 21, Fig. 22).

ﬁ

P'f. 002

0 mM NaCl, 0 utMAICI2 150 mM NaCl

Figure 21 : Effet de I’application de Pseudomonas fluorescens 002 sur la croissance et la tolérance

90 UM AICI2

au sel et a I’Al du mais cv. Clemente. (A) racines traitées ou non avec Pf002 sans NaCl ni AICls. (B)
racines traitées ou non avec Pf002en présence de 150 mM de NaCl. (C) racines traitées ou non avec
Pf002 en présence de 90 uM de AICls Aprés la germination, les racines de deux cm de longueur
étaient exposeées a : I’eau distillée, 150 mM de NaCl ou 90 uM de AICIs respectivement pour (A), (B)

et (C). Cinq jours apres, les racines ont été photographiées.
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P'f‘ 002

0 mM NaCl, 0 uMAICI2

150 mM NaCl

Figure 22 : Effet de I’application de Pseudomonas fluorescens 002 sur la croissance et la tolérance

90 pMAICI2

au sel et 4 I’Al du mais DZ. (A) racines traitées ou non avec Pf002 sans NaCl ni AICls. (B) racines
traitées ou non avec Pf002en présence de 150 mM de NaCl. (C) racines traitées ou non avec Pf002 en
présence de 90 uM de AICIs Aprés la germination, les racines de deux cm de longueur étaient
exposées a : I’eau distillée, 150 mM de NaCl ou 90 uM de AICIs respectivement pour (A), (B) et (C).

Cing jours apres, les racines ont été photographiees.
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1. Longueur de la racine principale
L’estimation de la longueur des racines a révélé un effet fiable de la phytostimulation et

d’atténuation de stress abiotiques de la souche bactérienne étudiée.

La comparaison des moyennes par le t-test (sans bactérie vs Pf002) dans les trois milieux (sans
stress, 150 mM NaCl et 90 uM AICI3) montre que la souche Pf002 stimule significativement la
longueur racinaire des plants de mais par rapport a leurs témoins respectifs (Annexe I, Tab
4,5).

Sans ’application de stress, les augmentations des longueurs racinaires dues a la bactérisation
par Pf002 sont 33 et 41% chez les plants cv. Clemente et DZ respectivement (Fig. 23,24). En
conditions de stress salin, I’inoculation bactérienne provoque des améliorations de 13 et 35%
respectivement pour cv. Clemente et DZ. Les augmentations enregistrées chez les racines
soumises a la toxicité aluminique sont inférieures a celles enregistrées précédemment, 17 et

18% de plus en longueurs racinaires par rapport aux témoins non inoculés (Fig. 23,24).
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Figure 23 : Longueurs moyennes des racines principales des plants cv. Clemente stressées et
non stressées, inoculées et non inoculées par Pf002, cing jours apres la levée
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Figure 24 : Longueurs moyennes des racines principales des plants DZ, stressées et non
stressées, inoculées et non inoculées par Pf002, cing jours apres la levée

2. Nombre de racines séminales
La bactérisation par la souche Pf002 au niveau racinaire montre des effets significatifs

d’atténuation de stress se traduisant par des augmentations du nombre de racines séminales
(Fig. 25, 26). Le test de Student révéle des différences significatives entre les racines inoculées
et leurs témoins respectifs dans les conditions de sel/Al (Annexe Il, Tab 4,5). Cependant des
augmentations marginales mais non significatives (7 et 8% respectivement pour cv. Clemente

et DZ) sont enregistrées entre les racines non stressées (Annexe Il, Tab 4,5).

L’apport de la souche rhizobactérienne montre des gains de phytostimulation importants
dans les deux conditions de stress étudiées. Les plants DZ soumises a 150mM NaCl avaient
31% en plus de racines séminales (Fig. 25, 26). Des résultats marquants sont obtenus dans les
conditions de toxicité aluminique, ’application de Pf002 permet un meilleur développement
des racines séminales. 36 et 73% sont les augmentations notées pour ce paramétre chez les

plants des deux variétés cv. Clemente et DZ respectivement (Fig. 25, 26).
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150 mM NaCl 90 uM AICI3
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Nombre de racines séminales
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Figure 25 : Nombre moyen de racines séminales des plants cv. Clemente, stressees et non
stressées, inoculées et non inoculées par Pf002, cing jours apres la levée

150 mM NaCl 90 uM AICI3
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Figure 26 : Nombre moyen de racines séminales des plants DZ, stressees et non stressees,
inoculées et non inoculées par Pf002, cing jours apreés la levée
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3. Longueur des racines séminales
Les racines de mais bactérisées avec Pf002 ont présenté des augmentations en longueur

de racine séminales avec des pourcentages variés entre les témoins et les plants stressés. La
performance la plus marquante est enregistrée en conditions de toxicité aluminique (Fig.
27,28). La comparaison des moyennes chez les racines cultivées en conditions ordinaire, de
stress salin et en présence de toxicité d’Al a révélé que le traitement bactérien a induit des

ameliorations significatives en longueur des racines séminales (Annexe Il, Tab 4,5).

Apres cinq jours d’application de stress salin, une diminution en croissance de racines
séminales est constatée, avec préservation de I’effet de Pseudomonas appliquée. Les longueurs
moyennes chez les plants bactérisés soumises au stress salin sont supérieures a celle des
témoins non bactérisés (125 et 63% d’augmentation pour cv. Clemente et DZ respectivement)
(Fig. 27,28). Un maximum de gain en longueur de racine séminale est constaté chez les plants
soumis & la toxicité aluminique. Les racines inoculées avaient une longueur moyenne
del0.78cm comparée a 2.43cm du témoin, ce qui représente 341% d’augmentation pour cv.
Clemente. Des résultats similaires sont obtenus avec la variété DZ, ou nous avons enregistré
208% de plus en longueur (Fig. 27,28).
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Figure 27 : Longueurs moyennes des racines séminales des plants cv. Clemente, stressées et
non stressées, inoculées et non inoculées par Pf002, cing jours apres la levée

64



Résultats et discussions

25

= = N
o (6] o

Longueur des racines séminales (cm)

ol

150 mM NaCl 90 uM AICI3

® Témoin mPf002

Figure 28 : Longueurs moyennes des racines séminales des plants DZ, stressées et non
stressées, inoculées et non inoculées par Pf002, cing jours apres la levée

4. Nombre de racines latérales
L’application de Pseudomonas fluorescens 002 induit des gains appréciables et

relativement élevés en nombre de racines latérales notamment chez la variété DZ sous stress
salin ou nous avons enregistré 280% d’augmentation par rapport au témoin (Fig. 30). Selon le

t-test les différences issues de la bactérisation sont significatives (Annexe Il, Tab 4,5).

Comparativement aux témoins des augmentations marquantes sont aprés cing jours
d’exposition a 150 mM, les plus importants sont notées chez les racines DZ avec un taux de
280% (Fig. 29). Des résultats importants sont obtenus avec les plants cv. Clemente ou le nombre
de racines latérales chez les plants inoculés est nettement supérieur par rapport aux témoins
(118% d’augmentation) (Fig. 30).

Selon notre étude de, des gains notables sont obtenus chez les plants bactérisés avec
Pf002 dans les conditions de stress aluminique (Fig. 21,22). Les améliorations dans le nombre
de racines latérale sont 146 et 116% respectivement pour cv. Clemente et DZ (Fig. 29,30).
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Figure 29 : Nombre moyen de racines latérales des plants cv. Clemente, stressées et non
stressées, inoculées et non inoculées par Pf002, cing jours apres la levée
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Figure 30 : Nombre moyen de racines latérales des plants DZ, stressées et non stressées,
inoculées et non inoculées par Pf002, cing jours apreés la levée
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5. Biomasse seche
L’estimation de la biomasse séche des racines a révélé un effet fiable d’atténuation de

stress salin et aluminique de la souche bactérienne étudiée. La comparaison des moyennes par
le t-test (sans bactérie vs Pf002) dans les trois milieux (sans stress, 150 mM NaCl et 90 uM
AICIz) montre que la souche Pf002 augmente significativement la biomasse racinaire des plants

de mais par rapport a leurs témoins respectifs (Annexe Il, Tab 4,5).

Sans I’application de stress, les augmentations de biomasse seche dues a la bactérisation
avec Pf002 sont 19 et 29% chez les plants cv. Clemente et DZ respectivement (Fig. 31,32). En
conditions de stress salin, I’inoculation bactérienne provoque des améliorations de 38 et 63%
respectivement pour cv. Clemente et DZ. Les performances les plus importantes sont
enregistrées chez les racines soumises a la toxicité aluminique, 110 et 60% de plus en biomasse

racinaires par rapport aux témoins non inoculés respectivement pour cv. Clemente et DZ (Fig.

31,32).

150 mM NaCl 90 uM AICI3

Biomasse racinaire seche (mg)
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Figure 31 : Biomasses racinaires seches moyennes des plants cv. Clemente, stressées et non
stressées, inoculées et non inoculées par Pf002, cing jours apres la levée
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Figure 32 : Biomasses racinaires seches moyennes des plants DZ, stressées et non stressées,
inoculées et non inoculées par Pf002, cing jours apres la levée

6. Dosage d'’AminoCyclopropane-1-Carboxylate deaminase (ACC deaminase)
L’activité ACC deaminase des bactéries Pf002 et BtO4 est mesuré par la dégradation de ’ACC
dans le milieu de culture et dans le culot bactérien en utilisant trois concentrations d’ACC (0.1,
0.5 et ImM). Pour s’assurer que la dégradation d’ACC dans le milieu est due uniquement aux
activités bactériennes, nous avons comparé la dégradation d’'un mM d’ACC dans le milieu
King-b apres Oh et apres 24h. Les résultats montrent que les constituants du milieu King-b ne
dégradent pas I’ACC (8666 et 9535 ng d’ACC présente dans le milieu aprés 0 et24h
respectivement) et donc les dégradations d’ACC issues lors de cet essai sont dues aux PGPR

testées.

Les résultats obtenus révelent que ’activité ACC deaminase chez les deux souches est trés
importante, et cette activité dans le culot bactérien est significativement supérieure que dans le
milieu de culture (Annexe 11, Tab 6).

La dégradation d’ACC par Pf002 est passée de 1983 ng (avec I’addition de 0.1 mM d’ACC) a
6582 ng (avec ImM d’ACC) dans le culot bactérien, tandis que dans le milieu nous n’avons
enregistré que 479 ng (meilleur résultat) en présence d’'un mM d’ACC (Fig. 33). L’intensité de

cette dégradation chez Bt04 était plus importante, a 1’exemple du milieu avec la concentration
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ImM d’ACC, les dégradations étaient 7429 ng et 293 ng respectivement dans le culot et dans
le milieu (Fig. 34).

Un autre résultat intéressant était issu de cette expérience ; c’est la production de petites
quantités d’ACC par les bactéries. Apres 24h d’incubation, 40 et 10ng d’ACC sont produites
dans le culot bactérien de Pf002 et Bt04 respectivement (Fig. 35).
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Figure 33 : Dégradation moyenne de I’ACC dans le culot et dans le milieu par Pf002
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Figure 34 : Dégradation moyenne de I’ACC dans le culot et dans le milieu par Bt04
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Figure 35 : ACC synthétisée par les bactéries Pf002 et Bt04 apres 24h d’incubation
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7. Colonisation rhizosphérique
L’essai de la vérification de la survie de la souche Pf002 a montré aprés 24h une culture

bactérienne fluorescente verte autour des fragments racinaires, ce qui confirme la présence de

la souche appliquée (Fig. 36A).

Afin d’estimer la dynamique des Pseudomonas fluorescens 002 dans des conditions de
stress abiotiques (salin), leur concentration est obtenu en dénombrant les colonies bactériennes
apparues apres 24h de culture, qui sont fluorescentes de couleur blanchéatre a creme (Fig. 36
B,C). Les résultats issus de cet essai montrent que la survie de la souche Pf002 n’est pas
influencée par les conditions de stress salin (Fig. 36 B,C). Aprés 24h d’incubation, le nombre
de CFU issus des racines stressees et des racines non stressées était élevé (> 300). Ce résultat

est parfaitement en accord avec les travaux qui suggerent que les populations des souches de

Pseudomonas ne changent pas avec 1’augmentation de la salinité dans le milieu (Diby et al.,

2005).

Figure 36 : Tolérance de la bactérie Pf002 au sel. A : CFU formés, aprés 24h d’incubation, autours
d’une portion de racine mise sous stress salin (150 mM) pendant 7jours. B : CFU formés aprés 24h
d’incubation de 0.1 ml de solution issue de 1 cm? de racine cultivée dans de 1’eau distillée. C : CFU
formés aprés 24h d’incubation de 0.1 ml de solution issue de 1 cm? de racine cultivée dans 150 mM de
NaCl.
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8. Discussion
Dans cette partie de notre étude, nous avons testé le potentiel de Pseudomonas

fluorescens 002 ; basé sur les caractéres précités ; a réduire les effets nocifs du stress salin
applique sur les plants du mais. La salinité affecte la croissance de la plante en imposant des
contraintes biotiques et ioniques (Shabala et Cuin, 2008). Celui-ci entraine une augmentation
du niveau du sodium dans la solution du sol conduisant & un mouvement inverse de l'eau ; hors
des cellules végétales ; et par conséquent une réduction de la pression de turgescence des
cellules (Yeo et al., 1991).

Dans la présente étude, des ameliorations significatives en longueur racinaires, longueur
des racines séminales, nombre de racines latérales et biomasse seche ont été enregistrées dus a
I’inoculation avec Pf002. El Zemrany et al. (2007) montrent que 1’augmentation en biomasse
des racines de mais inoculées par Azospirillum lipoferum CRT1 est due a la longueur supérieure
des racines et au nombre plus élevé de radicelles, ce qui entraine une ramification beaucoup
plus importante. Par conséquent, les racines avaient une surface plus large pour interagir avec
les particules du sol, 1’eau et les microorganismes et reciproquement produit plus
d’exsudats que le témoin (Groleau-Renaud et al., 1998). Cette hypothese a été confirmée par
Boruah et al. (2003) qui montrent que les racines de Phaseolus vulgaris inoculées par des
souches de Pseudomonas avaient plus de racines latérales, une longueur racinaire plus
importante et une plus grande biomasse racinaire. En conditions de sel, les PGPR actent de
manieres différentes pour stimuler la croissance de la plante. L’un des mécanismes c’est la
correction du déséquilibre nutritionnel causé par les niveaux trop élevés du sodium dans la
solution du sol. L’augmentation du taux de sodium dans le sol provoque plus d’absorption de
cet élément et diminue celle du potassium et du calcium par la plante (Pervaiz et al., 2002;
Kohler et al., 2009). L'étude de Nadeem et al. (2009) a démontré que I'inoculation du mais avec
Pseudomonas peut permettre le maintien d'un ratio élevé de K-Na chez les plantes, en raison
de I'absorption abaissée du sodium et de lI'absorption accrue du potassium. Sous stress salin,
Bacillus subtilis réduit I'absorption totale du sodium dans les tissus végétaux par la régulation

de la haute affinité des transporteurs qui contrdlent la capture du sodium (Zhang et al., 2008).

Pf002 et Bt04 ont une activité d’ACC déaminase trés importante, ainsi que de petites
quantités d’éthylene, ce qui nous a permis de les classer avec les PGPR productrices d’ACC
déaminase. Le mécanisme de diminution du niveau d’éthylene dans la plante est un peu

compliqué. Un modeéle a été proposé par Glick et al. (1998) par lequel les PGPR pouvaient
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diminuer le taux d’éthyléne dans la plante. Les PGPR se lient a la surface de la plante (semences

ou racines le plus souvent).

Les Pseudomonas peuvent améliorer la tolérance des plantes au stress salin par la
production du I’ACC deaminase, qui peut de cliver le précurseur de 1'éthyléne dans la plante ;
le ACC ; et ainsi abaisser le niveau de I'éthyléne dans la plante en voie de développement ou
stressée. Pour beaucoup de plantes, il faut une augmentation d'éthylene pour casser la dormance
des graines, mais, suivant la germination, un niveau élevé soutenu d'éthyléne peut inhiber
I'élongation des racines (Penrose et al., 2001). Cette hormone agit comme une hormone de
maturité, favorise la formation de racines adventives et des poils absorbants, stimule la
germination, rompt la dormance des graines ; favorise la croissance végétale, le développement
et la sénescence. Pierik et al. (2006) ont proposé un modele explicatif des effets contradictoires
du stress d'éthylene lorsque la plante est soumise a des contraintes et que I'éthylene est
synthétisé en deux pics. Le premier pic est généralement de petite taille et se produit dans les
quelques heures suivant I'apparition des contraintes, il déclenche une réponse protectrice par la
plante tel que la résistance acquise (van Loon et Glick, 2004). Le second pic est grand, il se
produit habituellement dans les 1-3 jours qui suivent I’initiation du stress, et provoque des
processus tels que la sénescence, la chlorose, 1’abscission, et inhibe la survie de la plante. Une
diminution sélective dans le second pic, mais pas le premier semblerait étre avantageuse pour
la croissance des plantes et peut étre réalisée a 'aide de PGPR ayant I’enzyme ACC désaminase
(Govindasamy et al., 2008).

Mais une question se pose quant a comment I’ACC déaminase bactérienne peut
sélectivement baisser les niveaux de I'éthyléne nocive mais n'affecte pas le petit pic d'éthyléne

qui est pensé pour activer certaines réactions de défense des plantes ?

L’ ACC déaminase est généralement présente dans les bactéries a un niveau bas jusqu'a
ce qu'elle soit induite, et I'induction de I'activité enzymatique est un processus relativement lent
et complexe. Immédiatement apres un stress environnemental, la réserve d’ACC dans la plante
est faible tout comme le niveau de I'ACC déaminase dans les bactéries associées. A la suite de
l'induction relativement rapide d'un faible niveau d’ACC oxydase dans la plante, il est probable
qu'il y ait augmenté le flux a travers cette enzyme entrainant le premier petit pic d'éthyléne, qui
est d'une ampleur suffisante pour induire une réponse protectrice/défensive dans la plante. Avec
le temps, I'ACC deaminase bactérienne est induite (par des quantités croissantes d'’ACC qui ont
suivi de I'induction de la ACC synthase dans la plante), de sorte que I'amplitude du second pic,
délétere, d'éthyléne diminue significativement (Fig. 37). Le second pic d'éthyléne peut étre
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réduit considérablement, mais il est jamais complétement aboli, puisque I'ACC oxydase a une
affinité beaucoup plus élevée de I'ACC que ne le fait ACC deaminase. Ainsi, lorsque I'ACC
déaminase des bactéries productrices sont présentes, les concentrations d'éthyléne sont

finalement dépend du rapport ACC oxydase /ACC désaminase (Glick et al., 1998).

L'autre partie de notre étude était la promotion de la croissance des racines du mais par
une souche Pseudomonas sous stress d’aluminium. Nous avons testé 1'effet de la souche Pf002
pour atténuer les dommages causés par la toxicité aluminique dans les racines de mars. Nos
résultats étaient tres encourageants : une augmentation importante de la biomasse racinaire est

enregistrée dans les racines exposées pendant 6 jours a 90 UM de solution AICls.

Il est bien connu que les racines sont les organes de la plante les plus sensibles a
I’aluminium, et que I’aluminium provoque une inhibition rapide de I'¢longation des racines et
limite le développement des racines latérales, conduisant a un systéme racinaire rabougri
(Clarkson, 1965 ; Munns, 1965). Différentes hypothéses sur les mécanismes de cette inhibition
induite par l'aluminium ont été discutées. La toxicité en aluminium interfére avec le
métabolisme du calcium (Rengel, 1992), et bloque la division cellulaire des racines (Clarkson,
1965). L’aluminium est connu pour empécher les protéines/enzymes qui dépendent du fer a
fonctionner de maniécre efficace en raison de leur état trivalent semblable, il peut facilement se
substituer au fer en particulier dans des environnements ou ce premier est facilement accessible

(Pérez et al., 1999).

Les études sont moins avancées en ce qui concerne les impacts de I’inoculation par les
PGPR comme un facteur bénéfique sur la toxicité aluminique. Néanmoins la production de
sidérophores est I’un des mécanismes avec lesquels Pseudomonas peut aider la plante a survivre
dans des conditions de toxicité alumique. Les résultats enregistrés par Lemire et al. (2010) ont
montré que Pseudomonas fluorescens peut survivre sous stress en aluminium en orchestrant un
équilibre métabolique pour contrer la toxicité de lI'aluminium. Les travaux de Kumar et al.
(2001) sur la possibilité d'améliorer la production de pois par inoculation de PGPR ont montré
que, dans un milieu de culture synthétique, des souches de Pseudomonas produisent des
sidérophores. Comme le résument Loper et Buyer (1991), les études de Cody et Gross (1987a),
Meyer et Abdalah (1978), et Teintze et al. (1981) ont également enregistré que les souches de

Pseudomonas sont capables de produire des sidérophores.
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L'autre partie de notre étude était la promotion de la croissance des racines du mais par une
souche Pseudomonas sous stress d’aluminium. Nous avons testé 'effet de la souche Pf002 pour
atténuer les dommages causés par la toxicité aluminique dans les racines de mais. Nos résultats
étaient trés encourageants : une augmentation importante de la biomasse racinaire est

enregistrée dans les racines exposées pendant 6 jours a 90 uM de solution AICla.

Il est bien connu que les racines sont les organes de la plante les plus sensibles a
I’aluminium, et que 1’aluminium provoque une inhibition rapide de 1'élongation des racines et
limite le développement des racines latérales, conduisant a un systeme racinaire rabougri
(Clarkson, 1965 ; Munns, 1965). Différentes hypothéses sur les mécanismes de cette inhibition
induite par l'aluminium ont été discutées. La toxicité en aluminium interfere avec le
métabolisme du calcium (Rengel, 1992), et bloque la division cellulaire des racines (Clarkson,
1965). L’aluminium est connu pour empécher les protéines/enzymes qui dépendent du fer a
fonctionner de maniere efficace en raison de leur état trivalent semblable, il peut facilement se
substituer au fer en particulier dans des environnements ou ce premier est facilement accessible
(Pérez et al., 1999).

Les études sont moins avancées en ce qui concerne les impacts de 1’inoculation par les
PGPR comme un facteur bénéfique sur la toxicité aluminique. Néanmoins la production de
sidérophores est I’un des mécanismes avec lesquels Pseudomonas peut aider la plante a survivre
dans des conditions de toxicité alumique. Les résultats enregistrés par Lemire et al. (2010) ont
montré que Pseudomonas fluorescens peut survivre sous stress en aluminium en orchestrant un
équilibre métabolique pour contrer la toxicité de lI'aluminium. Les travaux de Kumar et al.
(2001) sur la possibilité d'améliorer la production de pois par inoculation de PGPR ont montré
que, dans un milieu de culture synthétique, des souches de Pseudomonas produisent des
sidérophores. Comme le résument Loper et Buyer (1991), les études de Cody et Gross (1987a),
Meyer et Abdalah (1978), et Teintze et al. (1981) ont également enregistré que les souches de

Pseudomonas sont capables de produire des sidérophores.
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Nos expériences ont mis en évidence les potentialités de deux souches de Pf002 et de
Bt04 dans la promotion de la croissance de plantes de mais. Cette phytostimulation est
morphologique et biochimique. Comme il a été démontré des effets, suite a la bactérisation,

d’atténuation des stress salin et allumique.

Les auxines, les cytokinines, les gibbérellines, 1’éthyléne (en faible dose), ’ACC
deaminase, le DAPG sont les métabolites, impliqués dans les processus de phytostimulation et
de résistance aux stress biotiques et abiotiques, les plus étudiés (Young et al., 1997 ; Dobbelaere
et al., 2003 ; Grichko et Glick, 2001). De nombreuses études sur les PGPR ont démontré la
grande richesse et variabilité de ces métabolites. Noel et al. (1996) prouvent que les cytokinines
produites par les PGPR sont impliquées directement dans la croissance des plantes. Young et
al. (1997) confirment I’hypothése précédant, en triant les PGPR a base de la production des
phytohormones ils ont remarqués une corrélation entre 1’induction racinaire et la production de
cytokinines par les bactéries. Les PGPR conférent aux plantes une résistance au stress salin
c’est la production de I’enzyme ACC deaminase, or la synthése de cet enzyme et dépendante
de ’AIA. L’AIA peut stimuler la prolifération des cellules végétales, 1’élongation cellulaire ou
induire la transcription de I'ACC deaminase (Grichko et Glick, 2001).

Etant donné que les poils absorbons sont des sites d'absorption des éléments nutritifs, il
est probable qu’un des mécanismes par lequel les PGPR conduisent & une augmentation
d’absorption des ¢léments nutritifs est la stimulation du développement des racines (Yang et
al., 2009). Il a été également suggéré que les PGPR augmentent I'absorption des ions minéraux
par la stimulation de la pompe a protons ‘I'ATPase’ (Mantelin et Touraine, 2004). Dans une
autre étude, Dursun et al. (2008) rapportent que les applications des PGPR augmentent la teneur

minérale des feuilles de plantes en particulier celles de N, K, P, Zn, Fe, Mn, Na, Ca et Mg.

Dans des conditions de stress salin, Rojas-Tapias et al. (2012) et Hamdia et al. (2004)
rapportent que I’inoculation avec Azotobacter chroococcum augmente les concentrations du
potasse, magnésium et calcium et diminue celle du sodium dans la plante. Autres études
confirment ces résultats en trouvant que I'inoculation avec des exopolysaccharides produites
par les bacteries pourrait restreindre I'afflux de sodium dans les racines (Ashraf et al., 2004 ;
Kohler et al., 2006). L aluminium interfére avec une variété de processus biologiques en raison
de sa capacité a imiter de nombreux métaux essentiels tels que le fer, le calcium et le

magnésium. La stabilisation d’ATP et la dynamique membranaire catalysées par le magnésium
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sont connues pour étre affectées par I’aluminium (Nayak, 2002). L’amélioration de la
production de métabolites secondaires, en particulier des composes phénoliques et les
flavonoides, peut-étre la clé pour améliorer la tolérance du mais a la toxicité en aluminium. Les
plantes sécrétent des acides organiques comme le citrate, maltate et oxalate pour séquestrer
I’aluminium dans un effort pour réduire au minimum l'influence négative de ce métal sur
I'hnoméostasie du fer. Les travaux menes par Sangeetha et al. (2013) ont enregistré que P.
fluorescens a une synthése efficace de composés phénoliques et flavonoides. L'étude de Walker
et al. (2011) a montré que l'interaction entre le mais et les PGPR a provoqué une augmentation
de la sécrétion racinaire de métabolites primaires (tel que le citrate et le maltate), et de
métabolites secondaires (flavonoides, phénols,...). Les travaux menés pour étudier la capacité
de colonisation racinaire par les PGPR sont marqués par une grande réussite notamment en
conditions hors-sol (substrat artificiel) et conditions contr6lées (Gnotobiotique). Cependant en
conditions proches des pratiques agricole, la réussite reste relative (Zahir et al., 2003). L un des
principaux facteurs qui rend les racines du mais facilement colonisées par les Pseudomonas
c’est la synthése de certains métabolites et exsudas racinaires qui attirent les bactéries de ce
genre. Les benzoxinoides ; en plus de leur réle dans le mécanisme de défense contre les
maladies et la synthese des antibiotiques ; jouent un role d’attracteur des Pseudomonas (Neal
et al., 2012). Le mais est une céréale connue par la production des exsudas riches en sucres,
acides aminées et glucides. Ces composantes sont facilement disponibles pour des différents
microorganismes ce qui peux stimuler leur croissance (Baudoin et al., 2001), et spécialement
les especes du genre Pseudomonas (Pandy et al., 1998). La réussite de I’inoculation par
Pseudomonas et Bacillus reste dépendante des bonnes formulations d’application et des bonnes
conditions du milieu. Nous avons pu montrer que les deux méthodes d’inoculation (traitement
direct des semences et apport de solution bactérienne aprés le semis) ont abouties aux résultats
envisagés. Cependant, il est nécessaire de connaitre quelles pratiques culturales appropriées
pour assurer les effets bénéfiques des souches de PGPR phytostimulatrices. Dennert et al.
(2015) ont mené des travaux sur 1’efficacité des souches de Pseudomonas dans des parcelles
gérées avec des pratiques différentes, telles que le labour, le non-labour, la fertilisation
organique, la fertilisation minérale, la monoculture de blé ou la rotation des cultures. Les
échantillons du sol des parcelles non-labourée et des celles fertilisées par des engrais organiques
étaient plus riche en phénazines (des métabolites anti-fongiques) que les sols gérés par les autres
pratiques. Cela indique qu'il est possible de promouvoir la santé des sols et assurer la pérennité

des effets bénéfiques de microorganismes en adaptant les méthodes agricoles.
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Les enjeux mondiaux actuels ont conduit parmi les choix 1’adaptation du systeme
plantes-microbes. En effet, ces préoccupations peuvent se résumer en une production
alimentaire plus importante et de bonne qualité afin de répondre aux besoins croissants de la
population mondiale, et cela en respectant I’environnement donc en optant pour une agriculture
durable. Or, des systémes d’agriculture durable incluent I’utilisation des microorganismes

bénéfiques pour permettre la croissance et la santé des plantes.

L’application des souches rhizobactériennes de Pseudomonas fluorescens 002 et
Bacillus toyonensis 04 sur trois variétés de mais : DZ, cv 12097 et cv. Clemente nous a permis
d’évaluer les activités de phytostimulation et d’atténuation de stress ; salin et aluminique ; de
ces deux souches. Une différence significative a été enregistrée entre les plants bactérises et
leurs témoins respectifs. Des gains notables sont marqués en parametres de croissance et
physiologiques. Durant toutes les périodes étudiées et en fonction du type du substrat (sol
désinfecté ou papier filtre), de la variété et de la souche bactérienne testée 1’effet est différentiel.
Les données enregistrées traduisent la complexité des phénoménes impliqués dans cette

interaction plante-rhizobactéries et sol.

Le présent travail nous a permis de constater un effet positif de 1’inoculation bactérienne
quelle que soit la bactérie utilisée ou la modalité d’apport ou les conditions du milieu sur

I’ensemble des paramétres étudiés (mise a part le nombre de feuilles)

Nous avons pu affirmer I’influence négative de la salinité et de la toxicité en aluminium
sur le développement racinaire des plants du mais (les différences sont significatives).
Cependant, dans de telles conditions les meilleures performances ont concerné la longueur des
racines séminales et le nombre de racines latérales. Les gains sont plus notables en conditions
de stress ou nous avons marqué des augmentations, pour la longueur des racines séminales, de
I’ordre de 356% et 84% respectivement, en conditions de toxicité en aluminium et sous stress
salin, par rapport a 31% sans application de stress. Ce bilan peut étre justifié par I’efficacité des
PGPR en conditions de stress, du moment que les PGPR font intervenir des mécanismes

d’action liés au métabolisme secondaire dans la promotion de la croissance des plantes.

Des augmentations appréciables sont obtenues en biomasse fraiche et seche des plantes,
en synthése de glucides, protéines et phénols ainsi que le taux de chlorophylle, résultant de la
bactérisation par les deux souches étudiees. Cependant, les gains sont plus appréciables en sol,
ou les gains atteignent 47% par rapport a 41% en papier filtre (la longueur racinaire) et 53%
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par rapport a 29% (biomasse racinaire seche) respectivement, pour les essais en sol et en papier
filtre. Ce constat peut traduire 1’efficacité des rhizobactéries en conditions naturelles du sol,

puisque ces rhizobactéries sont fortement liées aux caractéristiques agropédologiques du sol.

Cette étude permet de constater un comportement plus au moins hétérogéne durant les
périodes d’études, exemple ici des hauteurs moyennes des tiges ou les améliorations étaient
28%, 36% et 31% pour 10 j.a.l., 30 j.a.l. et 70 j.a.l. respectivement. Ceci est le résultat de la
complexité de I’interaction entre la plante héte et les rhizobactéries, surtout aprés les stades

juveniles.

Les résultats obtenus révelent que la bactérisation avec la souche Pf002 est le meilleur
traitement pour I’ensemble de paramétres mesurés sauf la surface foliaire, la date de floraison
(méle et femelle) et la teneur en phénols ou Bt04 était le meilleur traitement. Cependant, la
combinaison des deux souches (Pf002 et Bt04) a permis d’améliorer 1’activité phytostimulatrice
de la souche Bt04. A travers différents mécanismes et différentes interactions avec la plante
hote, les PGPR sont capables de coloniser les racines et occuper la rhizosphére adjacente, ce
qui leur permettra d’interagir avec les exsudats racinaires, qui sont eux-mémes une source de

sélection des PGPR.

L’¢tude de la colonisation racinaire de la souche Pf002 a révélé une colonisation
importante qui n’est pas affectée par les conditions du stress salin du milieu. Ce constat permet
d’affirmer la réussite de la bactérisation des plants du mais. La résistance de cette souche a la
salinité est, peut-étre, due a des adaptations acquises dans 1’habitat initiale ; la rhizosphere du
palmier dattier ; ou les fortes irrigations avec des eaux salées et les fortes températures

provoquent une salinité assez importante.

Ce travail de thése ouvre de nouvelles perspectives, qu’il serait intéressant de considérer
dans le futur. La compréhension des voies de signalisation dans la plante est un critere

indispensable pour garantir I’efficacité des effets phytobénéfiques recherchés.

Un aspect manquant de 1’interaction rhizosphériques aurait été intéressant a prendre en
compte, afin de compléter cette vision des interactions : 1’ajout des analyses de composition des
rhizodepdts produits par la plante. Cependant, de telles analyses sont complexes a mettre en
ceuvre car elles nécessitent de distinguer dans la rhizosphére les différents composants produits

par les plantes et les microorganismes.
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Des travaux présentés dans ce manuscrit de these reposent sur des expériences de
confrontation entre Pseudomonas et Bacillus inoculés, alors que des populations indigenes de
Pseudomonas et Bacillus peuvent étre mises en évidence dans une méme rhizosphere. Cela
pose la question de la compatibilité entre ces deux genres de PGPR au niveau des populations
indigénes de la rhizospheére. De tels travaux pourraient étre réalises par une approche de puce a

ADN ciblant plusieurs especes de ces deux genres.

Dans un contexte plus large, il est important de considérer la rhizosphere comme un
environnement dynamique, siege de nombreux échanges de signaux provenant des plantes ou
d’autres bactéries rhizosphériques. Dans le cadre de ces travaux de these, seules des interactions
entre une céréale et deux souches de Pseudomonas et Bacillus ont été prises en compte. Cette
démarche a été entreprise afin de mettre en évidence les mécanismes directement impliqués
dans I’adaptation des partenaires les uns aux autres. Cependant, il sera nécessaire de valider ces
observations dans des systémes plus complexes tels qu’en sol naturel (plein champ), afin de
prendre en compte les interactions multipartites entre la plante, Pseudomonas et Bacillus et la
communauté rhizosphériques totale. La présence de microorganismes pathogénes pourrait
notamment déplacer 1’équilibre défense/croissance du partenaire végétal, en faveur des
réactions de défense. Il serait alors intéressant d’étudier dans quelle mesure la présence de
Pseudomonas et/ou Bacillus contribuerait a déplacer a nouveau cet équilibre en faveur de la

croissance de la plante.

Mieux comprendre le fonctionnement du systeme plantes-microorganismes permettrait
de nouvelles perspectives d’innovations, dans les domaines agricole, alimentaire et

environnemental, dont la pérennisation dépend de ces interactions.
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Table 1 : table d'analyse de la variance de la longueur racinaire de la variété DZ

Annexe |

SC| DDL CM F P
Bloc 24,14 2 12,07 5,278 0,009770
Traitement 305,68 3 101,89 44,564 0,000000
Bloc*Traitement 38,61 6 6,44 2,815 0,023795
Erreur 82,31 36 2,29
Table 2 : table d'analyse de la variance de la vigueur des tiges (10 j.a.l.) de la variété DZ
SC| DDL CM F P
Bloc 6,12 2 3,06 0,821 0,447962
Traitement 404,06 3 134,69 36,117 0,000000
Bloc*Traitement 22,88 6 3,81 1,022 0,426650
Erreur 134,25 36 3,73
Table 3 : table d'analyse de la variance de la vigueur des tiges (30 j.a.l.) de la variété DZ
SC| DDL CM F P
Bloc 96,0 2 48,0 12,78 0,000064
Traitement 1235,1 3 411,7 109,58 0,000000
Bloc*Traitement 49,0 6 8,2 2,17 0,068475
Erreur 135,3 36 3,8
Table 4 : table d'analyse de la variance de la hauteur des tiges (10 j.a.l.) de la variété DZ
SC| DDL CM F P
Bloc 15,635 2 7,818 5,964 0,005791
Traitement 26,807 3 8,936 6,817 0,000935
Bloc*Traitement 6,240 6 1,040 0,793 0,581214
Erreur 47,188 36 1,311
Table 5 : table d'analyse de la variance de la hauteur des tiges (30 j.a.l.) de la variété DZ
SC| DDL CM F P
Bloc 40,0 2 20,0 0,477 0,624220
Traitement 1895,5 3 631,8 15,069 0,000002
Bloc*Traitement 104,6 6 17,4 0,416 0,863573
Erreur 1509,5 36 41,9
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Table 6 : table d'analyse de la variance de la hauteur des tiges (70 j.a.l.) de la variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 62,0 2 31,0 2,78 0,075178
Traitement 7573,7 3 2524.,6 226,50 0,000000
Bloc*Traitement 36,0 6 6,0 0,54 0,775953
Erreur 401,3 36 11,1
Table 7 : table d'analyse de la variance de la hauteur des tiges (70 j.a.l.) de la variété cv
12097

SC| DDL CM F P
Bloc 41,3 2 20,6 2,35 0,109998
Traitement 1859,0 3 619,7 70,48 0,000000
Bloc*Traitement 111,9 6 18,6 2,12 0,074738
Erreur 316,5 36 8,8
Table 8 : table d'analyse de la variance de la biomasse racinaire fraiche (10 j.a.l.) de la
variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 1,337 2 0,669 0,521 0,598612
Traitement 150,589 3 50,196 39,085 0,000000
Bloc*Traitement 9,516 6 1,586 1,235 0,311742
Erreur 46,234 36 1,284
Table 9 : table d'analyse de la variance de la biomasse racinaire fraiche (30 j.a.l.) de la
variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 43,93 2 21,97 1,453 0,247253
Traitement 1567,20 3 522,40 34,556 0,000000
Bloc*Traitement 138,26 6 23,04 1,524 0,198250
Erreur 544,23 36 15,12
Table 10 : table d'analyse de la variance de la biomasse racinaire fraiche (70 j.a.l.) de la
variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 45,8 2 22,9 0,304 0,739769
Traitement 5908,6 3 1969,5 26,146 0,000000
Bloc*Traitement 1085,9 6 181,0 2,403 0,046889
Erreur 27118 36 75,3
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Table 11 : table d'analyse de la variance de la biomasse racinaire fraiche (70 j.a.l.) de la

variété cv 12097
SC| DDL CM F P

Bloc 198,8 2 99,4 0,715 0,496004
Traitement 7342,4 3 24475 17,606 0,000000
Bloc*Traitement 868,2 6 1447 1,041 0,415472
Erreur 5004,5 36 139,0
Table 12 : table d'analyse de la variance de la biomasse racinaire seche (10 j.a.l.) de la
variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 0,34116 2 0,17058 2,797 0,074308
Traitement 1,86336 3 0,62112 10,183 0,000054
Bloc*Traitement 0,59432 6 0,09905 1,624 0,168895
Erreur 2,19585 36 0,06100
Table 13 : table d'analyse de la variance de la biomasse racinaire seche (30 j.a.l.) de la
variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 18,9 2 9,5 0,263 0,770356
Traitement 6885,7 3 2295,2 63,700 0,000000
Bloc*Traitement 295,3 6 49,2 1,366 0,254763
Erreur 1297,1 36 36,0
Table 14 : table d'analyse de la variance de la biomasse racinaire séche (70 j.a.l.) de la
variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 18,9 2 9,5 0,263 0,770356
Traitement 6885,7 3 2295,2 63,700 0,000000
Bloc*Traitement 295,3 6 49,2 1,366 0,254763
Erreur 1297,1 36 36,0
Table 15 : table d'analyse de la variance de la biomasse racinaire séche (70 j.a.l.) de la
variété cv 12097

SC| DDL CM F P
Bloc 136,2 2 68,1 0,966 0,390105
Traitement 10850,2 3 3616,7 51,337 0,000000
Bloc*Traitement 906,8 6 151,1 2,145 0,071776
Erreur 2536,3 36 70,5
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Table 16 : table d'analyse de la variance de la biomasse aérienne fraiche (10 j.a.l.) de la

variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 8,79 2 4,40 0,576 0,567250
Traitement 2413,73 3 804,58 105,422 0,000000
Bloc*Traitement 17,71 6 2,95 0,387 0,882653
Erreur 274,75 36 7,63
Table 17 : table d'analyse de la variance de la biomasse aérienne fraiche (30 j.a.l.) de la
variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 32,2 2 16,1 0,29 0,747499
Traitement 5845,8 3 1948,6 35,55 0,000000
Bloc*Traitement 310,2 6 51,7 0,94 0,476837
Erreur 1973,5 36 54,8
Table 18 : table d'analyse de la variance de la biomasse aérienne fraiche (70 j.a.l.) de la
variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 897 2 448 4,09 0,025170
Traitement 49777 3 16592 151,23 0,000000
Bloc*Traitement 320 6 53 0,49 0,814693
Erreur 3950 36 110
Table 19 : table d'analyse de la variance de la biomasse aérienne fraiche (70 j.a.l.) de la
variété cv 12097

SC| DDL CM F P
Bloc 103 2 52 0,077 0,925863
Traitement 13313 3 4438 6,633 0,001108
Bloc*Traitement 4577 6 763 1,140 0,359391
Erreur 24086 36 669
Table 20 : table d'analyse de la variance de la biomasse aérienne seche (10 j.a.l.) de la
variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 2,111 2 1,056 1,066 0,354978
Traitement 38,337 3 12,779 12,906 0,000007
Bloc*Traitement 2,427 6 0,404 0,408 0,868515
Erreur 35,645 36 0,990
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Table 21 : table d'analyse de la variance de la biomasse aérienne seche (30 j.a.l.) de la

variété DZ
SC| DDL CM F P
Bloc 39,8 2 19,9 4,34 0,020560
Traitement 5074,6 3 1691,5 368,81 0,000000
Bloc*Traitement 25,1 6 4,2 0,91 0,497551
Erreur 165,1 36 4,6
Table 22 : table d'analyse de la variance de la biomasse aérienne seche (70 j.a.l.) de la
variété DZ
SC| DDL CM F P
Bloc 52,5 2 26,2 0,353 0,705079
Traitement 5387,0 3 1795,7 24,140 0,000000
Bloc*Traitement 1234,8 6 205,8 2,767 0,025746
Erreur 2677,9 36 74,4
Table 23 : table d'analyse de la variance de la biomasse aérienne séche (70
j.a.l.) de la variété cv 12097
SC|DDL CM F P
Bloc 111 2 56| 0,399 0,674188
Traitement 3306 3| 1102| 7,906 0,000354
Bloc*Traitement 252 6 42| 0,301 0,932212
Erreur 5018| 36 139
Table 24 : table d'analyse de la variance du nombre de feuilles total de la variété DZ
SC| DDL CM F P
Bloc 0,792 2 0,396 0,51| 0,602706
Traitement 1,729 3 0,576 0,75 0,530796
Bloc*Traitement 4,208 6 0,701 0,91| 0,498880
Erreur 27,750 36 0,771
Table 25 : table d'analyse de la variance du nombre de feuilles total de la variété cv 12097
SC| DDL CM F P
Bloc 3,042 2 1,521 3,65 0,036030
Traitement 10,417 3 3,472 8,33| 0,000245
Bloc*Traitement 7,458 6 1,243 2,98| 0,018075
Erreur 15,000 36 0,417




Table 26 : table d'analyse de la variance de la surface foliaire de la variété DZ

Annexe |

SC| DDL CM F P
Bloc 180,2 2 90,1 8,31| 0,001077
Traitement 2413 3 80,4 7,42| 0,000541
Bloc*Traitement 2507,2 6 417,9 38,56, 0,000000
Erreur 390,1 36 10,8
Table 27 : table d'analyse de la variance de la surface foliaire de la variété cv 12097

SC| DDL CM F P
Bloc 527,2 2 263,6 9,44| 0,000505
Traitement 1400,0 3 466,7 16,72| 0,000001
Bloc*Traitement 226,5 6 37,8 1,35| 0,260084
Erreur 1004,9 36 27,9

Table 28 : table d'analyse de la variance du nombre de jours pour arriver a la floraison male

de la variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 16,1 2 8,1 4,7\ 0,015126
Traitement 42,9 3 14,3 8,4 0,000236
Bloc*Traitement 4,7 6 0,8 0,5/ 0,833530
Erreur 61,5 36 1,7

Table 29 : table d'analyse de la variance du nombre de jours pour arriver a la floraison male

de la variété cv 12097

SC| DDL CM F P
Bloc 130,7 2 65,3 132,5| 0,000000
Traitement 35,9 3 12,0 24,31 0,000000
Bloc*Traitement 25,7 6 4,3 8,7| 0,000007
Erreur 17,8 36 0,5
Table 30 : table d'analyse de la variance du nombre de jours pour arriver a la floraison
femelle de la variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 18,3 2 9,1 14,8| 0,000020
Traitement 52,1 3 17,4 28,11 0,000000
Bloc*Traitement 2,9 6 0,5 0,8| 0,594570
Erreur 22,3 36 0,6
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Table 31 : table d'analyse de la variance du nombre de jours pour arriver & la floraison
femelle de la variété cv 12097

SC| DDL CM F P
Bloc 66,3 2 33,1 455 0,000000
Traitement 29,7 3 9,9 13,6/ 0,000004
Bloc*Traitement 6,7 6 1,1 15| 0,195396
Erreur 26,3 36 0,7
Table 32 : table d'analyse de la variance du taux de chlorophylle de la variété DZ

SC| DDL CM F P
Bloc 0,083 2 0,041 0,183| 0,833663
Traitement 14,011 3 4,670 20,598 | 0,000000
Bloc*Traitement 1,544 6 0,257 1,135| 0,362320
Erreur 8,163 36 0,227
Table 33 : table d'analyse de la variance du taux de chlorophylle de la variété cv 12097

SC| DDL CM F P
Bloc 0,024 2 0,012 0,032 0,968622
Traitement 20,581 3 6,860 18,434 | 0,000000
Bloc*Traitement 0,186 6 0,031 0,083| 0,997533
Erreur 13,398 36 0,372

Table 34 : table d'analyse de la variance de la teneur en glucides de la variété

Dz

SC|DDL CM F P
Bloc 5,52 2 2,76 0,811 0,452342
Traitement 1410,79 3| 470,26 138,308 0,000000
Bloc*Traitement 47,22 6 7,87 2,315 0,054215
Erreur 12241 36 3,40

Table 35 : table d'analyse de la variance de la teneur en glucides de la variété cv

12097

SC|DDL CM F P
Bloc 0,83 2 0,41 0,120 0,887107
Traitement 1543,09 3| 514,36 149,567 0,000000
Bloc*Traitement 5,79 6 0,97 0,281 0,942319
Erreur 123,81 36 3,44




Table 36 : table d'analyse de la variance du taux de phénols de la variété DZ

SC|DDL CM F P
Bloc 194,0 2 97,0 17,78 0,000004
Traitement 1849,0 3 616,3 112,95 0,000000
Bloc*Traitement 23,2 6 3,9 0,71 0,644873
Erreur 196,4| 36 5,5
Table 37 : table d'analyse de la variance du taux de phénols de la variété cv
12097

SC|DDL CM F P
Bloc 8,3 2 4,2 0,86 0,431568
Traitement 1646,6 3 548,9 113,15 0,000000
Bloc*Traitement 8,4 6 1,4 0,29 0,938289
Erreur 1746 36 49
Table 38 : table d'analyse de la variance de la teneur en protéines de la variété
DZ

SC|DDL CM F P
Bloc 1,2 2 0,6 0,1 0,889098
Traitement 14257,1 3| 47524 9449 0,000000
Bloc*Traitement 12,9 6 2,1 0,4 0,856082
Erreur 181,1| 36 5,0
Table 39 : table d'analyse de la variance de la teneur en protéines de la variété
cv 12097

SC|DDL CM F P
Bloc 6,1 2 31 0,7 0,494818
Traitement 12041,5 3| 40138 940,3 0,000000
Bloc*Traitement 16,5 6 2,8 0,6 0,693529
Erreur 153,7| 36 4,3
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Annexe I1

Table 1 : e test de Student pour comparer les moyennes des ATA (milieu vs culot) synthetisées par les bactéries P02 et Br04 dans trois
concentrations de Trp (0.1, 0.5 et 1 mMM)

&
0.1 mM Trp 0.5 mM Trp 1 mM Trp
Pf002 (milien vs culat) 0.0000 ** 0.0000 ** 0.0000 **
Bt04 (milieu vs culot) 0,0000 ** 0.0000 ** 0,0000 **

Table 2 : le test de Student pour comparer les moyennes de longueur de la racine principale (Long. racme pon ), Nombre et longueur des racines

séminales (Nomb. racines gém . Long. racines gém ). nombre de racines latérales (Nomb. racines lat)) et 1a biomasse racinaire séche (Blom racinatre
séche) de la variété cv Clemente avant et aprés décapitation

Long. racine prin.  Nomb. racines sém.  Long. racines sém. Nombh. racines lat. Biom. racinaire séche
Mock (racine entiére vs racine décapitée) 0,63 0,63 0,908 0,93 17
Pf)2 (racine entiére vs racine décapitée) 000001 *= 0,74 0,00001 ** 0,00001 ** 0,00001 **

Table 3 : le test de Student pour comparer les movennes de longueur de la racine principale (Long. racime ppn ), Wombre et longueur des racines

séminales (Nomb. racines sém . Long. racines gém ). nombre de racines latérales (Nomb. racines lat ) et la biomasse racinaire séche (Blom
séche) de la population DZ avant et aprés décapitation

Long. racine prin.  Nomb. racines sém.

Long. racines 3ém. Nomb. racines lat. Biom, racinaire séche
Mock (racine entiére vs racine décapitée) 0,73 1 1 0,834 0,908
Pf002 (racine entiére vs racine décapitée) 0.00001 ** 0.83 0,0001 *=* 0,00007 *= 0,00001 *=
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Table 4 : le test de Student pour comparer les moyennes de longueur de la racine principale (Long. racine prin.), Nombre et longueur des racines
seminales (Nomb. racines sem . Long. racines 3ém ). nombre de racines latérales (Nomb. racines lat ) et la biomasse racinaire seche (Biom. racmaire
seche) de la variete cv Clemente (non moculées vs PA00Z) dans les conditions de témon, stress salin et stress aluminique.

Long, racine prin. ~ Nomb, racines sém.  Long. racines sém.  Nomb. racines lat.  Biom. racinaire seche

Mock (non inoculées vs P002) 0.0000 ** 0,17 0.0000 *= 0.0000 ** 0.0000 ==
NaCl (non inoculées vs P002) 0.0000 ** 0,09 0.0000 *= 0.0000 ** 0,0000 ==
AICI2 (non inoculées vs Pf02) 0.0000 ** 0.0000 ** (.0000 *= (.0000 ** 0.0000 ==

Table 5 : le test de Student pour comparer les moyennes de longueur de la racine principale (Long. racime prin ), Nombre et longueur des racines
seminales (Nomb. racines gem., Long. racines gém ), nombre de racines latérales (Nomb. racines lat ) et la biomasse racinaire seche (Biom, racmanre
seche) de la population DZ (non inoculées vs PA0Z) dans les conditions de temoin, stress salin et stress aluminique.

Biom, racinaire
Long. racine prin.  Nomb, racines sém.  Long. racines sém,  Nomb, racines lat.  seche
Mock (non inoculées vs Pf002) (.0000 ** (,20675838 0.0000+* (.0000 ** (.0000 **
NaCl (non inoculées vs P002) (.0000 ** 0,004 * 0.0000+* (.0000 ** 0.0000 **

AICI2 (non inoculees vs P002) (.0000 ** (.0000 ** 0.0000** (.0000 ** {1.0000 **
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Table 6 - le test de Student pour comparer les moyennes de desradation &' ACC (miliew vs culot) par les bactéries P02 et Bi04 dans trois
concetfrations 4'ACC (0.1, 0.3 et 1 mM)

01mMACC  05mMACC ImMACC

P02 (milien vs culot) 0.0000 *# 0.0000 ** 0.0000 **

Bt (milien vs culof) 0.0000 ** 0.0000* 0.0000**

*: P <0.03, difference sipnificative

#* - P < 0.001, Difference tres hautement sgnificative
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Annexe 11
Table 1 : groupes homogeénes des moyennes des longueurs racinaires de la variété DZ classées par ‘Traitement'
Traitement Moyenne D C B A
Témoin 14,20833 ke
Bt04 15,83333 Ak
Pf002*Bt04 17,66667 faleiad
Pf02 21,00000 falalalel

Table 2 : groupes homogenes des moyennes des vigueurs des tiges (10 j.a.l.) de la variété DZ classées par

Traitement'
Traitement Moyenne B C A
Témoin 14,00000 Fkokk
Bt04 19,50000 Fkokk
Pf002*Bt04 20,00000 Fkkx
Pf02 21,75000 Fkokx

Table 3 : groupes homogénes des moyennes des vigueurs des tiges (30 j.a.l.) de la variété DZ classées par

"Traitement'
Traitement Moyenne D C B A
Témoin 77,83333 Fkokk
Bt04 83,58333 falakea
Pf002*Bt04 85,83333 Fkkx
Pf02 92,00000 Fkkx

Table 4 : groupes homogénes des moyennes de la hauteur des tiges (10 j.a.l.) de la variété DZ classées par

"Traitement'
Traitement Moyenne A B
Témoin 7,000000 Fkkk
Bt04 8,166667 ek
Pf002*Bt04 8,666667 Fekkek
Pf02 8,958333 Fokkx

Table 5 : groupes homogeénes des moyennes de la hauteur des tiges (30 j.a.l.) de la variété DZ classées par

‘Traitement'
Traitement Moyenne B A C
Témoin 47,25000 Fokkok
Bt04 54,66667 Fkkk
Pf002*Bt04 59,50000 Hkkk f—
Pf02 64,25000 Hkkx
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Table 6 : groupes homogenes des moyennes de la hauteur des tiges (70 j.a.l.) de la variété DZ classées par

Traitement'
Traitement Moyenne A C B
Témoin 102,1667 falaiede
Bt04 126,0000 Fkkeok
Pf002*Bt04 131,3333 Fkkx
Pf02 133,9167 Fkokk

Table 7 : groupes homogenes des moyennes de la hauteur des tiges (70 j.a.l.) de la variété cv 12097 classées par

'‘Bloc*Traitement'

Traitement Moyenne A C B
Témoin 110,2500 Fkkx
Bt04 121,7500 Fkokx
Pf002*Bt04 124,4167 Fhkk
Pf02 126,2500 Fkokk

Table 8 : groupes homogénes des moyennes de la biomasse racinaire fraiche (10 j.a.l.) de la variété DZ classées

par Traitement'

Traitement Moyenne B C A
Témoin 4,288667 Fkokk
Pf002*Bt04 5,521667 Fkkx
Bt04 5,594167 Fokkx
Pf02 9,045917 Fkkx

Table 9 : groupes homogeénes des moyennes de la biomasse racinaire fraiche (30 j.a.l.) de la variété DZ classées

par ‘Traitement’

Traitement

Moyenne B C A
Témoin 14,71667 faleial
Pf002*Bt04 20,40833 Frk
Bt04 21,62500 faleiai
Pf02 30,65833 falakaled

Table 10 : groupes homogeénes des moyennes de la biomasse racinaire fraiche (70 j.a.l.) de la variété DZ classées

par ‘Traitement'

Traitement Moyenne B C A
Témoin 64,08333 ek
Pf002*Bt04 81,08333 ek
Bt04 86,41667 ek
Pf02 94,33333 Fkkk
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Table 11 : groupes homogénes des moyennes de la biomasse racinaire fraiche (70 j.a.l.) de la variété cv 12097

classées par 'Traitement'

Traitement Moyenne B C A
Témoin 111,6667 falaiede
Pf002*Bt04 123,5833 ek
Bt04 130,7500 ke
Pf02 145,8333 ek

Table 12 : groupes homogenes des moyennes de la biomasse racinaire séche (10 j

par 'Traitement'

Traitement Moyenne B A
Témoin 1,037750 Frk
Bt04 1,240167 Fkkek
Pf002*Bt04 1,252417 ek
Pf02 1,587000 aladadd

.a.l.) de la variété DZ classées

Table 13 : groupes homogenes des moyennes de la biomasse racinaire séche (30 j.a.l.) de la variété DZ classees

par Traitement'

Traitement Moyenne D C B A
Témoin 29,41167 kel
Bt04 46,03167 Fkokk
Pf002*Bt04 51,75750 ek
Pf02 62,54500 Fkkx
Table 14 : groupes homogenes des moyennes de la biomasse racinaire séche (70 j.a.l.) de la variété DZ classées
par Traitement'
Traitement Moyenne D C B A
Témoin 29,41167 Fkkk
Bt04 46,03167 Fkkk
Pf002*Bt04 51,75750 ek
Pf02 62,54500 Fkkx

Table 15 : groupes homogénes des moyennes de la biomasse racinaire seche (70 j.a.l.) de la variété cv 12097

classées par 'Traitement'

Traitement Moyenne B C A
Témoin 51,66667 ek
Pf002*Bt04 80,75000 ek
Bt04 80,83333 ek
Pf02 92,33333 ko
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Table 16 : groupes homogenes des moyennes de la biomasse aérienne fraiche (10 j.a.l.) de la variété DZ classées

par "Traitement'

Traitement Moyenne B C A
Témoin 14,41667 Fkkk
Bt04 22,33333 falalalel
Pf002*Bt04 23,50000 Fokkk
Pf02 34,33333 bkt

Table 17 : groupes homogenes des moyennes de la biomasse aérienne fraiche (30 j.a.l.) de la variété DZ classées

par Traitement'

Traitement Moyenne B C A
Témoin 108,0000 Fkokk
Bt04 122,7500 Fhkk
Pf002*Bt04 126,6667 Fkkx
Pf02 138,9167 Fkokx

Table 18 : groupes homogenes des moyennes de la biomasse aérienne fraiche (70 j.a.l.) de la variété DZ classées

par ‘Traitement’

Traitement Moyenne B C A
Témoin 121,5833 kA
Bt04 169,8333 ek
Pf002*Bt04 173,6667 ke
Pf02 212,3333 falaleled

Table 19 : groupes homogenes des moyennes de la biomasse aérienne fraiche (70 j.a.l.) de la variété cv 12097

classées par Traitement'

Traitement Moyenne A B
Témoin 234,6667 falaia
Pf002*Bt04 259,5000 kkk
Bt04 260,8333 falaiaa
Pf02 281,6667 ek

Table 20 : groupes homogeénes des moyennes de la biomasse aérienne seche (10 j.a.l.) de la variété DZ classées

par "Traitement'

Traitement Moyenne A B

Témoin 3,591083 falalel
Bt04 5,154833 Fekkek
Pf002*Bt04 5,405000 Fekkek
Pf02 6,014167 ek
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Table 21 : groupes homogeénes des moyennes de la biomasse aérienne seche (30 j.a.l.) de la variété DZ classées
par 'Traitement'

Traitement Moyenne A B C D
Témoin 52,23333 ke
Bt04 66,49167 kA
Pf002*Bt04 69,54167 [r—
Pf02 81,09167 fakakalel

Table 22 : groupes homogeénes des moyennes de la biomasse aérienne seche (70 j.a.l.) de la variété DZ classées
par 'Traitement'

Traitement Moyenne A C B
Témoin 84,0817 faleiaia
Bt04 97,0167 Fkokx
Pf002*Bt04 105,5100 Fokkx
Pf02 112,5083 Fkokk

Table 23 : groupes homogenes des moyennes de la biomasse aérienne seche (70 j.a.l.) de la variété cv 12097
classées par Traitement'

Traitement Moyenne A B

Témoin 138,6667 Fkokk
Bt04 153,0000 Fkkx
Pf002*Bt04 156,1667 Fokkx
Pf02 160,9167 Fkkk

Table 24 : groupes homogenes des moyennes du nombre total des feuilles de la variété cv 12097 classées par
‘Traitement'24

Traitement Moyenne A B

Témoin 12,16667 falaia
Bt04 13,08333 kkk
Pf002*Bt04 13,25000 falaiaa
Pf02 13,33333 kkk

Table 25 : groupes homogénes des moyennes de la surface foliaire de la variété DZ classées par ‘Traitement'

Traitement Moyenne C B A
Témoin 116.39 Fkkk
Pf002 1206 *khk*k *kKh*k
Pf002*Bt04 1322 - _—
Bt04 -
136.4
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Table 26 : groupes homogeénes des moyennes de la surface folaire de la variété cv 12097 classées par ‘Traitement'

Traitement Moyenne B C A
Témoin 88,5925 Ak
Pf02 96,4858 ek
Pf002*Bt04 98,7108 ke
Bt04 103,5500 ek

Table 27 : groupes homogénes des moyennes du nombre de jours pour arriver a la floraison male de la variété DZ

classées par 'Traitement'

Traitement Moyenne B A

Bt04 59,00000 kkk

Pf002*Bt04 60,00000 kK —
Témoin 61,16667 falakelel
Pf02 61,33333 Fkkk

Table 28 : groupes homogenes des moyennes du nombre de jours pour arriver & la floraison méle de la variété cv

12097 classees par ‘Traitement'

Traitement Moyenne B A C
Bt04 49,33333 Fkokk
Pf002*Bt04 50,25000 Fkokk
Pf02 50,58333 Frk
Témoin 51,75000 Fkkx

Table 29 : groupes homogenes des moyennes du nombre de jours pour arriver a la floraison femelle de la variété

DZ classées par 'Traitement'

Traitement Moyenne C A B
Bt04 65,91667 falaiede
Pf002*Bt04 66,91667 folake
Pf02 68,33333 Fokkx
Témoin 68,41667 Fkkx

Table 30 : groupes homogenes des moyennes du nombre de jours pour arriver a la floraison femelle de la variété

cv 12097 classées par Traitement'

Traitement Moyenne B C A
Bt04 59,83333 falalalel
Pf002*Bt04 60,91667 Fekekek
Pf02 61,33333 Fkkk kel
Témoin 62,00000 Fkkk
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Table 31 : groupes homogenes des moyennes du taux de chlorophylle de la variété DZ classées par 'Traitement'

Traitement Moyenne B C A
Témoin 4,600000 Fkkk
Bt04 5,108333 falalalel
Pf002*Bt04 5,200000 Fokkk
Pf02 6,100000 bkt

Table 32 : groupes homogenes des moyennes du taux de chlorophylle de la variété cv 12097 classées par
Traitement'

Traitement Moyenne B C A
Témoin 4,700000 Fekkk
Bt04 5,408333 falalalel
Pf002*Bt04 5,808333 Fekkek
Pf02 6,508333 falaiaied

Table 33 : groupes homogenes des moyennes de la teneur en glucides de la variété DZ classées par 'Traitement'

Traitement Moyenne D C B A
Témoin 15,84167 Fhkk
Bt04 20,31667 Fkokk
Pf002*Bt04 24,50833 falaleled
Pf02 30,55000 Fkkx

Table 34 : groupes homogenes des moyennes de la teneur en glucides de la variété cv 12097 classées par
Traitement'

Traitement Moyenne D C B A
Témoin 13,17500 Fkkk
Bt04 18,13333 Fkkk
Pf002*Bt04 23,03333 Fokkk
Pf02 28,44167 Hkkk

Table 35 : groupes homogénes des moyennes du taux de phénol de la variété DZ classées par ‘Traitement'

Traitement Moyenne A B
Témoin 44,10833 Fkkx
Pf002*Bt04 58,20833 Fekkek
Pf02 58,40000 Fekkek
Bt04 58,70000 Fkkk




Annexe |11

Table 36 : groupes homogenes des moyennes du taux de phénol de la variété cv 12097 classées par Traitement'

Traitement Moyenne A B
Témoin 45,70000 Fkkk
Pf002*Bt04 58,70833 falalalel
Pf02 59,30833 Fokkk
Bt04 59,60000 falalalel

Table 37 : groupes homogenes des moyennes de la teneur en protéines de la variété DZ classées par Traitement'

Traitement | Moyenne D C B A
controle 95,5083 rAK
P.f.02*B.t.04 127,1000 Frk
B.t.04 136,4083 [F—
P.f.02 138,6083 [——

Table 38 : groupes homogenes des moyennes de la teneur en protéines de la variété cv 12097 classées par
‘Traitement'

Traitement Moyenne D C B A
Témoin 97,9083 ke
Pf002*Bt04 124,8000 falaiede
Bt04 135,7083 ke
Pf02 137,6000 Fekkek




