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Introduction

Les plantes constituent depuis longtemps une importante ressource naturelle pour les
sociétés humaines. Elles jouent des roles majeurs en tant que fournisseurs d'aliments, source de
guérison physique et mentale, pour leur valeur ornementale et pour leur utilisation dans la
thérapie (Seigler 2012a). Elles contiennent de nombreux composés actifs, tels que les huiles,
les parfums, les colorants, les ardmes, les antioxydants, les cosmétiques...etc. Il existe environ
300.000 especes de plantes, les plantes médicinales et aromatiques en occupent environ 20%,
elles ont en commun la production d'une large gamme de composés naturels actifs importants
pour 'Homme et les animaux (Biabiany 2011). Aussi, ces plantes présentent une source
inépuisable de métabolites primaires et secondaires utilisés dans les fragrances, 1’agrolimentaire
et I’industrie pharmaceutique (Sasson 1992).

Quand on parle de la biodiversité des plantes, on parle aussi de leurs diversités
chimiques et de la conservation de leurs composés actifs. Ces derniers sont principalement les
métabolites secondaires et leurs dérivés. Les métabolites secondaires sont répartis dans trois
grandes familles : les composés phénoliques, les isoprénoides et les composés azotés. Dans
cette dernicre famille, les alcaloides sont les plus importants par leur nombre et leur diversité
(Bruneton et Barton 1987). Plus de 12.000 alcaloides sont connus pour exister dans environ
20% des especes végétales, et seulement quelques-uns ont été exploités a des fins médicinales
(Firn 2010), et plus de 4000 flavonoides sont connus pour exister chez les plantes (Ashutosh
2007). Elles possedent des propriétés thérapeutiques et ont été utilisées pour le durcissement de
diverses maladies (Briskin 2000). Les glycosides sont classés sur la base du type de composant
de sucre, la nature chimique de l'aglycone, ou I’action pharmacologique (Sarker et Nahar 2007),
et les composés phénoliques représentent essentiellement de nombreux antioxydants naturels
(Ashutosh 2007).

Les plantes médicinales sont cultivées dans nombreux pays a travers le monde
(Phillipson 2001). Leur culture réussie dépend de plusieurs facteurs biotiques et abiotiques qui
peuvent moduler les métabolites primaires, les métabolites secondaires et le rendement (Trivedi
2006). 11 est important d'éviter l'utilisation des engrais chimiques et des pesticides dans la
culture des plantes médicinales car ils sont responsables des effets déléteres sur le plan
¢cologique et agricole par exemple: I'épuisement des ressources ¢Energétiques non
renouvelables, la pollution des bassins versants, I'élimination des microorganisms et des
insectes utiles, ce qui augmentent la susceptibilité des maladies a la récolte et la réduction de la
fertilité des sols (Babalola 2010).

La recherche actuelle dans la découverte des médicaments a partir des plantes

médicinales implique des techniques de biotechnologies innovantes, pour minimiser
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l'utilisation des engrais, des pesticides et des régulateurs de croissance chimique. En effet, pour
améliorer le rendement dans ces procédés, de nombreuses stratégies ont été mises en ceuvre
telles que, la modification de la composition des milieux de culture, I’utilisation des systémes
de culture moderne, 1’¢licitation, 1’addition de précurseurs et I’optimisation des facteurs
environnementaux (oxygene, éclairage, température ...) (Roberts et Shuler 1997).

L’¢licitation présente une des stratégies la plus efficace pour améliorer la productivité
des métabolites des plantes (Amdoun et al. 2005b). Le plus souvent, elle consiste a utiliser des
¢liciteurs, afin de stimuler la biosynthése de métabolites, surtout les métabolites secondaires
spécifiques (Vasconsuelo et Boland 2007). Les Eliciteurs sont des produits chimiques ou des
biofacteurs de diverses sources qui peuvent déclencher des réactions physiologiques et
morphologiques dans les plantes. Ils peuvent &tre, soit des éliciteurs abiotiques (métaux lourds,
rayons UV, herbicides...), soit des éliciteurs biotiques (champignons, levure et essentiellement
les bactéries (les PGPRs)).

Les PGPRs (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) sont capables de promouvoir la
croissance des plantes, I'absorption des nutriments, la protection des végétaux contre divers
agents pathogénes, d’aider les plantes a s'adapter a un certain nombre de contraintes
environnementales, et aussi d’augmenter leurs teneurs en métabolites (Egamberdieva et
Lugtenberg 2014). L'application des PGPRs comme biofertilisants est une alternative plus
viable que l'utilisation des engrais chimiques (Ibiene et al. 2012). Il y a des justifications
¢conomiques, environnementales et autres liées a la santé pour renforcer la recherche sur les
souches PGPRs comme inoculant des plantes médicinales et aromatiques. L'application de ces
techniques peut contribuer a la conservation de l'environnement, permettre d’avoir des
pratiques agricoles durables et aussi 'augmentation de la productivité des cultures surtout en
métabolites. Malheureusement les études sur I’interaction entre les PGPRs et les plantes
médicinales et aromatiques et leurs effets sur les teneurs en métabolites, ont regu trés peu

d'attention de la recherche a ce jour.

Par ailleurs, les méthodes de profilage des métabolites sont la base des approches
métabolomiques modernes qui cherchent 1’analyse globale des systémes biologiques chez les
plantes (Fiehn et al. 2000; Roessner et al. 2000). Elles visent I'analyse impartiale et a haut débit
de tous les petits métabolites moléculaires et leurs changements dynamiques dans un organisme
ou un tissu, ou méme dans une seule cellule. Ces derni¢res années, Il y a eu un grand
développement des techniques d'analyse et de profilage des métabolites. Les études
métabolomiques sont basées sur la mesure simultanée de plusieurs métabolites, en utilisant des

techniques d'analyse parallele telles que la spectroscopie nucléaire par résonance magnétique
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ou la spectrométrie de masse, suivie d'une analyse statistique appropriée (Dunn et al. 2011). En
outre, la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC / MS) est
devenue une technologie largement répandue, en particulier pour le profilage des métabolites
primaires (Fiehn et al. 2000; Kopka 2006). Actuellement, la technique d'ionisation la plus
utilisée pour le profilage et 1’étude des metabolites par la GC / MS est I’ionisation ¢électronique
(EI) (Strehmel et al. 2008). C’est une technique trés dure, elle induit des réactions de
fragmentation caractéristiques et souvent complexes. Le profilage par la GC-EI-MS a été
grandement facilitée par le taux ¢levé d'acquisition de données GC-El-temps de vol (TOF) /
MS et les procédures de dérivatisation reproductibles adaptées aux meétabolites polaires
(Roessner et al. 2000). L’analyseur de masse, TOF, donne une sensibilité accrue aux profils

métaboliques tres riches en données.

Pour ses besoins pharmaceutiques, 1’Algérie importe les alcaloides et les autres
métabolites indispensables dans 1’industrie pharmaceutique et ce, malgré la présence en
Algérie, a 1’état spontané, de nombreuses ressources génétiques d’especes médicinales comme
les Datura, qui peuvent étre valorisées pour une production locale (Houmani 1999). Dans ce
contexte, il est intéressant d’étudier les plantes médicinales et leur composition en métabolites,
afin de produire de la matiére premicre pour les industries agroalimentaire, pharmaceutique et

cosmétiques.

La présente these s’inscrit dans le but d’apporter une meilleure connaissance sur la
composition chimique (les métabolites primaires et secondaires) chez deux especes du Datura,
D. stramonium et D. innoxia et d’améliorer leurs productions en utilisant des éliciteurs (des
PGPRs isolés en Algérie et/ou I’acide salicylique).

Pour ce faire :

- 1l fallait tout d’abord identifier les 3 souches de bactéries utilisées.

- L’étude de I’effet des PGPRs (les 3 souches + A4 (Agrobacterium 4) + Konm6
(Rhizobium)) sur la croissance et les teneurs en métabolites primaires et secondaires et
particuliérement les alcaloides et les flavonoides chez D. stramonium et D. innoxia.
Pour cette derniere ’effet d’un éliciteur I’AS a été¢ également ¢étudié seul ou en
combinaison avec les PGPRs.

Ainsi, ce travail s’articule autour de trois grandes parties :

- La premicre partie est une revue de la littérature qui donne une présentation générale
des deux especes utilisées, rend compte des principaux travaux sur les métabolites
primaires et secondaires, 1’amélioration de leur production par 1’élicitation, les

techniques utilisées pour I’identification des composés chimiques de la plante, ainsi que
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des généralités sur les PGPRs et leurs utilisation pour les plantes médicinales et leurs
effets sur les métabolites.
- La deuxiéme partie décrit les méthodes, les matériels et les dispositifs utilisés lors des

différentes parties expérimentales.

La troisiéme partie expose tous les résultats obtenus et les discutent en les comparant
avec d’autres travaux dans cet axe de recherche. S’ensuit une discussion de 1’ensemble des

résultats et une conclusion générale ou quelques perspectives ont été suggérées.
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I. Les Datura

1. Généralités

Le Datura appartient a la famille des Solanacées, son nom dérive du mot sanscrit
"Dhutra" (divine enivrement), il a été décrit la premiere fois par Avery et al. en 1753. 1l est

répandu dans les régions chaudes du monde (Drake et al. 1995). Indigéne en Amérique et en

Asie (Vitale et al. 1995). Il est aussi planté a I’extérieur de son aire de répartition naturelle, en

Afrique, en Europe et en Australie (Van Wyk et al. 1997) (Fig. 1)

Figure 1 : Distribution du Datura sp. dans le monde, selon the Plantwise knowledge bank
basée sur des rapports publiés en littératures. Reproduite par kind permission of CABI (CABI,
2014).
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Le genre Datura comporte plusieurs especes, herbes, arbustes annuelles ou vivaces de
courte durée. Il a des feuilles sinudtes-dentées ou lobées, des fleurs dressées ou obliques,
hermaphrodites de calices cylindriques, lobés et de corolles avec une forme d’entonnoir. Le
fruit porte environ 500 graines.

En raison de leurs fleurs en forme d'entonnoir, parfumé et nocturnes, les espéces telles
que Datura innoxia, Datura metel, Datura stramonium et Datura wrightii sont cultivées comme
plantes ornementales (Reynaud., 2002). Divers espéces de Datura sont connues et largement
utilisées pour leurs propriétés médicinales qui sont basées sur plus de 30 alcaloides (Bruneton
1999). Elles sont connues aussi comme plantes hallucinogénes qui peuvent provoquer des
intoxications graves (Birmes et al. 2002). Les principales substances toxiques sont les
alcaloides, notamment 1’atropine, I’hyoscyamine et la scopolamine (Diker et al. 2007).

Les Datura en Algérie sont cosmopolites (Quezel et Santa, 1963), ils poussent a 1’état
sauvage, aux bords des routes, dans les décombres et dans les cultures (Benhizia 1989 ;
Houmani 1999). Ils préferent les sols argileux, 1égerement basiques, humides et les expositions
bien ensoleillées (Houmani et al. 1994a). Ils sont connus par plusieurs noms selon les régions,

en Kabylie “Bounrjouf ”, aux Aures “Netina ” (Abdelouahab et al. 2011).

Les Datura appartiennent (APG Il11y:

Reégne : Plantae.

Sous regne : Tracheobionta.
Embranchement : Spermatophyta.
Sous embranchement : Magnoliophyta.
Classe : Magnoliopsida.

Sous classe : Asteridae.

Ordre : Solanales.

Famille : Solanaceae.

Sous famille : Solanoideae.

Genre : Datura.

Espéce : Datura stramonium, Datura innoxia (Konarev et al. 2004 ; Doncheva et al. 2006 ;
Sanjita et al. 2012).
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2. Caractéristiques

2.1. Datura stramonium L

Le Datura stramonium (Datura officinal, Stramoine) (Fig.2) est une plante herbacée,
annuelle qui peut atteindre 1 métre de hauteur (Debelmas et Delaveau 1983). La tige est
arrondie porte des feuilles ovales aigués profondément découpées en lobes inégaux pointus et
marquées par des nervures saillantes, axillaires et grandes (Bruneton et al. 1995). Les fleurs
érigées sont insérées de maniere solitaire au point de départ des ramifications. La période de
floraison s’étale de juillet a septembre. Le fruit est une capsule épineuse remplie de tres
nombreuses graines et les racines sont fusiformes et ramifiées (Thurzova 1981 ; Pelikan 1986).

Le Stramoine possede douze paires de chromosomes, soit a 1’état diploide (2n = 2x =

24) ou tétraploide (2n = 4x = 48) (Rossignol et Embersal. 2004).

Figure 2 : Datura stramonium (Csapody 1961).

2.2. Datura innoxia Mill

Le Datura innoxia (Fig.3) est une plante annuelle de 40 cm a 1 métre. Les feuilles sont
grandes, ovales, obliquement en cceur a la base, entiéres ou superficiellement sinuées-dentées.
Les fleurs sont blanches ou peu rosées, trés amples, de 15-20 cm, dressées et courtement

pédonculées. Le calice pubescent, d'un vert cendré, d'environ 1 décimétre de longueur, sur 2-3
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cm de largeur, atteignant la moiti¢ de la corolle. Les fruits sont des capsules épineuses, ovoides
ou globuleuses de (3 a 5) x (4 a 6) cm et se tordent vers le bas. Lors de la maturité ils s’ouvrent
de manicre irréguliére pour libérer des graines de 3 a 5 mm, réniformes, rugueuses de couleur
marron (Bruneton 1996).

Le Datura innoxia une espéce autogame avec 2n=2x= 24 chromosomes (Ducrocq

1994).

Figure 3 : Datura innoxia (Csapody 1961)

Il. Les méthodes de multiplication
1. Méthodes classiques
1.1. Multiplication sexuée
Selon Tourte et al. (2005), tous les événements qui concernent la reproduction sexuée
se réalisent au niveau d’un organe, souvent éphémere, la fleur qui porte souvent les deux
organes reproducteurs, male et femelle. La reproduction sexuée permet donc de donner
naissance a un nouvel étre vivant grace a la rencontre d’un organe male et d’un organe femelle

(c’est la fécondation). C’est le cas des plantes a fleurs (Robin et al. 1998).
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1.2. Multiplication veégétative

La multiplication végétative est un mode de reproduction qui se déroule en dehors des
phénomeénes de sexualité et qui permet la propagation d’individus génétiquement identiques
(Robert et al. 1998). Ce phénomene ne fait pas intervenir la méiose, mais un autre processus
trés strict de division cellulaire, sans remaniement du nombre de chromosomes : la mitose
(Maarouf, 2000). La multiplication végétative est commune chez les végétaux supérieurs, elle
s’effectue naturellement et artificiellement (Vidalie et al. 1989) :

- Multiplication végétative naturelle : marcottage naturel et bouturage naturel.

- Multiplication artificielle : bouturage, marcottage, greffage, drageonnage, culture

in vitro et Culture hors-sol.

2. Culture in vitro

Les cultures in vitro sont des techniques de multiplication des plantes par voie asexuée.
Dans la pratique, elles consistent a prélever un fragment de plante (fragments de tige, feuille ou
racine ...etc.) ou un méristéme et a les cultiver sur des milieux synthétiques contenant tous les
¢léments nécessaires a leurs croissances (Nozeran et Bancilhon 1972). La micropropagation par
microbouturage est une technique moderne, qui permet de constituer une population importante
d’individus identiques (clones) a partir d’une seule microbouture (fragment de tige contenant
un nceud ou méristeme) (Lafon et al. 1996).

Il existe deux catégories de culture in vitro sont :

- Culture in vitro conforme.

- Culture in vitro non conforme.

3. Cultures hors sol
3.1. Définition
La culture hors-sol est la culture des racines dans un milieu qui n'est pas le sol naturel,
mais un milieu reconstitué et isolé du sol. Ce sont des cultures sur substrat, car le milieu
reconstitué repose souvent sur l'adoption d'un matériau physique stable : le substrat, parfois
d'origine manufacturé et industriel, parfois d’origine naturelle (Morard 1995). Les premiers
travaux ont été effectués sur la fertilisation des plantes et la mise en évidence du role de I'eau
et de l'air dans le sol (Weathers et Zobel 1992). C'est ainsi qu’on s’est apercu que celui-ci
pouvait étre entierement reconstitué¢ de facon artificielle. En effet, Knop et Sachs ont réussi
indépendamment a faire pousser des plantes sur des milieux entiérement liquides constitués

d’eau additionnée de sels minéraux (macroéléments et microéléments) des 1860 (Savvas 2001).
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Carter (1942) et Klotz (1944) ont utilisé la pulvérisation par des buses pour produire des
¢léments nutritifs favorisant la croissance des racines d’ananas et d'agrumes respectivement.
Ces travaux ont été suivis par ceux de Vyvyan and Travell (1953) qui ont fait pousser des
pommiers hors sol dans des boites ou ils les ont nourris avec des pulvérisations d’éléments
nutritifs (Roach et al. 1957). Depuis, les techniques de cultures hors sol se sont trés largement
développées. Cela parce que les performances agronomiques obtenues étaient supérieures a
celles des cultures traditionnelles en sol : réduction du milieu racinaire associée a l'irrigation
localisée, possibilit¢ de mieux maitriser la température des racines, souplesse et mobilité des

systémes proposés permettant une meilleure maitrise des facteurs de production.

Ainsi, la culture hors-sol permet de maitriser tous les éléments nécessaires au
développement des plantes : lumiere, température et hygrométrie, pH et éléments nutritifs (eau,

sels minéraux et oligo-¢léments).
Par ailleurs, ce procédé a pour avantages de :

- Limiter la consommation d'eau
- Limiter les attaques nuisibles du sol (ce qui permet des traitements phytosanitaires
réduits et ciblés)

- Accélérer le processus de croissance des plantes et de maturation des fruits.

En outre, il existe deux principaux types de culture hors sol, I’hydroponie et I’aéroponie.

3.2. Culture hydroponique

Le terme hydroponique provient du latin "hydro" (eau) et "ponos" (travail), c’est donc
"le travail par l'eau". Dans ce type de culture, les racines se développent dans une lamelle d’eau
courante (contact directe avec la solution nutritive), si cette dernicre est non circulante, il s’agit
d’aquiculture (Jones 1982; Morard 1995). Typiquement, les racines trempent dans un bac et,
pour éviter une asphyxie partielle, il est nécessaire de fournir de I’air par bullage dans la solution
nutritive. Pour éviter les problémes techniques liés a 1’aération de la solution nutritive, une
technique d’immersion partielle des racines peut aussi étre réalisée. Dans ce cas, la racine
plonge dans la solution nutritive avec une faible épaisseur de 3 & 4 cm. La partie racinaire située
au-dessus de 1’eau assure la respiration des plantes. Il existe aussi un autre systéme qui consiste
a cultiver les plantes sur un film de solution nutritive. Cette technique est appelée NFT pour
Nutriment Film Technique. Dans ce cas, les racines sont alimentées a 1’aide d’une solution

nutritive circulante. La circulation du milieu nutritif assure une bonne oxygénation des racines

(Vu 2008).
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3.3. Culture aéroponique

I y’a plusieurs méthodes aéroponiques. Ce sont des modifications du systéme
hydroponique (NFT). Le terme aéroponie correspond a toute culture de plantes entiéres et / ou
de tissus avec leurs racines par un brouillard ou pulvérisation d’air / d’eau (par opposition a
I’hydroponie qui consiste a I'immersion des racines dans / sur l'eau, le sol, la gélose nutritive
ou d'autres substrats) (Weathers et Zobel 1992).

Par ailleurs, la croissance de plantes avec leurs racines partiellement suspendues dans
l'air et partiellement émergées dans une solution nutritive ou dans I'air pour un temps déterminé
et pulvérisée par la solution nutritive pour le reste de la période (par exemple, dans un cycle de
5 min; 3 min pulvérisation et 2 min suspendues dans l'air), est appelé systéme aéro-
hydroponique (Vu 2008). Dans la littérature, la méthode prédominante de culture aéroponique,
implique la pulvérisation intermittente des racines avec une solution nutritive pour fournir a la
fois I'eau et les nutriments nécessaires pour la croissance (Hayden et al. 2004).

Ainsi, c’est le systeme aéroponique que nous avons utilisé dans la présente étude.

I11.  Mode de Multiplication des Datura
Généralement, Datura se reproduit essentiellement par les graines (Anger et al. 2005).

11 a été multiplié également par voie végétative par les boutures ou des racines coupées (Birmes

et al. 2002).

De méme, il a été cultivé in vitro dans plusieurs travaux par vitrosemis (Kaushik and

Goyal 2008; Vu 2008; Khelifi et al. 2011).

Par ailleurs, plusieurs chercheurs ont réussi a multiplier les Datura par culture
hydroponique (Gontier et al. 2002; Vu et al. 2006; Vu 2008; Jousse et al. 2010; Rahmoune et
al. 2017).

IV. Les Métabolites des plantes
Dans les plantes, il y a deux principaux groupes de métabolites : les métabolites

primaires et les métabolites secondaires (Bruneton et al. 1999; Patras et al. 2017).

1. Métabolites primaires
Les organismes vivants synthétisent un certain nombre de composés communs (des
nucléotides, des acides aminés...) qui ont des fonctions similaires dans toutes les plantes appelés
métabolites de bases ou métabolites primaires. Chez les plantes médicinales, ils ont une grande

importance dans l'identification des plantes. Pour Hopkins (2003), les métabolites primaires
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sont des produits issus directement de la photosynthése (sucres simples, acides aminés,
protéines, acides nucléiques et organiques...), qui participent a la structure des cellules
végétales ainsi qu’a ses fonctionnements de base. Ils sont souvent produits en grande quantité
mais présentent une valeur ajoutée relativement basse. Ces métabolites sont aussi définis
comme des molécules qui se trouvent dans toutes les cellules végétales, nécessaires a leurs

croissances et a leurs développements (Hounsome et al. 2008).

Selon le concept actuel, le métabolisme primaire se référe au processus cataboliques
nécessaires a la respiration, 1'assimilation des nutriments et la croissance (Kluger et al. 2014),

les principaux métabolites primaires sont :

1.1. Les glucides

Les glucides sont des substances présentes dans les plantes en tant que monomeres,
oligomeres (jusqu'a dix unités de monomeres), polymeres ou de forme de sucre simple. Le
nombre d'atomes de carbone dans les monomeres est compris entre 3 a 7, chaque atome de
carbone porte un groupe hydroxyle (Mathé 2015). On parle d’aldoses et de cétoses en fonction
de la caractéristique du groupe carbonyle. Ce sont des composés assymétriques ; D et L série
d'isomeéres selon la projection de Fischer. Chez les Datura, on peut trouver les monosaccharides
(les plus importants), les polysaccharides et les oligosaccharides. Parmi les monosaccharides
communs chez les plantes : le D-glucose, le D-xylose, le D-arabinose et le L-arabinose, le D-
mannose, le D-galactose, etc. Aussi, il existe des dérivés similaires, tel que, les sucres
alcooliques, les sucres aminés, les éthers de sucre et les dehydro-sucres comme le L-rhamnose,
etc. Les glucides se trouvent dans les organismes vivants dans des formes libres ou liées, par
exemple a d'autres sucres fournissant les oligosaccharides (jusqu'a 10 monomeres de sucres).
La chaine de sucre peut étre attachée a des non-sucres et d'autres types de metabolites, comme
les stéroides, les triterpenes en saponines, les flavonoides, les phenylethanoides, etc. Les
glucides ont une importance dans 1’industrie pharmaceutiques, les émulgateurs, les mucilages,
etc. Aussi ils peuvent avoir un effet de modulation immunitaire (Bishop et al. 1982).

Exemples de plantes trés riches en certains glucides : I’amidon dans Triticum aestivum,
Hordeum vulgare, Orysa sativa, Zea mays et Solanum tuberosum; la Cellulose dans
Gossypium ssp ; Les fructanes dans Cichorium intybus et Taraxacum officinale ; la gomme

dans Acacia senegal, Sterculia urens et Astragalus gummifer (Mathé 2015).
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1.2. Les Lipides

Les lipides sont des métabolites primaires solubles dans les solvants organiques non
polaires. Ils comportent, les acides organiques, les graisses, les acides gras. Les acides
organiques ont un ou plusieurs groupes carboxyle, formant une série d'acides gras homologues
qui sont intéressants chez les plantes médicinales comme agent estérifiant du glycérol dans les
graisses (huiles fixes). Les graisses s’accumulent principalement dans les organes de stockage
d'énergie comme les graines des plantes (Sridhar et al. 2016). 11 existe deux types d’acides gras,
saturés ou insaturés a longue chaine qui sont synthétisés étape par étape, par 1'allongement de
la chalne a 2 atomes de carbone. Alors que les acides gras non saturés sont des dérivés des
acides gras saturés. Les acides gras non saturés ont une importance particuliére pour les étres
humains comme [D’acide linoléique-, I’acide linolénique et d'autres acides insaturés

(Satchithanandam et al. 2004). Leurs concentrations varient selon les plantes et le milieu.

Certaines sources d'huiles fixes qui peuvent avoir une pertinence pharmaceutique : 1’huile
d’amande : Prunus amygdalus, 1'huile d’arachide : Arachis hypogea, 1'huile de ricin : Ricinus
communis, I'huile d’olive : Olea europaea, I'huile de coco: Cocos nucifera et 1'huile de palme:
Elaeis guineensis...(Mathé 2015).

1.3. Autres métabolites primaires
Les acides amings, les protéines végétales principalement sous forme d'enzymes sont tres
intéressantes du point de vue pharmaceutique. Aussi les enzymes, telles que les hydrolases, les

lipases et les protéases ont une importance particuliere (Gertsch 2008).

2. Meétabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont définis comme tous les métabolites autres que les
métabolites primaires, ils ne sont pas produits directement lors de la photosynthese mais sont
synthétisés a partir des métabolites primaires et résultent de réactions chimiques ultérieures.
(Kluger et al. 2015). Dans la synthése des métabolites secondaires, la condensation,
I’oxydation, la réduction et la substitution sont impliquées comme principales réactions
chimiques (Hegnauer 1984).

Pendant longtemps, le dépistage des métabolites secondaires a presque exclusivement
été motivé par la recherche de nouveaux ingrédients bioactifs des médicaments, tandis que
1’étude de leur fonction biologique a été largement négligée (Karlovsky 2008). Par conséquent,
le role de la plupart de ces composés reste largement incertain mais il est généralement admis
que les plantes utilisent ces métabolites pour plusieurs fonctions tel que, la communication intra

et interspécifique, ainsi que dans diverses interactions avec les hotes (Bartwal et al. 2013).
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Les métabolites secondaires sont souvent synthétisés dans une partie de la plante et
stockés dans une autre (Luckner 2013). Ces molécules sont produites dans différents endroits
de la cellule, dans des parties spécifiques de la plante en fonction du stade de développement.
De facon générale, le role du métabolite secondaire est en lien avec sa localisation au sein de la
plante (Murthy et al. 2014; Najda et al. 2015). Avec une structure chimique parfois complexe,
ils sont tres différents selon les espéces et s'accumulent le plus souvent en faible quantité.
Beaucoup de métabolites se comportent comme des signaux chimiques que la plante utilise
pour s’adapter aux changements défavorables de I’environnement (Bartwal et al. 2013). Aussi,
ils jouent un réle dans la défense contre les pathogenes, les parasites et les inhibiteurs de la
germination (Agrawal et Weber 2015). D’autres assurent la protection contre les radiations

solaires, d’autres favorisent la dispersion du pollen et des graines (Scharf et al. 2014).

Actuellement, plus de 100000 molécules différentes sont connues et, 4000 nouveaux
métabolites sont découverts chaque année (Calabro 2015). Ces composés présentent un intérét
¢conomique notable. On estime qu’au moins 25% de principe actif pharmaceutiques mis sur le
marché proviennent de plantes médicinales ou de produits dérivés (Ryan et al. 2015; Tomlinson
et Akerele 2015). Il existe trois grands groupes de métabolites secondaires : les composés

phénoliques, les terpénoides et les alcaloides.

2.1. Les composés phénoliques

IIs peuvent étre synthétisés, dans les plantes, dans des voies différentes, mais surtout par
'acide Shikimique. Il peut y avoir d'autres voies dont le cycle aromatique. Les principaux
groupes de composés phénoliques qui peuvent étre présents dans les plantes sont : les composés
phénoliques simples (phénols, phloroglucinols, etc.), les coumarines, les flavonoides, les
tannins, les lignanes, les phénylpropanoides... etc., et les sous-groupes de ces grands groupes

(De Paepe et al. 2015).

- Les composés phénoliques simples
Certains phénols simples et leurs sources: acide filcique, Aspidinol, albaspidine
(Dryopteris filix-mas) ; L'humulone et la lupulone (Humulus lupulus et Cannabis sativa) ;

Diurétique, antiseptique, arbutine (Arctostaphylos uva-ursi) (Chiou et al. 2007).

- Les naphtoquinones
Ces derniers exercent des activités: hépato-protectrice (Lawsonia inermis);
antibactériennes, insecticides, cytostatiques et fongicides (Plumbago zeylanica, Juglans regia,

Alkanna tinctoria, Lithospermum erythrorhizon) (Mathé 2015).
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- Les flavonoides

Les flavonoides sont des substances largement distribuées dans le régne végétal. Le
"flavonoide" est un nom générique de divers sous-groupes, les flavones (apigénine, lutéoline),
les flavonoles (kaempférol, quercétine), les flavanones (naringénine, ériodictyol), les
flavanonoles (taxifoline, dihydromyricétine), les isoflavones (daidzéine, génistéine) et dans un
sens plus large les anthocyanidines (cyanidine, delphinidine, pélargonidine, petunidine,

malvidol) (Lhuillier 2007).

Ainsi, Betula pendula, Calendula officinalis, Sambucus nigra sont des espéces trés
riches en flavonoides ; Equisetum arvense, riche en flavone glycosides (augmente l'excrétion

rénale) et Passiflora incarnate, riche en flavone C-glycosides (Mathé 2015).

- Lestanins
Ce sont des antioxydants, astringents et des inhibiteurs enzymatiques. Ils peuvent étre
combinés avec des protéines. Il existe deux grands groupes : les hydrolysables et les non

hydrolysables.

Quelque plantes riches en tanins: Acacia catechu, Cratacgus monogyna et

Hamamelis virginiana (Viladomat et Bastida 2015).

2.2. Les terpénoides
Généralement, les terpénoides suivent la voie de biosynthese de I'acide mévalonique qui

est synthétisé a partir de l'acétyle-CoA et acétoacétyl-CoA (Wang et al. 2014).
Cette famille comprend :

- Les monoterpénes (chez Lavandula angustifolia : acétate de linalyle, linalol, géraniol) ;

- Les iridoides (chez Olea europea : oleuropeine et oléacine) ;

- Les sesquiterpenes (chez Inula helenium : alantolactone et isoalantolactone) ;

- Les diterpénes (chez Marrubium vulgare et Taxus brevifolia : abietane, clerodane,
kaurane, cembrane, tiglane, taxane, taxol...) ;

- Les triterpénes (chez Glycyrrhiza glabra : glycyrrhizine);

- Les stéroides (chez Vitex agnus-castus: Stérols, Stéroides saponaires, stéroides
alcaloides) ;

- Les tétraterpénes ou polyterpénes (chez Bixa orellana, Hevea brasiliensis : lutéine,

Crocétine, crocine, bixine) (Mathé 2015).
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3. Les alcaloides

3.1.Généralités
Les alcaloides est le groupe le plus important des métabolites secondaires, en raison de
leurs propriétés biologiques et leur diversité structurale (Steenkamp et al. 2004). Ce sont des
substances naturelles et organiques qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur
structure chimique avec un degré variable de caractére basique. Ce sont des composés
relativement stables, proviennent de plusieurs voies biosynthétiques, généralement a partir
d’acides aminés comme la lysine, I’ornithine, la tyrosine et le tryptophane (Dewick 2001; Khalil

2017).

Les alcaloides sont distincts des autres composés azotés comme les aminoacides, les
bétalaines, les peptides, les amino-sucres, les vitamines azotées, les porphyrines et les
alkylamines (Bruneton et Barton 1987). La majorité de ces substances sont toxiques, mais
I’Homme a pu les utiliser dans la thérapie. Aussi, ils ont une fonction importante dans la défense
chez les plantes (Costa et al. 2008). Depuis 1'identification du premier alcaloide -la morphine -
a partir de ’opium en 1806 (Bhatt et Gupta 2015), plus de dix mille alcaloides ont été isolés a
partir des plantes (Guirimand et al. 2010).

Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais, ils différent
selon 1’espéce, aussi ils peuvent s’accumuler uniquement dans les écorces, dans les racines,
dans les feuilles ou dans les fruits (Hartmann 1999; Dewick 2001).

Ils sont essentiellement présents chez les Angiospermes, et plus particulierement les
Solanacées. Certains alcaloides sont présents dans plusieurs genres appartenant a des familles
différentes comme la caféine (Asteraceae, Solanaceae, Erythroxylaceae). D’autres sont limités
a quelques genres a I’intérieur d’'une méme famille (I’hyoscyamine) ou sont limités & un groupe
d’especes a I’intérieur d’un méme genre (la thébaine), ou bien sont restreints a une seule espéce

telle que la morphine (Roberts 2013).

3.2.Classification des alcaloides
On estime qu’il y a plus de 12 000 alcaloides différents (Kitajima and Takayama 2016)
déja isolés (ou détectés) a partir de sources végétales, animales ou de micro-organismes.
Proposer une classification pour les alcaloides est une tache difficile, en raison du grand nombre
de composés connus et surtout a cause de la diversité structurale (Muniz 2006). Plusieurs types
de classification ont été proposées mais seule la classification biogénétique a été retenue et est
la plus utilisée (Bruneton et Barton 1987). L’atome d’azote dans les alcaloides provient, en

général, d’un acide aminé dont la structure carbonée reste souvent intacte dans la structure
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finale de I’alcaloide. Une fagon raisonnable pour classer les alcaloides en groupes selon leur
précurseur biosynthétique. Ainsi, il existe des alcaloides dérivés de I’ornithine, de la lysine, de
la tyrosine, de la phénylalanine et du tryptophane (Cushnie et al. 2014).

Le Tableau 1 décrit quelques types d’alcaloides et leurs précurseurs biosynthétiques.

Tableau 1 : Classification des alcaloides selon leurs provenances de différents acides aminés
(Georgiev et al. 2013).

Acide aminé Type d’alcaloide
Ornithine Pyrrolidines, pyrrolizidines, tropannes
Lysine Pipéridines, quinolizidines, indolizidines
R = H, Phénylalanine Alcaloides du type éphédrine, isoquinoléines

R = OH, Tyrosine

Tryptophane Indoles
Acide anthranilique Quinoléines, quinazolines, acridines
Acide nicotinique Pyridines
Histidine Imidazoles
Via aminations Alcaloides terpéniques et stéroidiens

Le Tableau 2 montre les différentes familles d’alcaloides existant dans la nature,
quelques plantes sources de ces molécules, les composés actifs (les alcaloides), ainsi que leurs

activités pharmacologiques et les cibles.
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Tableau 2 : Sources, diversité chimique et activité biologique des quatre grandes familles

d'alcaloides (Guirimand et al. 2010).

Famille

d’alcaloides

Les plantes (les

especes)

Les composes

actifs

L'activité pharmacologique

Cible

Les alcaloides
monoterpene

indoliques

(MIA)

Catharanthus roseus

Rauvolfia serpentina

Camptotheca acuminata

vinblastine, vincristine

ajmalicine

ajmaline

camptothecine

anticancéreuse

antihypertenseur, antiarythmique

anticancéreuse

la tubuline

le récepteur
adrénergique

I’ADN
topoisomérase |

Les alcaloides

benzylisoquinolinique

(BIA)

Papaver somniferum

Eschscholzia californica

Thalictrum flavum

Coptis japonica

codéine, morphine,

papavérine

sanguinarine

berbérine

berbérine, sanguinarine

antitussive, analgésique,

narcotique.

spasmolytique, vasodilatateur

antibactérienne, proapoptotique

antibactérienne, antimicrobienne

Le récepteur
nicotinique de
l'acétylcholine.

récepteur opioide.

La
phosphodiestérase.

L’ADN

Les alcaloides
tropaniques et

nicotiniques

(TNA)

Hyoscyamus niger
Datura stramonium
Atropa belladonna

Nicotiana tabacum

hyoscyamine
scopolamine
hyoscyamine

nicotine

anticholinergique, narcotique
anticholinergique, narcotique
anticholinergique, narcotique

neurostimulante, insecticide

Les récepteurs
muscariniques

Le récepteur
nicotinique de
l'acétylcholine.

Les alcaloides

puriniques (PA)

Coffea arabica

Camellia sinensis

Theobroma cacao

caféine

caféine,

théophylline

caféine

stimulant du systéme nerveux
central

stimulant du systéme nerveux
central

Les récepteurs
adénosine Al et
A2A

phosphodiesterase

3.3. Les Alcaloides tropaniques

Les alcaloides tropaniques, tels que 1’hyoscyamine, la scopolamine et 1’atropine

(Fig.4), constituent I’une des familles les plus importantes de métabolites secondaires chez

certaines especes des Solanaceae (Griffin et Lin 2000; Rios et Recio 2005). IIs font partie des

plus vieux remedes utilisés dans la médecine (Berkov et Pavlov 2004). Ces alcaloides sont

présents surtout chez les Solanacées mais on peut les trouver également chez les

Convolvulaceae, les Erythroxylaceae, les Proteaceae et les Rhizophoraceae. Ils sont trés

rarement présents dans d’autres familles n’ayant aucune relation taxonomique avec les
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Solanaceae, comme les Brassicaceae, les Euphorbiaceae et les Olacaceae (Bruneton et al. 1999).
On a recensé environ 200 alcaloides tropaniques, répartis dans un petit nombre de familles
d’ Angiospermes.

L’hyoscyamine, la scopolamine et I’atropine sont caractérisées par la présence d’un
noyau tropane hérité de la tropinone, qui porte le noyau azot¢ et d’un noyau benzeéne hérité de
la phénylalanine (Fig.4).

L’hyoscyamine et l'atropine ont la méme activité : ce sont des parasympatholytiques.
Elles agissent comme des antagonistes des récepteurs muscariniques en s’opposant, par un
blocage compétitif et réversible des récepteurs périphériques et centraux, c’est l'action de
l'acétylcholine. Elles ont servi de base a la chimie de synthése pour concevoir la plupart des
médicaments anticholinergiques. L'atropine est un antispasmodique trés appréci¢ lors des
manifestations douloureuses et elle est employée dans les spasmes gastriques et intestinaux,
ceux des bronches, du larynx, des voies biliaires et urinaires. Elle protége, aussi, des
manifestations vagales, en pré-anesthésie et en cardiologie, lors de bloc auriculoventriculaire et
de bradycardies sinusales, elle est I’antidote spécifique des intoxications par des médicaments
parasympathomimétiques ou desanticholinesterasiques (Muniz 2006).

La scopolamine, ou hyoscine a une activit¢ parasympatholytique beaucoup moins
marquée, au niveau cardiaque, que celle de l'atropine. Elle développe, essentiellement, une
action centrale sédative, dépressive, hypnotique, amnésiante, antiparkinsonienne. Elle est
utilisée dans le traitement symptomatique des douleurs gastriques et gynécologiques. Elle fait

l'objet de recherches sur 'amnésie et les processus liés a la mémoire (King et al. 2014).

CH CH,

N
Me._ OH
OH o OH
o
0
0

3

Figure 4 : Structures chimiques des trois alcaloides tropaniques (Palazon et al. 2008).
1 :Hyoscyamine, 2 : Scopolamine, 3 : Atropine
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3.4. Biosynthese

Les alcaloides sont classés en plusieurs familles issues de voies de biosynthése
totalement différentes. Quatre grandes familles, pour lesquelles la biosynthése et la régulation
sont plus particulierement étudiées, les alcaloides de monoterpéne indole (MIA), les alcaloides
benzylisoquinoliniques (BIA), les alcaloides tropaniques et nicotiniques (TNA) et les alcaloides

puriniques (Pan et al. 2016).

Nakajima et Hashimoto (1999) ont montré que les racines, lieu de production des
alcaloides tropaniques, sont constituées de plusieurs types de tissus, dont les caractéristiques
changent suivant les différentes phases de développement et les conditions de croissance. Aussi,
pour (Gontier et al. (1994), I’hyoscyamine est synthétisée dans la racine par I’estérification du
tropanol et de 1’acide tropique. Les alcaloides tropaniques et nectoniques sont des dérivés des
acides aminés, ornithine et arginine et la premicre étape de biosyntheése conduit a la formation
de la N-méthylputrescine (Fig. 5). La désamination oxydative de la N-méthylputrescine conduit
au cation N-méthylpyrrolinium, ce qui constitue un point de ramification vers la tropane. Les
étapes finales sont partiellement caractérisées, mais les informations concernant I’étape centrale
est toujours manquantes. Sept étapes enzymatiques générales pour la voie de biosynthese des
alcaloides tropaniques ont été caractérisées. Plus de détails sur ces voies et sur les étapes
enzymatiques identifiées sont disponibles dans les études de Lorence et Nessler (2004); Driager

(2006); Oksman-Caldentey (2007) et Ashihara et al. (2008).
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Figure 5 : Biosynthése des alcaloides tropaniques (Lee et al. 2004)

3.5. Variation de la concentration et de la nature des alcaloides tropaniques au sein de
la plante entiére

La quantité et la nature des alcaloides tropaniques varient suivant 1’organe, 1’age et
I’origine de la plante (Damianakos et al. 2014). L’ensemble des variations qualitatives et

quantitatives observées peut étre exploité pour la sélection de variantes de surproduction (Parr
et al. 1990 ; Srivastava et al. 2014).
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3.5.1. Variation selon ’organe

Hashimoto et al. (1991) ont montré que les racines sont le site principal de synthése des
alcaloides chez Datura. Chez cette dernicre, le taux d’hyoscyamine est supérieur au taux de
scopolamine dans les racines. Ce rapport s’inverse dans les tiges et en particulier dans les
feuilles (Zhang et al. 2004) ou le contenu maximum en scopolamine est observé dans les feuilles
apicales (Miraldi et al. 2001).

Le taux d’alcaloides dans la plante est donc lié a la synthése de 1’hyoscyamine dans les
racines, a la migration des alcaloides au sein de la plante et a leur dégradation (Yun et al. 1992).

La concentration mesurée dans les racines est d’autant plus forte que leur diamétre est faible

(Plank et Wagner 1986).

3.5.2. Variation selon le stade de développement de la plante

Au cours de la croissance et du développement de la plante, I’anabolisme ainsi que le
catabolisme des alcaloides sont sujets a des évolutions.

Le taux d’alcaloides mesur¢ est variable en fonction du stade de développement de la
plante (Houmani et al. 1994b). Ce taux augmente avec I’age de la plante pour étre maximal
chez une plante cultivée sous une photopériode de 16 heures, lorsque le premier bouton floral
atteint 1 cm de longueur. Chez Hyoscyamus muticus, la teneur alcaloidique foliaire maximale
est atteinte pendant la floraison (Oksman-Caldentey et al. 1987), alors que dans les racines, la
concentration en hyoscyamine continue d’augmenter jusqu’a la mise a graine. Parallélement,
on trouve des quantités plus importantes d’alcaloides chez les jeunes feuilles que chez les plus

vielles (Bourgaud et al. 2001).

3.6. Extraction des alcaloides

L’extraction des alcaloides est fondée, en général, sur le fait qu’ils existent dans la
plante a 1’état de sels ou de combinaisons solubles, sur leur caractere basique et donc sur la
solubilité différentielle des bases et des sels dans I’eau et dans les solvants en fonction du pH
(Bruneton et Barton 1987). Donc l'isolement et I'analyse des alcaloides se fondent généralement
sur les différences dans la solubilité de la forme de base -libre et de la forme acide. La base
libre est habituellement soluble dans les solvants hydrophobes (Makkar et al. 2007).
L’extraction est généralement réalisée par des solvants organiques non polaires, par des

solvants organiques polaires ou par I’eau acidifiée (Paris et Hurabielle 1981).
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Deux méthodes sont utilisées : I’extraction en milieu alcalin (par un solvant) et I’extraction

en milieu acide (par I’eau ou par une solution alcoolique ou hydro alcoolique) (Steenkamp et

al. 2004).

3.6.1. Extraction par un solvant en milieu alcalin

Solon Bruneton (1995) :

La drogue pulvérisée est mélangée a une solution aqueuse alcaline qui déplace les
alcaloides de leurs combinaisons salines, les bases ainsi libérées sont ensuite
solubilisées dans un solvant organique.

L’agent d’alcalinisation est trés souvent I’ammoniaque. Le solvant organique peut étre
un solvant chlorg¢, le benzéne ou I’éther diéthylique.

Le solvant organique contenant les alcaloides bases est séparé, et si nécessaire,
concentré par distillation sous pression réduite. Il est alors agité a plusieurs reprises avec
une solution aqueuse acide. Les alcaloides se solubilisent sous forme de sels dans la
phase aqueuse tandis que les pigments, stérols et autres impuretés restent en solution
dans la phase organique. Les acides utilisés sont variables (HCI, H2SO4, H3POs, acide
sulfamique ou acide citrique) mais toujours en solutions diluées.

Les solutions aqueuses de sels d’alcaloides sont alcalinisées par une base en présence
d’un solvant non miscible. L’épuisement de la phase aqueuse est poursuivi jusqu’a ce
que tous les alcaloides soient repassés en phase organique.

Le solvant organique contenant les alcaloides bases est décanté, débarrassé des traces
d’eau qu’il peut renfermer par déshydratation avec un sel anhydre et évaporé sous vide.

Il reste alors un résidu : les alcaloides totaux.

3.6.2. Extraction en milieu acide

Deux cas peuvent se présenter :

Dans le premier cas, la drogue pulvérisée est directement épuisée par de I’eau acidifiée ;
Dans le deuxiéme cas, c’est avec une solution alcoolique ou hydroalcoolique d’acide
que I’épuisement est réalisé. Dans ce cas la solution extractive est concentrée par

distillation sous vide pour chasser 1’alcool.

Dans les deux cas on se retrouve donc avec une solution aqueuse de sels d’alcaloides qui peut

étre traitée de différentes fagons (Bruneton et Barton 1987) :

7
A X4

Alcalinisation et extraction des bases par un solvant organique non miscible, ou

23



Synthese bibliographique

¢ Fixation des alcaloides sur des résines échangeuses d’ions puis élution par des acides
forts, ou

% Précipitation des alcaloides sous la forme d’iodomercurates par du réactif de Mayer
concentré, le complexe formé est récupéré par filtration ou centrifugation, redissout
dans un mélange hydro-alcoolo-acétonique et décomposé par passage sur des résines

¢changeuses d’ions.
3.7. Purification, dosage et identification

Quelle que soit la méthode choisie pour extraire les alcaloides, ce ne sont pas des
produits purs qui sont obtenus mais des alcaloides totaux, souvent, un mélange de bases. Dans
le meilleur des cas 1’'un des alcaloides est majoritaire et peut étre obtenu par cristallisation
directe. Dans d’autres cas, les divers alcaloides du mélange ont des basicités différentes, ce qui

permet des réextractions sélectives a des pH variables (Tong et al. 2005).

Dans beaucoup de cas, il est nécessaire de recourir aux techniques chromatographiques
(sur gel de silice, d'alumine ou sur les résines d'échange ionique). Dans les laboratoires de
recherches, souvent, la chromatographie en phase gazeuse (CPG), la chromatographie sur
couche mince (CCM) et la chromatographie en phase liquide haute performance (HPLC) sont
les plus employées (Drdger 2002) pour la séparation, 1’identification et la quantification de
composés chimiques dans des mélanges complexes comme les extraits de plantes (Chaunu

2009).

3.7.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Elle constitue la méthode la plus puissante et la plus fine pour séparer, identifier et
quantifier les corps gazeux ou volatilisables (Chaunu 2009).

En chromatographie en phase gazeuse 1’échantillon est vaporisé et injecté en téte de
colonne. L’¢lution est assurée par un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile. Contrairement
a la plupart des autres chromatographies, il n’y a pas d’interaction entre les molécules d’analyte
et la phase mobile ; la seule fonction de celle-ci est de transporter 1’analyte dans la colonne
(Deng et al. 2002).

Il existe deux types de CPG: la chromatographie gaz-solide (CGS) et la
chromatographie gaz-liquide (CGL) (Skoog et al. 2003).

3.7.2. Chromatographie en phase liquide haute performance (HPLC)

C’est presque le méme principe que la CPG. Un fluide appelé phase mobile parcourt la

colonne. Dans les deux cas, la colonne est appelée phase stationnaire. A l'instant initial, le
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mélange a séparer est injecté a l'entrée de la colonne ou il se dilue dans la phase mobile qui

l'entraine a travers la colonne (Skoog et al. 2003).

3.7.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) et
la GC-MS-EI
La GC-MS est une méthode trés utilisée pour la séparation et 1’identification des

mixtures complexes des alcaloides tropaniques (Suau et al. 2002).

La GC-MS a ionisation ¢électronique (EI) est une technique d’analyse qui offre une
grande sensibilité et reproductibilité, et permet 1'identification des composés en utilisant des

bibliothéques spectrales (Steinhauser et Kopka 2007; Garreta-Lara et al. 2016).

Son principe consiste a provoquer 1’ionisation d’une molécule et sa dissolution
¢ventuelle en fragments ionisés puis a déterminer la nature et 1’abondance de 1’ensemble des
ions formés. L’ionisation est faite par deux procédés différents, I’impact électronique (les
molécules de 1’échantillon entrent en collision avec un flux d’électrons, I’impact de 1’¢électron
avec une molécule provoque I’expulsion d’un électron de la molécule créant ainsi un ion positif)
ou I’ionisation chimique (des réactifs comme des ions CHs" ou NH4" réagissent avec les
molécules pour former des ions positifs). Les ions sont extraits de la source au fur et & mesure
de leur formation, accélérés et focalisés jusqu’a I’analyseur par un jeu de lentilles
¢lectrostatiques. Ils passent ensuite dans un analyseur qui contient des électrodes auxquelles on
applique un potentiel oscillant. Cela permet la création d’un champ quadripolaire. Selon son
rapport masse sur charge (m/z), I’ion va effectuer une trajectoire hélicoidale et atteindra alors
le détecteur. Ce dernier fournit ainsi un spectre de masse. L’abondance d’ion est donnée en

pourcentage par rapport a I’abondance des autres ions (Rouessac et Rouessac 2013).

3.7.4. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse et temps de
vol (GC-TOF-MS)

Le profilage de données par la GC-EI-MS a été grandement facilité par le taux élevé
d'acquisition de données par la GC-TOF-MS (Gas chromatography—time of flight-mass
spectrometry) et les procédures de dérivatisation reproductibles adaptées aux métabolites
polaires (Roessner et al. 2000). L’institut Max Plank de molécules et de physiologie de plantes
(Potsdam, Allemagne) ont été les premiers a utiliser la technique TOF basée sur la GC-EI-MS
(Fiehn et al. 2000; Fernie et al. 2004; Lisec et al. 2006; Erban et al. 2007). La TOF analyseur
de masse donne une sensibilité accrue et des profils métaboliques riches en données, qui
demandent ensuite de nouvelles stratégies dans l'exploration de données. La plate-forme

comporte un spectrometre de masse a temps de vol permettant de maniere exhaustive
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I’identification d’un grand nombre de métabolites préalablement extraits d’une matrice puis
purifiés par chromatographie en phase gazeuse (Fiehn et al. 2007). Elle est congue pour
I’analyse des métabolites dans des mélanges complexes (séparation de plusieurs centaines de
pics grace a sa haute vitesse de balayage pouvant atteindre 500 spectres/seconde). Cette
technologie permet de réaliser des spectres métaboliques de 1I’ensemble des composés de faible

poids moléculaire (acides amings, acides organiques, mono et disaccharides ...).

Son principe consiste a introduire I’échantillon par une seringue, il va étre vaporisé et
mélangé au gaz de I’hélium. Les composés sont séparés dans la colonne capillaire en fonction
du temps puis injectés dans la source du spectrométre de masse via une ligne de transfert
chauffée. Cette technique est réservée a l’analyse de composés relativement volatils et
thermiquement stables. Une étape de dérivatisation lors de la préparation des échantillons
permet de rendre volatils certains métabolites tel que les acides aminés, les sucres et les acides
organiques. Dans la source, les molécules sont ionisées par un filament qui génére un faisceau
d’électron (70 eV). L’arrachement d’un électron aux molécules produit des ions radicalaires
(ionisation €lectronique) qui vont se fragmenter sous 1’effet de I’énergie interne intense acquise

lors de I’ionisation (Erban et al. 2007).

Une succession de pulses électroniques poussent les ions formés a travers des grilles
d’extraction et d’accélération. Les ions quittent la source avec la méme énergie cinétique. Les
ions de masses différentes auront des vitesses différentes. Dans le tube de temps de vol, le temps
de trajet des ions pour atteindre le détecteur dépend de leur masse. Le réflectron (miroir
¢lectrostatique en bas du tube) permet de compenser les variations 1égéres d’énergie en sortie
de source. Le détecteur utilisé, une galette de micro-canaux permet d’acquérir jusqu’a 500
spectres de masse par seconde. Les spectres de masse permettent 1’identification des molécules
présentes dans 1’échantillon. En effet, en ionisation €lectronique, chaque composé a un spectre
de masse qui lui est propre et permet de I’identifier s’il est répertorié dans les bibliothéques de
spectres. Les composés identifiés peuvent étre quantifiés en mesurant 1’abondance.
L’intégration du pic chromatographique est effectuée sur le courant correspondant a un ion

caractéristique du composé (Wagner et al. 2003).
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V. L’Elicitation

1. Généralités

L’¢licitation consiste en 1’induction de la biosynthése de métabolites secondaires par

des substances dites « éliciteurs » suite a un stress biotique ou abiotique (Radman et al. 2003).

Selon Namdeo et al. (2007), les éliciteurs peuvent étre classés sur la base de leur
nature en éliciteurs abiotiques et éliciteurs biotiques (Fig.6), ou sur la base de leur origine en
¢liciteurs exogenes et €liciteurs endogeénes. Les ¢liciteurs abiotiques sont des substances dont
I’origine n’est pas biologique et dont les sels inorganiques sont les plus dominants. Ces derniers,
présentent des facteurs physiques agissant en tant qu'éliciteurs comme le Cu, les ions Cd et le
Ca*" (Patel et Krishnamurthy 2013). Les principaux éliciteurs abiotiques sont : des rayons UV
ou des protéines dénaturées, des métaux lourds, des fongicides (Maneb, Buthylamine), des
herbicides (Acifluoronfen).... Alors que les éliciteurs biotiques sont des substances d’origine
organique. Ils comprennent des polysaccharides dérivés des parois cellulaires de la plante
(pectine ou cellulose), les micro-organismes (chitine ou glucane), les glycoprotéines et la G-
protéine ou les protéines intracellulaires dont les fonctions sont couplées aux récepteurs en
activant ou en désactivant un certain nombre d'enzymes ou de canaux d'ions (Namdeo and
others 2007). Ainsi, il été constaté que le traitement des plantes avec un éliciteur biotique peut
provoquer une série de réactions de défense avec l'accumulation d'une série de molécules

végétales bioactives comme les phytoalexines chez les plantes intactes (Siddiqui et al. 2010).
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Les éliciteurs

Eliciteurs Eliciteurs
biotiques abiotiques

Composition Composition Facteurs
complexe définie physiques

g )

— — sels mineraux
1pides 3 RS Température, CaCl,, CdCly,
PGPRS, Radiations, AgNO;3, CeOo,
‘ ' lumiere, CeCls, CuSOsq,
Champignons, Lipopoly- Cellulase, Pression H Cl3 4
Levure saccharides Pectolyase, , .
Glycoprotéine IOI:\: i
metalliques
| Caz-l-’ Co 2+, Fe
Gl dler TPb, Ag ™

Ag®,Zn*", Al
N

Polysaccharides,
Oligosaccharides
, Peptides

Figure 6 : Les différentes catégories d’éliciteurs (Shahzad et Akhtar 2016).

2. Eliciteurs et production de métabolites secondaires

L’¢élicitation active I’expression de genes responsables de la biosynthése des métabolites
secondaires (Roberts et Shuler 1997). Elle constitue une stratégie de choix pour I’amélioration

de la production de diverses substances par voie biotechnologique (Zhao et al. 2005).
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De ce fait, le milieu de culture, particulierement sa teneur en éléments nutritifs, est
devenu une cible pour maximiser 'accumulation des métabolites secondaires (Ono et Tian

2011).

Par ailleurs, plusieurs travaux ont étudié 1’effet des éliciteurs biotiques et abiotiques sur
le taux des alcaloides chez Datura sp. : Cu?" et Cd*" (Furze et al. 1991) ; zinc (Vaillant et al.
2005) ; pH et Agrobacterium rhizogenes (Vu 2008), acide salicylique et acétylsalicylique
(Amdoun et al. 2009), acide jasmonique, les acides salicylique et acétylsalicylique (Amdoun et

al. 2010), le NaCl (Khelifi et al. 2011), les PGPRs (Rahmoune et al. 2017).

Ainsi, les effets stimulants de divers é¢liciteurs (abiotiques et biotiques, endogenes et
exogenes...etc.) sur l'accumulation et 'amélioration de la production des composés bioactifs
chez les plantes médicinales ont été étudiés par de nombreux chercheurs comme 1’illustre le

tableau 3.

Tableau 3 : Quelques travaux sur des plantes médicinales élicitées par des éliciteurs

abiotiques et biotiques (Shahzad et Akhtar 2016).

Plante Type d'¢liciteurs Références

Abrus precatorius Champignons (A. niger, R. stolonifer), (Karwasara et al. 2010)

extrait de levure, acide salicylique, acide

ascorbique, eugénol

Asparagus racemosus | Agrobacterium rhizogenes souche 532. (Dixit et Vaidya 2010)
Pectinase et méthyl jasmonate (Rijhwani and Shanks 1998)
sorbitol, mannitol NaCl et KCI (Zhao et al. 2000b)
Métaux lourds et le Sulfate de vanadyl (Zhao et al. 2000a)

Catharanthus roseus Température (Ten Hoopen et al. 2002)
Co, Zn, Ni, Mn, Cr, W, Cu, B, V, Fe et Mo (Lovkova et al. 2005)
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Lumiéere UV-B

(Binder et al. 2009)

Dioscorea deltoidea

Epicoccum nigrum, Fusarium spp., Mucor
spp., lumiére (400-600 lux)

(Rojas et al. 1999)

Dioscorea galeottiana

Fusarium oxysporum, Rhizopus stolonifer,

UV, acide salicylique

(Pise et al. 2013)

Emidesmus indicus

Chitosane

(Chakraborty et al. 2008)

Chitosane, jasmonate de méthyle, extrait de

levure

(Kundu et al. 2012)

Gymnema sylvestre

Lumicére et sels métalliques

(Bakrudeen et al. 2009)

Aspergillus niger

(Devi et Srinivasan 2011)

Jasmonate de méthyle, extrait de levure,

chitine, pectine

(Veerashree et al. 2012)

CuCly, CdClz, AgNO3, CoCl,, CaCl; et
HgCl»

(Chodisetti et al. 2012).

Mucuna pruriens

Jasmonate de méthyle, chitine, pectine,

extrait de levure

(Raghavendra et al. 2011)

Rubia tinctorum

Pythium aphanidermatum

(Van-Tegelen et al. 1999)

Jasmonate de méthyle, CuSO4, acide

salicylique

(Abd El-Mawla 2012)

Chitosane

(Vasconsuelo et al. 2003)

En outre, les PGPRs sont mieux connus pour agir comme éliciteurs biotiques, qui

peuvent induire la synthése de produits secondaires dans les plantes (Banchio et al. 2008;

Karthikeyan et al. 2008; Sekar et Kandavel 2010; Deepthi et Satheeshkumar 2016).
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3. L’acide salicylique
3.1. Généralités

L'acide salicylique (AS) ou l'acide ortho-hydroxybenzoique (Fig.7), appartient a un
groupe vari¢ de composés phénoliques, identifi¢ comme régulateur de croissance (Hayat et al.
2014). 1l est impliqué dans un large éventail de processus physiologiques dans le régne végétal.
I1 est présent dans les plantes sous forme d'acide phénolique libre et sous une forme conjuguée,
qui peut étre généré par une glycosylation, une méthylation ou hydroxylation du composé
aromatique anneau (Raskin 1992; Lee et al. 1995).

Le dérivé d’AS naturel le plus connu est la salicine (alcool salicylique B-glucoside) qui
est produite dans le saule blanc (Salix alba) et d'autres espéces de saule dont S. purpurea, S.
daphnoides et S. fragilis. Le nom de 1'acide salicylique est dérivé du mot latin du saule (Salix),
parce qu’a partir de I’écorce de cet arbre que Johan Buchner a isolé en 1828 une petite quantité
de salicine (Raskin 1992). Plus tard, en 1838, le scientifique italien Rafaele Piria a obtenu de
I’AS a partir de bourgeons de fleurs de Spiraea ulmaria connue sous le nom Filipendula
ulmaria. A la fin du XIXe si¢cle, en 1899, la société Bayer a formulé un nouveau médicament,
l'acide acétylsalicylique, et 1'a appelé I’acide acétyle-Spirique puis I'aspirine (Kazemi et al.
2011). C’est une substance thérapeutique pour les étres humains et joue aussi un role important
dans le regne végétal. L’ AS est caractérisé par une activité métabolique et physiologique élevée,
et exerce des fonctions de régulation dans les cellules végétales (Hayat et al. 2014).

Depuis plus de vingt ans, ce composé a ¢été étudié pour son role dans la réponse des
plantes a divers facteurs de stress (Horvath et al. 2007). Les résultats de nombreuses études ont
montré que 1’acide salicylique pulvérisé sur des plantes entieres a pu stimuler la croissance des
racines de plusieurs especes telles que la carotte, le radis, la betterave et le soja (Gutiérrez-
Coronado et al. 1998). Aussi, ’AS a été utilisé comme ¢éliciteur dans les cultures des plantes
médicinales pour stimuler la production des métabolites secondaire notamment les alcaloides

tropaniques) (Pitta—Alvarez et al. 2000; Zayed et Wink 2004; Harfi 2009; Pirian et al. 2012).
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OH

OH

Figure 7 : Structure de I’acide salicylique

3.2. Biosynthese

L’AS est synthétisé dans les plantes par deux voies enzymatiques distinctes (Fig. 8) qui
exigent la présence des métabolites primaires tel que la chorismate et la L-phénylalanine
(Wildermuth 2006; Chen et al. 2009). La premiére voie est la synthése de I’AS dans les
chloroplastes par l'intermédiaire de la chorismate via 1’isochorismate dans une réaction de
catalysations en deux étapes par la synthase isochorismate (ICS) et I’isochorismate pyruvate
lyase (IPL) (Wildermuth 2006). 1l a ét¢ montré que 1I’AS synthétisé par cette voie a un role

important dans la défense des plantes contre les pathogeénes (An et Mou 2011).

L’autre voie de biosynthese est la voie de la phénylalanine localisée dans le cytoplasme.
La phénylalanine qui dérive du chorismate est convertie en acide trans-cinnamique (t-CA) par
la phénylalanine ammoniac lyase (PAL) et apres le t-CA est oxydé en acide benzoique (AB).
L'hydroxylation du cycle aromatique d’AB catalysée par I’acide benzoique--2-hydroxylase

(BA2H) conduit a la formation de I’AS (Lee et al. 1995).
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Shikimate
L-phenylalanine Chorismate
PAL =
Acide trans-cinnamique Isochorismate
IPL
Acide benzoique BA2H Acide salicylique

Figure 8 : Voies de biosynthése de 1’acide salicylique (Hayat et al. 2014).

PAL : phénylalanine ammoniac lyase ; ICS : synthase isochorismate, IPL : isochorismate

pyruvate lyase ; BA2H : acide benzoique-2-hydroxylase.
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4. Les PGPRs (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)
4.1. Genéralités

La rhizosphere, est relativement la plus riche en éléments nutritifs, en raison de la perte
de pres de 40% par les plantes des photosynthétats des racines (Whipps 2001). Par conséquent,
cette région contient un grand nombre de populations microbiennes actives qui ont des effets
bénéfiques, neutres ou négatifs sur la croissance des plantes.

Kloepper et Schroth (1978) ont été les premiers a définir les PGPRs : Ce sont les
bactéries qui colonisent la racine de la plante et agissent comme une source supplémentaire
d’hormones et de vitamines de croissance qui sont trés utiles pour améliorer la croissance et le
rendement des plantes. Ces bactéries non-pathogenes possédent un effet inhibiteur sur les
agents pathogeénes des plantes (Elad et Baker 1985).

Les PGPRs comprennent plusieurs genres de bactéries tel que: Arthrobacter,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Cellulomonas,
Clostridium, Enterobacter, Flavobacterium, Micrococcus, Paenibacillus, Pseudomonas,
Rhizobium et Sinorhizobium (Somers et al. 2004; Rajasekar et Elango 2011; Egamberdieva et
al. 2013).

Les PGPRs ont des applications diverses dans l'agriculture, I'horticulture et la foresterie
(Pierson III et Thomashow 1992; Senthilkumar et al. 2008). Elles sont utilisées comme
biofertilisants, bioinoculants et agents de lutte biologique, avec un potentiel pratique
d'amélioration (Tableau 4) (Reddy 2014). Ces rhizobactéries bénéfiques peuvent améliorer la
germination des graines, la croissance des racines, des pousses, le rendement, 1'absorption des
nutriments, la tolérance au stress des plantes et sont capables aussi de controler plusieurs

maladies (Cakmakgi et al. 2006; Egamberdieva et al. 2011).
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Tableau 4 : Formes des PGPRs et leurs mécanismes d'action stimulant la croissance des

plantes (Reddy 2014).

Forme des PGPRs

Définition

Mécanisme d'action

Biofertilisant

Lorsque les bactéries sont appliquées sur les
semences, la surface de la plante ou le sol, elle
colonise la rhizosphere et favorise la croissance
des plantes en augmentant I'approvisionnement en

¢léments nutritifs.

Fixation biologique de

['azote.

Utilisation du phosphore

insoluble

Phytostimulateur

Microorganismes, capables de produire des
phytohormones comme 1'acide indole-acétique,

l'acide gibbérellique, les cytokinines et 1'éthyléne

Production de

phytohormones

Biopesticide

Microorganismes qui favorisent la croissance des

plantes en contrdlant les agents phytopathogeénes

Production d'antibiotiques,
Sidérophores, HCN
Production d'enzymes
hydrolytiques
Systéme systémique
acquis et induit

la résistance

Améliorateur du
fonctionnement

mycorhiziens

Les interactions des champignons mycorhiziens
avec les PGPRs peuvent favoriser le
fonctionnement mycorhiziens et augmenter la

productivité des plantes.

Fixation biologique de

I'azote.

Stimulation de la
colonisation des racines

par des champignons.

4.2. Améliorations des niveaux des substances phytochimiques dans les plantes

Il existe de nombreux rapports sur l'effet bénéfique des PGPRs sur la croissance des

plantes, 1'absorption des nutriments et la défense contre les maladies. Cependant, il existe peu

de travaux sur la production de métabolites secondaires dans les plantes médicinales, comme

les phénols, les flavonoides, les alcaloides, les saponines, les tanins, I’ajmalicine, la serpentine,

le picrocrocin, la crocétine, 1’hyoscyamine, la scopolamine, les composés safranals et la
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tanshinone sont enregistrés comme les métabolites importants produits par les PGPRs pour

susciter les réactions physiologiques et morphologiques chez les plantes médicinales.

Le tableau 5 résume quelques travaux sur I’effet des PGPRs sur les constituants

phytochimiques chez les plantes médicinales.

Banchio et al. (2008) ont étudié les effets de I’inoculation par les PGPRs sur la biomasse
et la composition qualitative et quantitative des huiles essentielles chez Origanum Majorana L.
Ils ont constaté que la teneur en huile essentielle chez la plante est augmentée aprés inoculation
par Pseudomonas fluorescens. Les principaux composés touchés par l'inoculation sont la
terpinen-4-ol, le cis-sabinene hydrate, la trans-sabinene hydrate et 1’a-terpinéol, leurs
concentrations ont augmenté de 1000 fois par rapport a des plantes témoins. L’augmentation de
la teneur des huiles essentielles dans les pousses d’Origanum sp. (Khaosaad et al. 2006) et les
especes Pélargonium (Rao et al. 2002) par Glomus mosseae a été signalée. Des résultats
similaires ont été observés par Gupta et al. (2002) ou l'inoculation de Mentha arvensis avec
Glomus fasciculatum augmente la hauteur des plantes, la croissance des pousses et la teneur en
huiles essentielles. Selon (del Rosario Cappellari et al. 2013), les Pseudomonas fluorescens et
[’Azospirillum brasilense ont augmenté la biosynthése des composantes majeures (azote)

jusqu'a 70% et la teneur totale en phénol chez le tagéte mexicain (Tagetes minuta) (tableau 5).

Tableau 5 : Effet des PGPRs sur les constituants phytochimiques de quelques plantes
médicinales (Reddy 2014; Egamberdieva et da Silva 2015).

PGPRs Plante Constituant Références
phytochimique
Glomus macrocarpum, Anethum graveolens Limone¢ne, Kapoor et al. (2002)
Glomus fasciculatum a-phellandrene
Glomus fasciculatum Mentha arvensis Huiles essentielles Gupta et al. (2002)
Glomus fasciculatum Coléus forskohlii Forskoline Sailo et Bagyaraj (2005)

Glomus fasciculatum,

Azotobacter chroococcum Ocimum spp. Huiles essentielles Vinutha (2005)

Glomus mosseae Ocimum basilicum Huiles essentielles Copetta et al. (2006)
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Bacillus cereus

Salvia militiorrhiza

Pigment Wu et al. (2007)
diterpénoides,
Tanshinones
Glomus macrocarpum, Artemisia annua Artemisinine Kapoor et al. (2007)
Glomus fasciculatum
Glomus mosseae, Andrographis Andrographolide Arpana et Bagyaraj
Trichoderma harzianum paniculata (2007)

Pseudomonas fluorescens

Catharanthus roseus

Ajmalicine, Serpentine

Jaleel et al. (2007)

Bacillus subtilis

Crocus sativus

Picrocrocin, crocétine

et safranal

Sharaf-Eldin et al. (2008)

Pseudomonas fluorescens
Bradyrhizobium sp.

Origanum majorana

Cis-terpinene
trans-sabinene,
a-terpinéol sabinene

Banchio et al. (2008)

Bacillus subtilis

Ocimum basilicum

Terpinéol, eugénol

Banchio et al. (2009)

Azospirillum brasilense,

Catharanthus roseus

Indole de terpénoides

Karthikeyan et al. (2009)

Pseudomonas fluorescens alcaloides
B. cereus Salvia militiorrhiza Tanshinone Zhao et al. (2010)
Bacillus megaterium, Stevia rebaudiana Stevioside Das et Dang
Azospirillum sp. (2010)
Huiles essentielles,
Glomus intraradices Salvia officinalis Bornylacétate, Geneva
1,8-cineol, et al. (2010)

a- et B-thujones

P. putida et P. fluorescens

Hyoscyamus niger

Hyoscyamine

et scopolamine

Ghorbanpour et al.
(2010)

Azospirillum,

Azotobacter chroococcum,
Pseudomonas fluorescens,
Bacillus sp.

Withania somnifera

Aferine A

Rajasekar et Elango
(2011)

Glomus aggregatum,
Trichoderma harzianum,
Bacillus coagulans

Glycyrrhiza glabra

Phénols, ortho dihydroxy
phénols, tannins,
flavonoides

alcaloides

Selvaraj and Sumithra
(2011)
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Pseudomonas putida, Ocimum basilicum Huiles essentielles Ordookhani et al. (2011)
Azotobacter chroococcum

Glomus walkeri, Sphaeranthus Phénols, ortho dihydroxy Sumithra et Selvaraj
Bacillus subtilis, amaranthoides | Phénols, flavonoides, (2011)
Trichoderma viride alcaloides, tannins
Burkholderia gladioli, Stevia rebaudiana Stevioside, Gupta et al. (2011)
Enterobacter aerogenes, rebaudioside-A

Serratia marcescens

Glomus fasciculatum, Coléus forskohlii Forskoline Singh et al. (2012)
P. monteilii
Glomus lamellosum Geranium dissectum Huiles essentielles Karagiannidis et al.
(2012)
Glomus lamellosum Lavandula angustifolia Huiles essentielles Karagiannidis et al.
(2012)
Glomus lamellosum Santolina chamaecypar Huiles essentielles Karagiannidis et al.
(2012)
Pseudomonas putida Anethum graveolens Carvone, limonéne Tajpoor et al. (2013)
Glomus intraradices, Lonicera confuse Acide chlorogenique Shi et al. (2013)

Glomus etunicatum

Pseudomonas fluorescens, Tagetes minuta Huiles essentielles, Cappellari et al. (2013)
Azospirillum brasilense phénols
Glomus mosseae, Thymus daenensis Huiles essentielles Bahadori et al. (2013)

Bacillus subtilis

4.3. Identification des PGPRs par L’ARNr 16S

L'ARN ribosomique (ARNr) 16S est le constituant ARN de la petite sous-unité
ribosomale 30S des procaryotes. Le gene codant pour cet ARNr est le « géne 16S ARNr»
(Clarridge 2004), présent dans 1’ensemble des especes bactériennes en un nombre variable de
copies (Stackebrandt et al. 1987; Reller et al. 2007). Il est composé d’environ 1500 nucléotides
et est constitué de sept régions conservées et de neuf régions hypervariables (annexe 1)

(Chakravorty et al. 2007). Ce gene est utilisé pour identifier et détecter toute espece bactérienne.
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Des travaux préliminaires ont pu montrer que le géne ARNr 16S code pour un ARN
ribosomique de fonction constante dans 1’évolution ; ce géne peut donc servir d’horloge
moléculaire pour suivre les changements dans 1’évolution des bactéries. Les séquences du geéne
16S ont ainsi joué un réle majeur dans I’étude de la phylogénie et de la taxonomie bactérienne
(Olsen et Woese 1993; Janda et Abbott 2007). En 1991, Weisburg et al. ont décrit des amorces
dites « universelles » permettant d’amplifier 1’intégralité¢ du géne codant pour ’ARNr 16S de
la plupart des bactéries (Weisburg et al. 1991). Actuellement de multiples amorces universelles
ont été décrites dans la littérature. Il n’existe malheureusement aucune revue ni aucune base de
données qui répertorierait les dizaines d’amorces décrites depuis 20 ans. Dans le domaine de la
détection bactérienne, Sontakke et al. ont proposé en 2009 une synthése des diverses amorces
utilisées. De plus la nomenclature des amorces reste non consensuelle ; souvent les auteurs
nomment une amorce avec un nombre faisant référence a la position de la premiére base sur
I’ADNr 16S d’Escherichia coli, suivie de F ou R pour forward ou reverse. Mais cela n’est pas
toujours le cas, comme pour les amorces fréquemment utilisées D1 et rP2 décrites par Sontakke

et al. (2009).

Le terme de « PCR universelle » ou « PCR 16S » a été utilisé par abus de langage
dans les décennies suivantes pour nommer I’amplification du géne codant pour ’ARNr 168S.
Les termes de « 16S court » et « 16S long » ont fait également leur apparition dans le langage
courant des microbiologistes pour faire référence a différentes longueur de séquences
amplifiées « 16S court » fait référence a I’amplification d’une partie du gene codant pour
I’ARNr 16S, le plus souvent les 500 premiers nucléotides mais ce n’est pas toujours le cas
(Reller et al. 2007). Pour la plupart des souches, le pouvoir discriminant de ces courtes

séquences semble suffisant pour discriminer les espéces entre elles (Clarridge 2004).

39



Matériel et Méthodes




Matériel et Méthodes

I. Objectif du travalil

Ce travail a pour buts d’étudier et d’identifier des PGPRs (Pseudomonas, Bacillus et

Lysinibacillus), isolées dans diverses régions d’ Algérie et de tester leurs effets sur :

- la croissance et le développement des plantes (Arabidopsis thaliana ; plante modéle et
Datura sp.) dans différents systémes de cultures.

- Les teneurs en azote, carbone, hydrogéne et le rapport C/N.

- Les teneurs en alcaloides dans les feuilles et les racines du Datura stramonium et Datura
innoxia.

- les teneurs en métabolites primaires et secondaires chez D. stramonium et D. innoxia.
Pour cette dernicre I’effet d’un éliciteur I’AS a été également étudié seul ou en

combinaison avec les PGPRs.
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Il. Materiels utilisés
1. Matériel végétal

1.1. Origine des graines de Datura

Les graines de Datura stramonium et Datura innoxia (Fig. 9) utilisées tout au long de
nos travaux sont originaires d’Alger et d’ Ain Defla respectivement. Elles ont été¢ obtenues par
semis en serre a I’école nationale supérieure agronomique-ENSA- El-Harrach, Alger depuis
2009 par I’équipe 5 de biotechnologies végétales forestieres (Dr. Morsli A.) du laboratoire de
Ressources génétiques et biotechnologies (L-RGB), ENSA.

y 1}.." 3
':0.0 0% o
0. . ¢ '.'azb'

Figure 9 : Graines matures des Datura utilisées durant notre travail.

1 : Datura stramonium (X 1,4) ; 2 : Datura innoxia (X 1,5).

1.2. Origine des graines d’Arabidopsis thaliana

Les graines d’Arabidopsis thaliana variét¢é WT colombia-0 utilisées pour tester 1’effet
des PGPR sur la croissance in vitro, nous ont ¢ét¢ fournies par le laboratoire de Molecular
Ecology of the Rhizosphére- RWTH Université de Aachen, Allemagne.

Arabidopsis thaliana ou "Arabette des Damesy, présente un modeéle de choix, ¢’est une
petite plante de 30 a 40 cm. Elle est en effet au cceur de nombreuses recherches sur le processus

de la vie et I’évolution chez les plantes (Baldini et al. 2014).
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2. Matériel bactérien

Les souches bactériennes utilisées durant notre étude, proviennent :

- Pour les souches Pseudomonas, Bacillus et Lysinibacillus du laboratoire de
phytopathologie du département des Biotechnologies de la faculté des sciences de la
nature et de la vie, Université de Blida 1 (isolées par le Professeur Benchaabane M.).

- Pour la souche rhizobium Konm6 du laboratoire des analyses du sol de 1’école nationale
supérieure agronomique, ENSA (isolée par le Professeur Ounane S.).

- Pour la souche Agrobacterium rhizogenes A4 (isolée par Mme Krimi Z.) du laboratoire
de ressources génétiques et biotechnologies, L-RGB, ENSA ou elle est entretenue. Elle
est originaire de la Californie (Etats-Unis), elle a été obtenue par Dubrin (Bouzar 1983).
C’est une souche a agropine (Lambert et al. 1988). Son ADN-T est constitué¢ de 2
segments, le TrR-DNA (right-DNA) qui porte les génes de synthése d’auxine (Giri et
Narasu 2000; Tao et Li 2006) ; et le T.-DNA (left- DNA), qui porte les génes rolA,
rolB, rolC et rolD qui dirigent la syntheése d’une substance qui programme les cellules

pour se différencier en racines sous 1’influence d’auxines endogenes (Tao et Li 2006).

I1l. Meéthodes de culture
1. Culture des bactéries

1.1. Culture sur milieu solide

Les différentes souches bactériennes ont été entretenues sur milieu solide (15 g d’agar/1)
dans des boites de Pétri contenant le milieu King B pour les souches : Pseudomonas, Bacillus
et Lysinibacillus ; le milieu YEM pour la souche Konm6 et le milieu YMB pour
1I’Agrobacterium souche A4.

Les boites de Pétri ont été d’abord placées dans une étuve a 28 °C pendant 2 jours, puis
elles ont été conservées au réfrigérateur a 4 °C pour des utilisations ultérieures. Pour leurs

entretiens, ces souches bactériennes ont été repiquées tous les mois sur un milieu neuf.

1.2. Culture sur milieu liquide

Avant chaque expérience, les bactéries ont été repiquées puis laissées pendant 2 jours
dans I’étuve a 28 °C sur un milieu solide. Cette étape a été répétée 2 a 4 fois pour avoir une
croissance optimale. A partir d’une colonie isolée, les bactéries ont été ensuite cultivées dans

un milieu King B liquide. Des études préalables sur les cinétiques de croissance des bactéries
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ont permis d’estimer les croissances des souches. Les phases exponentielles des souches se sont
situées entre 17 a 22 h, a une température de 28 °C et sous agitation orbitale de 120 rpm. Apres
chaque culture, les densités bactériennes en milieu liquide ont été mesurées a une longueur

d’onde de 600 nm (de 1 a 1,5).

2. Culture d’Arabidopsis thaliana

2.1. Désinfection des semences

Les graines d’Arabidopsis thaliana ont ¢été désinfectées selon les étapes

suivantes (Schwachtje et al. 2011) :

- Trempage dans 150 ml d’éthanol (70%) et centrifugation pendant 1 min a 4000 rpm.
- Elimination de I’éthanol puis rincage a 1’eau distillé stérile.

- Centrifugation pendant 1min a 4000 rpm dans 150 ml d’eau de Javel 10%.

- Décantration pendant 10 min puis élimination de I’eau de Javel.

- Enfin, 5 ringages avec 1’eau distillé stérile.

2.2. Préparation des bactéries

Les bactéries ont été préparées selon le protocole suivant :

Les bactéries sont cultivées dans un milieu King B liquide et incubées pendant 24h a 28°C sous
agitation a 120 rpm. Apres I’incubation, les échantillons sont passés a la centrifugation a 25°C
pendant 20 mn. Enfin, le culot de cellules est récolté et remis en suspension avec le milieu King

B pour parvenir a une densité optique de 1 (lecture spectrophotométrique a 630 nm de longueur
d’onde).

2.3. Inoculation des graines

L’Arabidopsis thaliana (considérée comme plante mode¢le), variété WT-0 colombia a
été utilisée en culture in vitro afin d’étudier 1’effet des souches bactériennes isolées sur la

croissance et le développement des vitrosemis.

Le milieu de culture adopté est celui MS (Murashige and Skoog 1962 ; sans vitamines
et sans sucres) a pH 5,7, solidifié par 7g/1 d’agar. Apres autoclavage a 120 °C pendant 20 min,
le milieu a été reparti dans des boites de pétri carrées a raison de 15 ml/boite, sous hotte
(Schwachtje et al. 2011).

Ainsi, les graines d’Arabidopsis thaliana (préalablement désinfectées) ont été inoculées
avec les 03 souches bactériennes isolées (Pseudomonas, Bacillus et Lysinibacillus) par
trempage dans des tubes Eppendorf pendant 1 heure (laboratoire de Molecular Ecology of the
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Rhizospheére- RWTH Université de Aachen, Allemagne). Puis elles ont été mises en
germination dans les boites de Pétri contenant le milieu de culture et ensuite elles ont été
installées dans un phytotron, pendant 3 semaines. Sans oublier le lot témoin (graines non traitées
par les bactéries).

Les conditions de culture dans le phytotron sont stables, une photopériode de 16 h/8 h
(lumiére/obscurité), une température de 25 °C, humidité¢ relative de 60-70% et intensité
d’éclairage de 180 umol de photons m™2 s (unité de rayonnement photosynthétique actif) en
utilisant la lumicre blanche (Laboratoire de Molecular Ecology of the Rhizosphére- RWTH
Université de Aachen, Allemagne).

NB : le nombre de répétition pour chaque traitement est de 10.

2.4. Paramétres mesures
Les paramétres de croissances mesurés sont :

- Longueur moyenne des racines (de la racine principale de 1'origine de la graine a la
pointe) ;

- Nombre moyen des feuilles ;

- Nombre moyen des racines secondaires ;

- Diamétre moyen de la rosette ;

- Poids frais moyen et poids sec moyen.
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3. Culture des Datura
3.1. Scarification et mise en germination des graines de Datura

Avant de les mettre en germination, les graines sont préalablement scarifiées a 1’aide du
papier verre (80 point) pour le Datura stramonium selon la méthode de Khelifi-Slaoui et al.

(2005) et d'un coupe-ongles pour Datura innoxia.

Les graines sont semées dans des pots de 10 litres contenant du terreau, puis elles sont
couvertes par une couche de 0,5 cm de terreau ou I’humidité est maintenue par un arrosage
quotidien. Quatre a cinq semaines apres germination, les plantes atteignent le stade 5-7 feuilles.
A ce stade, elles sont transplantées en hydroponie pour Datura stramonium ou repiquées sur le

méme substrat pour Datura innoxia (Fig.10).

Figure 10 : Plantules de Datura innoxia aprés 3 semaines de semis sur terreau (A), et

plantules de Datura stramonium en préparation pour transplantation en hydroponique (B).

3.2. Culture hydroponique (Datura stramonium)

3.2.1. Description

La culture hydroponique utilisée est une technologie de production caractérisée par une
alimentation minérale des racines dans une solution nutritive (Milieu MS liquide sans vitamine
et sans sucre) et ne nécessite pas de support solide. Elle consiste en systeémes pilotes (tube
« pvc » avec une solution nutritive circulante).

Dans ce dispositif, on a utilisé 10 tubes PVC de 200 mm de diameétre, dans chaque tube

on a effectué 8§ trous (espacé de 30 cm I’un de I’autre) ou les plantes ont été placées. Les tubes

45



Matériel et Méthodes

ont été installés sur un support métallique (Fig.11a et b). A la fin de chaque tube, on a placé
des seaux (réservoir) de 12 litres contenant la solution nutritive. Dans ce systéme, les racines
des plantes restent en suspension et la conduction des solutions nutritives vers les racines des
plantes a été faite a I’aide des tuyaux noirs (20 mm de diamétre), contenant a la fin des buses
de brumisation qui pulvérisent la solution sur les racines. La circulation des solutions a été
assurée par des pompes liées a un programmateur qui garanti I’alimentation en suivant un cercle
fermé de 3 min pulvérisation / 3 min arrét (Fig.11a et b).

Ainsi, les plantules sont préalablement dépotées et les racines sont ensuite rincées pour
¢liminer les particules de sol au moyen d’un jet d’eau a pression modérée puis elles sont
transférées en systéeme hydroponique pendant 2 semaines pour I’adaptation.

Les cultures des Datura sp. en hydroponie (Fig.11) ou en substrat (Fig.12), ont été
réalisées en serre ou les conditions de lumiere ont été naturelles assurées par le soleil (12 h jour

/12 h nuit). Cependant les températures ont été variables de 25 a 30 °C.

Plante DS
buses de brumisation &
Tuyaux e
=T QRE
Tube PVC - 3
support
Pompe + [~ == métallique =
Minuteri
Solution |||¢—— Reservoir
nutritive
A

Figure 11 : Dispositif de la culture hydroponique, (A) : Schéma explique le fonctionnement

de notre systéme hydroponique ; (B) : Photo du systéme.

3.2.2. Traitements effectués
En plus des 02 souches bacteriennes (Pseudomonas et Bacillus), deux autres souches ont
été utilisées, un rhizobium souche Konm6 et est une Agrobacterium rhizogenes souche A4, afin

de les comparer avec les deux souches précédentes. Apres les deux semaines d’adaptation, les
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plantes ont été inoculées (par trempage dans une solution du milieu King B contenant les
bactéries pendant 1 heure, puis elles ont été transférées directement en hydroponie.

NB : le nombre de répétition est de 10 pour chaque traitement et pour le témoin.

3.2.3. Parameétres mesurés
Durant les 16 jours de culture, des mesures et des prélevements ont été réalisées, 2, 8 et

16 j.a.i. (jours apres I’inoculation), ils ont porté sur les parameétres suivants :

- Longueur moyenne des plantes (mesurée a partir du collet jusqu’au bourgeon terminal) ;
- Nombre moyen de feuilles ;

- Poids frais moyen (mesuré pour la plante entiere 2, 8 et 16 j.a.1.) ;

- Poids sec moyen (mesuré, aprés 16 jours pour les deux parties : racines et tiges), apres

séchage des échantillons a I’étuve pendant 72 h a 50 °C.

3.3. Culture en pots (Datura innoxia)

3.3.1. Traitements effectués

Cette étape a été réalisée dans le terreau (Fig.12). L’inoculation a été faite par les
souches Pseudomonas et Bacillus avec une élicitation par deux concentrations 10% M et 10° M
d’acide salicylique.

Ainsi, les plantes du Datura innoxia agées de 04 semaines ont été inoculées et élicitées,
puis transférées dans des pots contenant du terreau désinfecté. En plus du lot témoin non inoculé
et non ¢élicité.

NB : le nombre de répétition est de 3 répétitions pour chaque traitement.

3.3.2. Parametres mesurés
Durant 4 semaines de culture apres inoculation et élicitation, des mesures ont été

réalisées pour chaque traitement :

- Lalongueur moyenne des plantes (du collet jusqu’au bourgeon terminal) ;

- Le nombre moyen de feuilles ;

- Le poids total moyen des plantes ;

- Le poids sec moyen des racines (a la fin de culture), ce dernier a ét¢ mesuré pour les
deux parties de la plante : racines et tiges, apreés séchage des échantillons a I’étuve

pendant 72 h a 50 °C.
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Figure 12 : Dispositif de la culture du Datura innoxia en pots.

IV. Identification des bactéries isolées par la ARNr 16S

1. Isolement des souches bactériennes

Les trois souches bactériennes Pseudomonas, Bacillus et Lysinibacillus ont été isolées
en Algérie a partir de la rhizosphere du poirier a Ghardaia (sud centre de 1'Algérie : 32 © 29 '00
"N, 3 ©40' 00" E), palmier dattier a Bechar (sud ouest de 1'Algérie 31 © 33 '40 "N, 2 °© 14' 24"
W) et de la tomate & Ain Defla (nord ouest de 1'Algérie 36 ° 15'50 "N, 1 ° 58'04" E)
respectivement. Les rhizosphéres (le sol) des échantillons ont été diluées en série et les
suspensions ont été utilisées pour isoler les souches bactériennes sur des plaques contenant du
milieu King B gélosé (15g d’agar/l) (King et al. 1954) a 30 °C pendant 48 h.

Apres isolement, les bactéries ont été entretenues sur le méme milieu.
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2. Extraction d’ADN des souches bacteriennes

L’extraction de I’ADN des bactéries est utilisée selon le protocole fourni avec le kit
« MiniBacteria Kit » (Janek et al. 2010) (voir annexe 2) :

3. Quantification d’ADN

Il est important de quantifier et d’analyser la pureté des acides nucléiques apres leurs
extractions. La méthode la plus répandue pour la quantification d’acides nucléiques est la
spectrophotométrie.

On a mesuré le taux d’ADN présent dans chaque souche bactérienne en utilisant le

spectrophotométre « Nano drop » (Fig.13).

Figure 13 : Nano Drop utilisé pour quantifier le taux d’ADN pour chaque souche

bactérienne.

4. Amplification du géne ARNr 16S par PCR (Polymerase Chain Reaction ; Réaction

en chaine par polymérase)

Apres I’extraction d’ADN génomique pour chaque souche bactérienne, 1’étape suivante

est ’amplification d’un fragment de ’ARNr 16S en utilisant 2 types d’amorces universelles ;

- lapremiere : BAC 27f (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’)
- la deuxiéme : BAC 1492r (5’-CGG TTA CCT TGT TAC GAC TT-3").

Les caractéristiques des amorces utilisées en PCR sont présentées dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Amorces utilisées pour amplifier I’ADNr 16S par PCR (Lane

1991).
Amorces Séquences (5’ 3°) Positions sur | Température de Poids
E. coli Fusion °C moléculaire
g/mol
27f 5’-AGA GTTTGA f8-27 50,3 6161
TCM TGG CTC AG-
3
1492r 5’-CGG TTA CCT r 1492-1511 52,2 6074
TGT TAC GAC TT-
3’

NB : (f : forward ; r : reverse).
Le géne ARNTr 16S des souches bactériennes a été amplifié par PCR, apres préparation
en utilisant une solution de réaction contenant :
- 1 ul de chaque amorce (27f et 1492r) ;
- 1 pl d’échantillon d’extrait d’ADN ;
- 10 pl de Master Mix (GoTaq Green, ProMega) ; contenant la Taq ADN polymérase,
dNTPs, MgCl; et tampons de réaction
- 7 ul d’eau distill¢ stérile.
Le volume final étant de 20 pl pour chaque souche. Une réaction sans ADN a servi comme
témoin.
Les amplifications ont été réalisées par un Thermocycleur TC 5000 (laboratoire Molecular

Ecology of the Rhizosphére- RWTH Université de Aachen, Allemagne) (Fig.14) selon le

programme d’amplification détaillé dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Programme PCR utilisé pour ’amplification d’ADN des souches bactériennes.

Etapes Température (°C) Temps (min) Nombre de cycles
Dénaturation initiale 94 04 /
Dénaturation 94 01 30
Hybridation 56 01 30
Elongation 72 02 30
Elongation finale 72 10 /
Maintien 4 pause /

Figure 14 : Thermocycleur Thermal Cycler TC 5000 (Allemagne).

5. Nettoyage des produits obtenus par la PCR

Le nettoyage des produits finaux obtenus apres 1’amplification de I’ADNr 16S pour
chaque souche s’est déroulé en 5 phases :
- Vérification de 1’état de la liaison d’ADN
- Liaison de I’ADN aux membranes de silice
- Lavage des membranes de silice

- Séchage des membranes de silice

- L’élution de I’ADN.
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6. Séquencage

Les produits finaux nettoyés ont été envoyés pour les séquencer dans le laboratoire
spécialisé ‘SeqLab’ (Gottingen, Allemagne).

Les séquences nucléotidiques obtenues ont été traitées a 1’aide du logiciel « Clone
Manager Professionnel » pour éliminer toutes les lectures de faible qualité et les transformer en
séquences consensus. Les séquences de hautes qualités obtenues apres les traitements ont été
analysées dans la base de données Blast de NCBI (National Center for Biotechnology
Information=(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) pour identifier les souches en les

comparant avec des séquences les plus proches dans la base de données.

7. Courbes de croissance et dénombrements des bactéries

Pour chaque souche bactérienne isolée, la croissance bactérienne a été suivie au cours du
temps par mesure de 1’absorbance a 600 nm.
Au cours de cette étape, les cultures ont été réalisées dans des Erlenmeyers de 250 ml

contenant 50 ml de milieu King B. Les mesures ont été faites chaque heure durant 24 heures.

V. Les Méthodes analytiques

1. Dosage de I’azote total, du carbone total et de I’hydrogéne

La détermination des taux totaux en azote, en carbone et en hydrogene des échantillons
secs broyés (Arabidopsis et Datura) a été réalisée a I’aide d’un analyseur élémentaire (Vario
EL III Elément Analyzer, Laboratoire de Molecular Ecology of the Rhizosphére- RWTH
Université de Aachen, Allemagne). Les mesures sont basées sur la méthode de Dumas (1831)
qui permet le dosage de 1’azote, du carbone et de I’hydrogene contenus dans les échantillons
apres une combustion compléte et détection des gaz élémentaires.

Avant d’initier le dosage, ’appareil est étalonné a 1’aide de deux standards, 1’acide
aspartique et le nicotinamide dont le pourcentage de carbone et d’azote est connu. Pour chaque
échantillon, des pesées de 10 a 20 mg ont été faite a I’aide d’une balance de Précision a 0,01mg,
puis elles sont conditionnées dans une nacelle en étain (P/N 252 08000, Thermo). La nacelle
qui porte les échantillons est comprimée puis ils ont été introduits dans I’analyseur par un
chargeur automatique.

Le gaz vecteur de l’analyse est I’hélium (140 ml/min). L’échantillon subit une

combustion « Flash » en présence d’oxygene dans un four a oxydation maintenu a 920°C.
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L’oxydation est complétée par catalyse et les halogénes sont piégés dans un tube contenant de
I’oxyde de chrome et de I’oxyde cobalto-cobaltique argenté. Les gaz sont ensuite réduits sur un
tube de cuivre maintenu a 600°C ou I’oxygene et les sulfates sont piégés. A cette température,
les oxydes d’azote sont réduits en azote moléculaire (N2) et les oxydes de carbone en COo.
L’eau est enfin piégée sur un filtre danhydrone (perchlorate de magnésium). Le CO; et le N>
présents dans le tampon de gaz sont alors séparés sur une colonne de chromatographie en phase
gazeuse, en fonction de leur affinité pour la phase stationnaire (polymeére poreux a base de
divinylbenzene). Ils sont détectés en sortie de colonne par un catharometre. Les signaux,
enregistrés sous forme de chromatogrammes, sont analysés par le logiciel Flash EA 1112
(Thermo Electron Corporation, Italie) qui identifie les molécules CO» et N par leur temps de
rétention et détermine leur quantité par rapport aux étalons cités précédemment.

NB : le nombre de répétition est de 3 pour chaque traitement.

2. Extraction des métabolites primaires et secondaires dont les alcaloides

L’extraction a été faite suivant le protocole de Kopka et al (2004) (groupe d’application
des analyses des metabolites, Institut Max Planck de la physiologie des molécules des plantes-
Golm-Allemagne).

Dans des tubes Eppendorf de 2 ml, on met 20 mg du matériel végétal sec broyé de
chaque échantillon, puis on ajoute 300 pl de méthanol (concentré a 100%) et on les refroidit a
-20°C pendant 10 min (pour que les activités enzymatiques s’arrétent). Ensuite, on ajoute 30 ul
d’acide undécanoique ester méthylique (2 mg/ml dans CHCI3) et 30 pl d'un pré-mélange a base
de sorbitol. Ce mélange est agité et chauffé¢ fortement au vortex les tubes pendant 15 min a
70°C. Puis, on ajoute 200 ul de CHCIs et 400 ul H>O, apres on mit les tubes dans le vortex pour
les homogénéiser. Les échantillons sont centrifugés a 14000 rpm pendant 5 min. le surnageant
de la phase polaire supérieure est transféré dans des nouveaux tubes Eppendorf. Ensuite, les
¢échantillons obtenus sont séché dans un Speed-Vac durant toute la nuit et conservé a -20°C

jusqu’a leur utilisation.

3. Dosage des métabolites primaires et secondaires dont les alcaloides

Les analyses biochimiques réalisées dans ce travail concernent les métabolites
primaires, les métabolites secondaires y compris les alcaloides et les différents ¢léments
chimiques produits par la plante entiere en distinguant la partie aérienne et racinaire. Ces
molécules ont été détectées et dosées par la technique la plus performante la GC-TOF-MS (gas

chromatography—time of flight-mass spectrometry). Ces analyses ont été réalisés dans I’institut
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Max Planck de la physiologie des molécules des plantes-Golm- Potsdam, Allemagne.

Le profilage des métabolites a été réalis¢ comme précédemment décrit par Wagner et
al. (2003) ; Erban et al. (2007) par chromatographie en phase gazeuse couplé au temps de vol
de masse spectrométrie (gas chromatography coupled to electron impact ionization/time-of-
flight mass spectrometr : GC-TOF-MS). Cela, en utilisant un Agilent 6890N24 de
chromatographie en phase gazeuse (Agilent Technologies, Boblingen, Allemagne;
http://www.agilent.com) avec split et splitless injection sur une colonne capillaire VF-5 ms
facteur quatre, 30 m de longueur, 0,25 mm de diameétre intérieur, épaisseur du film de 0,25 um
(Varian Agilent Technologies, Waldbronn, Allemagne), qui est reliée a un Pegasus III a temps
de vol a spectrométre de masse (time-of-flight mass spectrometer) (LECO Instrumente Gmbh,
Monchengladbach, Allemagne; http://www.leco.de). Les métabolites ont ét¢ méthoxyaminées
et triméthylsilylées manuellement avant de les analyser avec la GC-TOF-MS (Fiehn et al 2000 ;
Roessner et al 2000 ; Wagner et al. 2003 ; Lisec et al. 2006 ; Erban et al. 2007). Les indices de
rétention ont été étalonnés par addition de C10, C12, C15, C18, C19, C22, C28, C32 et C36
mélange n-alcanes a chaque échantillon (Strehmel et al. 2008). Les chromatogrammes GC-
TOF-MS ont été acquis, visuellement controlés, base de données corrigées et exportées dans
un fichier format NetCDF a I'aide du logiciel ChromaTOF (Version 4.22 ; LECO, St. Joseph,
MI, USA). Le traitement GC-MS de données standardisées en une matrice de données
numériques et l'identification des composés a été effectuée en utilisant le logiciel TagFinder
(Luedemann et al. 2008). Les composés ont ét¢ identifiés par des spectres de masse et du temps
de rétention correspondant a l'index de collection de référence dans la base de données Golm
M¢étabolome (GMD, http://gmd.mpimpgolm.mpg.de/) (Kopka et al. 2005; Schauer et al. 2005;
Hummel et al. 2010) et de la base de données NISTOS8 (http://www.nist.gov/srd/ mslist.htm).

NB : le nombre de répétition est de 3 pour chaque traitement.

VI. Traitement statistique des données
Les analyses statistiques ont ¢été réalisées a I’aide du logiciel STATGRAPHICS
Centurion et I’Excel version 2013, en utilisant :
- Laprocédure d’analyse de la variance a un facteur, avec éventuellement la comparaison
des moyennes selon le test de LSD de Fisher (au seuil de 5%).
- Les discriminations de groupes homogenes par rapport a 1’effet d’un facteur ont été
¢galement réalisées avec un test de LSD de Fisher (seuil de 5%).

- Les bars d’erreur sur les figures représentent 1’écart type.
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Résultats & Interprétations

I. Identification des bactéries rhizosphérique et analyse de la croissance
bacterienne

Cette partie du travail a port¢ sur I’identification de 03 souches bactériennes
rhizosphérique Pseudomonas, Bacillus et Lysinibacillus isolées dans 03 régions différentes de
I’ Algérie.

1. ldentification des bactéries

L'identification des trois bactéries Pseudomonas, Bacillus et Lysinibacillus a été réalisée
sur la base de la méthode ARNr 16S par séquengage de I’ADNr 16S apres amplification par
PCR.

La comparaison des séquences partielles obtenues a été faite avec les séquences
déposées précédemment dans la base de données GenBank (NCBI) :

- La premiere séquence obtenue a montré une identité¢ de 100% avec la souche
Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162 (numéro d'accés 114226) et
Pseudomonas plecoglossicida FPC 951 (numéro d'accés 024662), notre bactérie a
été nommée Pseudomonas plecoglossicida souche Pp20.

- La deuxiéme séquence a montrée 99% d'identité avec trois bacilles (Bacillus
toyonensis, Bacillus thuringiensis ou Bacillus cereus), la souche a été appelée
Bacillus sp. Souche Bt04.

- Latroisiéme séquence a montré une identité de 99% avec la souche Lysinibacillus
fusiformis NBRC15717 (numéro d'accés_112569) et Lysinibacillus Fusiformis
DSM 2898 (numéro d'acceés _042072), la souche a été nommée Lysinibacillus
fusiformis souche L{89.

Toutes les données et informations sur les 03 séquences d’ARNr 16S obtenues ont été
déposées dans la base de données GenBank nucléotidique de NCBI sous des numéros d'acces
KU321233 pour la souche Pp20, KU321234 pour la souche Bt04 et KU321235 pour la souche
L£89. (voir annexe3, 4 et 5).

Par ailleurs, Des observations microscopiques ont été effectuées afin de distinguer
entre les formes des 3 souches.

Les résultats ont montré que la forme de Bt04 ressemble a celle de Lf89 avec une densité
bactérienne plus élevée chez Bt04. Alors que Pp20 présente une forme batonnée plus longue

que les deux premiéres (Fig.15).
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Figure 15 : Observation microscopique des bactéries rhizosphérique (A) :
Pseudomonas plecoglossicida souche Pp20 (X 2000) ; (B) : Bacillus sp. souche
Bt04 (X 2000) ; (C) : Lysinibacillus fusiformis souche L{89 (X 2000).

Ainsi, ces bactéries appartiennent a trois genres différents :

Les Pseudomonas (Pseudomonas plecoglossicida) : sont des bactéries a Gram négatif
non sporulées, aérobies, en forme de tige, mobiles par un ou plusieurs flagelles polaires (Liu et
al. 2008). Elles ont des cellules de 0,5um de largeur et de 2,0 & 2,5 pum de longueur. Les
Pseudomonas sont des microorganismes trés répandus, bien connus, et peuvent étre isolés a
partir de plusieurs sources naturelles comme le sol, les plantes, les eaux minérales ou les
échantillons cliniques.

Les Bacillus (Bacillus sp.) sont des bactéries grandes et hétérogénes peuvent étre
anaérobies, aérobies ou facultatives a Gram positif, a une forme de bacille, formant des
endospores qui sont largement distribués dans l'environnement. En général, les espéces de
Bacillus utilisées en biocontrole sont mobiles, avec des flagelles (Gordon et al. 1973). Ils
tolérent diverses conditions environnementales. La majorité est mésophile, avec une
température optimale de 30 a 45°C ; Cependant, certains sont thermophiles, de plus en plus a
hauteur de 65°C, ou psychrophiles, capables de croitre a 0°C. Ils se trouvent, pratiquement, sur
une plage de pH allant de 2 a 11 (Hyde et al. 2006). De maniére générale, les Bacillus sont
capables d'utiliser des composés organiques simples, tels que les acides aminés, les sucres, les
acides organiques ou les hydrates de carbone, ainsi que diverses autres substances (Chakraborty
et al. 2006).

Les Lysinibacillus (Lysinibacillus fusiformis) sont des bactéries ubiquitaires, a Gram
positif, aérobies, a une forme de tige. Aussi, elles sont mésophiles et sporulées, généralement
isolées du sol. A l'heure actuelle, le genre Lysinibacillus est composé de 18 espéces (Cheng et

al. 2015). Les souches appartenant a ce genre contiennent la lysine et I'aspartate dans la sous-
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unité peptidique du peptidoglycane de la paroi cellulaire, comme acides aminés de diagnostic.

Alors que l'acide méso-diaminopimélique caractérise le genre Bacillus (Miwa et al. 2009).

2. Croissance bacterienne
Dans le milieu King B liquide a 28°C et sous agitation (210 rpm) la croissance des 3
souches a été suivie chaque heure durant 24 heures. Ainsi, I’étude des courbes de croissance a
montré que ces derniéres suivent en général une croissance avec 6 phases principales (Fig.16) :
- Laphase de latence : courte d’environ de 2h et le taux de croissance nul

- Phase d'accélération, de 2h a 6h, caractérisée par une augmentation de la vitesse de

croissance.
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Figure 16 : Cinétique de la croissance en fonction du temps des 3 souches

Pp20, Bt04 et L{89.

- la phase exponentielle, la plus longue de 6h a 14h pour la souche Pp20 et jusqu’a 16h pour
les 2 souches Bt04 et Lf89 ou les taux de croissance atteignent le maximums
- La phase de ralentissement de 14h a 16h pour Pp20 et de 16h a 18h pour Bt04 et Lf 89 ou la
vitesse de croissance régresse.
- La phase stationnaire : de 16h a 18h pour Pp20 et de 18h a 20h pour Bt04 et Lf89, dans cette
phase le taux de croissance devient nul et les bactéries qui se multiplient compensent celles
qui meurent au-dela
- La phase de mortalité au-dela.

Par ailleurs, la souche Pp20 a présenté la cinétique de croissance la plus rapide, elle a
atteint apres 16 heures, une DO de 1,6. Suivie par la souche Bt04 qui a montré une DO de 1,5
aprés 18 heures de culture. Alors que la souche L89 a présenté la cinétique la plus lente,

apres 18 heures, elle a atteint une DO de 1,3
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Il. Effets des bactéries rhizosphérique sur la croissance chez Arabidopsis
thaliana

Cette partie dans notre travail, a pour but de vérifier et de confirmer 1’effet des bactéries
rhizosphérique sur la croissance et le développement des plantes d’Arabidopsis thaliana (plante
mode¢le).

Cela en étudiant quatre traitements, le témoin : graines d’AT sans inoculation et les trois
autres traitements : graines d’AT inoculées par les trois souches, Pp20, Bt04 et L{89.

Les cultures ont été réalisées in vitro, dans des boites de Pétri contenant le milieu MS

solide (sans vitamines ni hormones).

1. Effet des bactéries rhizosphérique sur la Croissance végeétative

1.1. Longueur moyenne des racines

Les résultats obtenus ont montré que l'inoculation par les bactéries, et dés la premicre
semaine de culture a augmenté d’une manicre tres significative la longueur moyenne des racines
par rapport au témoin (sans bactéries). Apres 3 semaines, les valeurs les plus élevées ont été
obtenues par la souche Bt04 dont la longueur moyenne des racines a augmenté de 90% par

rapport au témoin suivi par celle de Pp20 avec une augmentation de 86% par rapport au témoin.

L’analyse de la variance a la 3éme semaine de culture a révélé un effet tres hautement
significatif des bactéries sur la longueur moyenne des racines (Fig.17).

Le test LSD de Fisher a montré I’existence de 3 groupes homogenes qui se chevauchent
(Annexe 6).

1.2. Nombre moyen des feuilles

La figure 18 montre que le nombre moyen des feuilles, aprés 3 semaines de culture, est
statistiquement le méme pour les 3 souches Pp20, Bt04 et Lf89 avec un nombre moyen de 7.22,
7.04 et 6.89 respectivement.

En effet, ’analyse de la variance a la 3éme semaine de culture n’a montré aucune

différence significative entre les traitements (Annexe 7).

1.3. Diamétre moyen de la rosette

Le diamétre moyen de la rosette évolue presque linéairement durant les 3 semaines de

culture, avec tous les traitements. A la 3éme semaine de culture les résultats obtenus pour
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chaque traitement par ordre décroissant sont : Bt04 (3,33cm), Pp20 (3,25c¢m), Lf89 (2,95¢m) et
le témoin (2,34cm) (Fig.19).
L’analyse de la variance effectuée a la 3éme semaine de culture a montré un effet
significatif des traitements par les bactéries sur le diametre moyen de la rosette (Annexe 8).
En effet, le test LSD de Fisher a révele 1’existence de deux groupes homogeénes, Bt04 et

Pp20 constituent le premier groupe, alors que, le témoin forme le deuxiéme groupe.

1.4. Nombre moyen de racines secondaires

La figure 20 montre que le nombre moyen des racines secondaires, apres trois semaines
de culture, est trés élevé chez les traitements par les bactéries Lf89, Bt04 et Pp20 par rapport
au témoin avec respectivement 31,3 ; 31,08 ; et 29,88.

Les traitements par les bactéries augmentent les nombres moyens des racines
secondaires par 101%, 99% et 92% respectivement pour L{89, Bt04 et Pp20.

L’analyse de la variance a la 3¢me semaine de culture a montr¢, effectivement, un effet
trés hautement significatif du traitement par les bactéries sur le nombre moyen de racines
secondaires chez Arabidopsis thaliana (Annexe 9).

En effet, le test LSD de Fisher a révélé deux groupes homogenes et les traitements Pp20,

Bt04 et L89 forment le premier groupe.

La figure 21 montre I’évolution des plantules de I’A. thaliana en fonction du temps de

culture.
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Figure 17 : Evolution de la longueur moyenne des racines
d’Arabidopsis thaliana aprés I’inoculation par Pp20, Bt04 et
L89 en fonction du temps de culture.
F(3.36)=22.46 ;P <0,001***
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Figure 18 : Evolution du nombre moyen de feuilles
d’Arabidopsis thaliana aprés I’inoculation par Pp20, Bt04 et
L189 en fonction du temps de culture.

F(3,36) = 2,08 ; P > 0,01
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Figure 19 : Evolution de diamétre moyen de rosette
d’Arabidopsis thaliana aprés 1’inoculation par Pp20, Bt04 et
Lf89 en fonction du temps de culture.
F(3,36)=2,73 ; P <0,05*%

Figure 20 : Evolution du nombre moyen des racines
secondaire d’Arabidopsis thaliana aprés 1’inoculation par
Pp20, Bt04 et L{89 en fonction du temps de culture.
F(3,36) = 6,02 ; P <0,005**
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Témoin Pp20 ‘ Bt04 -~ Lf89

3°m¢ semaine

Témoin Pp20 Bt04 Lf89

Figure 21 : Effet des 3 bactéries rhizosphériques : Pseudomonas plecoglossicida souche
Pp20, Bacillus sp. souche Bt04 et Lysinibacillus fusiformis souche Lf89, sur la croissance
chez Arabidopsis Thaliana cv. WT colombia-0 en fonction du temps de culture. (A) Plantes
de chaque traitement : Témoin, Pp20, Bt04 et L{89, 01 semaines apres 1’inoculation. (B) 02

semaines apres 1’inoculation (C) 03 semaines apres 1’inoculation.
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1.5. Effet des bacteéries rhizosphérique sur le poids frais moyen et le poids sec moyen

Les poids frais moyens (des feuilles et des racines) des plantes ont été mesurés a la fin
de la culture (Apres 3 semaines de culture). Alors que, les poids secs moyens ont été¢ mesurés

apres séchage des échantillons pendant 72 h a 50 °C.

1.5.1. Poids frais moyen

Ce parametre illustre la production de la biomasse dans les différents traitements
effectués, le poids frais moyen obtenu dans les feuilles a été de 0.18g, 0.16g et 0.15g, pour les
plantes inoculées avec L{89, Bt04 et Pp20 respectivement, et de 0,11g pour le témoin (Fig.22).
Cependant, dans les racines, le poids frais moyen obtenu a été de 0.05g, 0.05g, 0.03g et de 0.03g
pour Pp20, Lf89, Bt04 et le témoin, respectivement (Fig.22).

L’analyse de la variance n’a pas révélé de différence statistiquement significative entre

les poids frais des feuilles ou des racines d’Arabidopsis thaliana (Annexe 10 et 11).

1.5.2. Poids sec moyen

Apres séchage des échantillons, les poids sec des feuilles et des racines ont été mesurés,
une augmentation significative a été observée pour les plantes traitées par les PGPRs par rapport
aux témoins. Le traitement Pp20 a montré les taux les plus élevés dans les deux parties (feuilles
(400%) et racines (62%)), suivi par les souches Lf89 et Bt04 (Fig.23).

L’analyse de la variance a révélé un effet significatif entre les moyennes dans les racines
(Annexe 12, 13).

Le test LSD de Fisher a montré I’existence de deux groupes homogeénes qui se
chevauchent, dans les racines (Annexe 12, 13), avec Pp20 comme meilleur traitement aussi

bien pour les racines que pour les feuilles.
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Figure 22 : Poids frais moyen des feuilles et des racines d’Arabidopsis thaliana aprés
I’inoculation par Pp20, Bt04 et L{89.
F(3,36)=1,83 ;P> 0,01 ; F(3,36)=0,78 ; P> 0,01
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Figure 23 : Poids sec moyen des feuilles et des racines d’Arabidopsis aprés
I’inoculation par Pp20, Bt04 et L{89.
F(3,36)=224;P>0,01; F(3,36)=3,77 ;P <0,05*
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2. Effet des bactéries rhizospheérique sur les teneurs en azote, carbone, hydrogéne et

sur le rapport C/N

Le rapport entre le carbone (C) et I'azote (N) dans la matiére végétale représente la
mesure de I'état physiologique du métabolisme de la plante. Les plantes optimisent leurs
croissances en fonction de 1’équilibre entre C et N (rapport C/N).

En raison de cette importance, on a étudié, I’effet des 3 souches bactériennes sur les

taux de carbone et d’azote, aussi que sur le rapport C/N.

2.1. Teneur en azote (N)

Pour cet élément, les souches Bt04 et Pp20 ont présenté les taux les plus élevés avec
9,08% et 8,99% respectivement. Par contre, le témoin et Lf89 montrent des taux plus faibles
8,66% et 8,49% respectivement (Fig.24).

L’analyse de la variance a révél¢é un effet hautement significatif des traitements sur le taux
d’azote (N) dans les feuilles d'Arabidopsis thaliana (Annexe 14).

Le test LSD de Fisher a montré 1’existence de deux groupes homogenes ou les souches
Pp20 et Bt04 forment le premier groupe, Alors que, la souche Lf89 et le témoin présentent le

deuxieme groupe.

2.2. Teneur en carbone (C)

Ce parametre varie selon le traitement, les souches Pp20 et Bt04 induisent une
diminution de la teneur des feuilles d'Arabidopsis thaliana en carbone, avec des taux de 35,16%
et 35,33% respectivement. Par contre la souche L{89 et le témoin donnent des taux plus élevés
avec 36,64% et 36,92% (Fig.25).

L’analyse de la variance a révélé un effet tres hautement significatif des traitements sur
le taux de carbone dans les feuilles d'Arabidopsis thaliana (Annexe 15).

En effet, le test LSD de Fisher a montré deux groupes homogenes avec la souche Lf89
et le témoin qui forment le premier groupe et les souches Pp20 et Bt04 qui représentent le

deuxiéme.

2.3. Rapport C/N
Ce rapport est variable selon les traitements, il est de 4,26 et 4,35 pour le témoin et la
souche Lf89 respectivement. Cependant, les plantes inoculées avec les souches Pp20 et Bt04

ont montré des valeurs plus faibles 3,91 et 3,89, respectivement (Fig.26).
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L’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif des traitements sur

le rapport C/N dans les feuilles d'Arabidopsis thaliana (Annexe 16).

Le test LSD de Fisher a indiqué deux groupes homogeénes, L{89 et le t¢émoin forment le

premier groupe, Alors que Pp20 et Bt04 présentent le deuxieme.

2.4. Teneur en hydrogéne (H)
La souche L{89 a présenté la teneur la plus élevée en hydrogeéne, avec un taux de
6,11% suivi par Pp20 (5,94%) et le témoin (5,93%) et en fin Bt04 qui donne un taux de 5,86%
(Fig.27).
L’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif des

traitements sur le taux d’hydrogéne (H) dans les feuilles d'Arabidopsis thaliana (Annexe 17).

En effet, le test LSD de Fisher a indiqué deux groupes homogénes avec Lf89 qui

constitue le premier groupe et les autres traitements représentent le deuxieme.
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Figure 24 : Teneur en azote (N) dans les feuilles
d’Arabidopsis thaliana aprés I’inoculation par Pp20,
Bt04 et L{89.

F(3,8) = 8,88 ; P < 0,005%*
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Figure 25 : Teneur en carbone (C) dans les feuilles
d’Arabidopsis thaliana aprées I’inoculation par Pp20,
Bt04 et L£89.

F(3,8) = 44,82 ; P < 0,001 **

Figure 26 : Rapport C/N dans les feuilles
d’Arabidopsis thaliana aprés ’inoculation par Pp20,
Bt04 et L89.

F(3,8) = 9,49 ; P < 0,005%*
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Figure 27 : Teneur en hydrogéne (H) dans les
feuilles d’Arabidopsis thaliana aprés 1’inoculation par
Pp20, Bt04 et L{89.

F(3,8) = 26,57 ; P < 0,001%**
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I1l1. Effets des PGPRs sur la croissance végétative, les teneurs en azote,
carbone, hydrogene et le rapport C/N chez Datura stramonium

Datura, est une plante médicinale trés riche en métabolites secondaires, surtout en
alcaloides tropaniques qui sont tres utiles dans 1’industrie pharmaceutique et la lutte
biologique.

Comme il a ¢ét¢ montré dans le chapitre précedent, les PGPRs augmentent
significativement la biomasse végétale des plantes d’Arabidopsis thaliana inoculées, dans les
conditions contrdlées.

L’objectif de ce chapitre est d’étudier I’effet des PGPRs, non seulement, sur la
croissance végétative, mais aussi sur la production et la teneur en alcaloides chez Datura

stramonium, dans une culture hydroponique, sous serre.

1. Effet des PGPRs sur la Croissance végétative
Dans cette expérimentation, les plantes du Datura stramonium ont été inoculées par
quatre souches bactériennes (Fig.28), deux isolats (Pp20 et Bt04), un rhizobium ‘Konm6’ et

une souche d’Agrobacterium rhizogenes ‘A4’.

1.1. Longueur moyenne des plantes

Aprés 16 jours d'inoculation, la longueur moyenne des plantes inoculées par Pp20 a
subit une augmentation de 20% (32,52 cm) par rapport au témoin, tandis que celles inoculées
par Bt04, A4 et Konm6 ont augmenté de 15%, 11% et 10%, respectivement, par rapport au
témoin (Fig.29 ; Fig.34A).

L’analyse de la variance a révélé un effet tres hautement significatif des traitements sur
la longueur moyenne des plantes (Annexe 18).

Le test LSD de Fisher a montré 03 groupes homogenes dont deux chevauchent, Pp20
présente le premier groupe, A4 et konm6 forment le deuxiéme groupe.

Aussi bien la partie aérienne que celle racinaire ont enregistré des augmentations apres
traitements par les PGPRs, les feuilles ont augmenté de taille et les racines de longueur (Fig.34

B’ et C7).

1.2. Nombre moyens de feuilles
Le nombre moyens de feuilles a été influencé par les PGPR, les deux souches Pp20 et
Bt04 ont augmenté ce parametre de 20% par rapport au témoin (Fig.30).
L’analyse de la variance n’a pas révélé de différence significative entre les moyennes

des différents traitements (Annexe 19).
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1.3. Poids total moyen des plantes (poids frais)

Apres 16 jours, la valeur la plus ¢élevée a été obtenue avec Bt04 (35% d’augmentation
par rapport au témoin) suivie par Pp20 (32%) (Fig.31).
L’analyse de la variance n’a révélé aucune différence entre les moyennes des différents

traitements (Annexe 20).

1.4. Poids sec moyens des feuilles et des racines

Les plantes traitées par les PGPRs ont montré des poids sec moyens un peu plus élevés
par rapport aux témoins. Les souches Pp20 et Bt04 ont donné les meilleurs poids sec moyens,
dans les feuilles et les racines (Fig.32 et Fig.33).

L’analyse de la variance a révélé I’existence d’une différence significative entre les
moyennes des poids sec moyens des traitements dans les feuilles (Annexe 21). Alors que, pour
les racines, aucune différence des poids sec moyens n’a été révélée (Annexe 22).

Le test LSD de Fisher a montré I’existence dans les feuilles de 02 groupes homogeénes
qui chevauchent. Bt04 présente le premier et konm6 et le témoin présentent le deuxiéme. Alors

que, Pp20 et A4 chevauchent entre les 2 groupes.
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Figure 28 : Plantes du Datura stramonium cultivées dans le systéme aéroponique, aprés 16 jours
d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, A4 et Konmo6. A et B : les plantes dans le systéme
aéroponique ; C : préparation des plantes pour mesurer les différents paramétres de croissance aprés 16 jours
d’inoculation.
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Figure 32 : Poids sec moyen des feuilles des plantes du Datura
Stramonium aprés16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs,
Pp20, Bt04, Konm6 et A4. F(4,45)=3,08 ; P <0,05*
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Pp20, Bt04, Konmé et Ad. F(4,45) = 1,43 ; P> 0,01




Résultats & Interprétations

Figure 34 : Effet des PGPRs sur la croissance des plantes du Datura stramonium. (A) : plantes de différents traitements
effectués, de gauche a droite : témoin, Konm6, Pp20, Bt04, A4 apreés jours d’inoculation. (B) : feuille de plante non inoculée,
(B’) : feuilles de plante inoculée par la souche Pp20, (C) : racine de plante non inoculée (témoin), (C’) : racines de plante
inoculée par la souche Pp20.
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2. Effet des PGPRs sur les teneurs en azote, carbone, hydrogéne et le rapport C/N

D’apres les résultats obtenus, les teneurs en N, C et H dans les feuilles du Datura
stramonium sont supérieures a celles obtenus dans les racines, et c’est le contraire pour le

rapport C/N.

2.1. Teneur en azote (N)
2.1.1. Dans les feuilles

La figure n°35 montre que la teneur en azote varie selon les traitements, la valeur la
plus élevée a été enregistrée avec la souche Pp20 (6,88%) et la plus faible avec la souche A4
(6,24%).

Effectivement, I’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif des
traitements sur la teneur en azote dans les feuilles et la comparaison des moyennes par le test
LSD de Fisher a montré I’existence de 4 groupes homogeénes dont Pp20 constitue le premier
groupe, Konmé6 et le t¢émoin forme le deuxiéme. Alors que Bt04 constitue le troisieme et A4 le

dernier groupe (Annexe 23).

2.1.2. Dans les racines
Les traitements Bt04 et A4 ont présent¢ les meilleurs taux en azote avec 5,40% et 5,22%,
respectivement. Les autres traitements ont donné presque le méme taux (Fig. 35).
L’analyse de la variance a révélé un effet significatif des traitements sur la teneur en
azote dans les racines.
La comparaison des moyennes par le test LSD de Fisher a montré 2 groupes homogenes,

avec Bt04 comme premier groupe, le deuxiéme groupe renferme, le témoin, Pp20 et Konm6
(Annexe 24).

2.2. Teneur en carbone (C)
2.2.1. Dans les feuilles

Comme la teneur en azote, la teneur en carbone a varié selon les traitements. Cependant,
on a enregistré une supériorité pour la souche Pp20 (40,45%). Alors que, le taux le plus faible
a été obtenu avec A4 (37,41) (Fig.36).

L’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif des traitements sur
la teneur en carbone dans les feuilles.

Le test LSD de Fisher a montré 1’existence de 5 groupes homogenes dont chaque

traitement forme un groupe indépendant (Annexe 25).
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2.2.2. Dans les racines
Les valeurs les plus élevées ont été enregistrées avec les souches Konm6 et Pp20 avec
37,57% et 36,83 respectivement. Alors que, le témoin a présenté la valeur la plus faible
(35,07%) (Fig.36).
En effet, I’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif des
traitements sur la teneur en carbone.
Le test LSD de Fisher a montré I’existence de 5 groupes homogenes, chaque traitement

forme un groupe indépendant (Annexe 26).

2.3. Rapport C/N
2.3.1. Dans les feuilles
Pour le rapport C/N, on a obtenu les meilleurs résultats avec les souches Bt04 et
A4 avec des valeurs de 6,04 et 5,99, respectivement (Fig.37).
L’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif des traitements sur
le rapport C/N.
En effet, la comparaison des moyennes par le test LSD de Fisher a montré 3 groupes
homogenes dont Bt04, A4 et le t¢émoin forment le premier groupe, Pp20 le deuxieéme groupe et

Konmé6 constitue le dernier groupe (Annexe 27).

2.3.2. Dans les racines
Dans les racines, les traitements Konm6 et Pp20 ont présenté les meilleures valeurs avec
7,38 et 7,29 respectivement (Fig.37).
L’analyse de la variance effectuée a montré un effet trés hautement significatif des
traitements sur le rapport C/N.
La comparaison des moyennes par le test LSD de Fisher a révélé 1’existence de 2

groupes homogenes qui chevauchent (Annexe 28).

2.4. Teneur en hydrogene (H)
2.4.1. Dans les feuilles
Les teneurs en hydrogene les plus ¢élevées ont été obtenues par les souches Pp20, Bt04
et le témoin, avec des taux de 6,68%, 6,65% et 6,64%, respectivement. Alors que la teneur la
plus faible a été enregistrée par Konm6 (6,46%) (Fig.38).
L’analyse de la variance a montré un effet trés hautement significatif des traitements sur

la teneur en hydrogene.
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En effet, le test LSD de Fisher a révélé 3 groupes homogenes qui chevauchent, Pp20

forme le premier groupe et Konmo6 constitue le dernier groupe (Annexe 29).

2.4.2. Dans les racines
Les meilleurs résultats ont été obtenus avec les souches Konm6, Pp20 et Bt04 qui ont
enregistré des taux de 6,07%, 6,06% et 6,01% respectivement (Fig.38).
L’analyse de la variance a montré un effet trés hautement significatif des PGPRs sur la
teneur d’hydrogene dans les racines.

En effet, le test LSD de Fisher a révélé 4 groupes homogenes (Annexe 30).
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Figure 35 : Teneur en azote (N) dans les feuilles et les racines
du Datura Stramonium aprés 16 jours d’inoculation par les
quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4. Ff(4,10) = 53,30 ; P
<0,001*** ; Fr(4,10) = 4,67 ; P <0,05*

Figure 36 : Teneur en carbone (C) dans les feuilles et les racines
du Datura Stramonium aprés 16 jours d’inoculation par les quatre
PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4. Ff(4,10) = 198,29 ; P <
0,001*** ; Fr(4,10) = 250,16 ; P < 0,001 ***
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Figure 37 : Rapport C/N dans les feuilles et les racines du Datura
Stramonium aprés 16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs,
Pp20, Bt04, Konm6 et A4. Ff(4,10) =22,23 ; P <0,001*** ;
Fr(4,10) = 7,38 ; P < 0,005**
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Figure 38 : Teneur en hydrogene (H) dans les feuilles et les
racines du Datura Stramonium aprés 16 jours d’inoculation par
les quatre PGPR, Pp20, Bt04, Konm6 et A4. Ff(4,10) = 33,42 ;

P <0,001*** ; Fr(4,10) = 56,86 ; P < 0,001***
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IV. Effets des PGPRs sur la composition en métabolites chez Datura
stramonium.

Les analyses ont été réalisées aux deux niveaux de la plante (feuilles et racines), 16 jours
apres 1’inoculation.

Les résultats obtenus ont montré que Datura stramonium contient 158 métabolites
(entre primaires et secondaires) dont 106 sont connus par leurs noms et leurs formules
chimiques et 52 métabolites inconnus (MSTs : spectres de masse non identifiée).

Les métabolites profilés ont été classés selon leurs propriétés et leurs compositions en
onze (11) familles chimiques : les sucres, les acides aminés, les acides gras, les acides
organiques, les dérivés de phosphate, les polyols, les composés azotées, les alcaloides, les

phénylpropanoides, les acides Polyhydroxy ainsi que les MSTs.

1. Teneur en sucres

Les résultats obtenus ont montré que Datura stramonium contient 12 sucres : le
fructose, le glucose, le lyxose, le maltose, le melezitose, le psicose, le raffinose, le
saccharose, le 2-amino-2-deoxy-glucose, le 1-kestose, le 2-deoxy-ribofuranose et 1’alpha-
alpha’ tréhalose.

Selon la figure 39, les teneurs en sucres sont trés variables entre les racines et les
feuilles du Datura stramonium. Les feuilles contiennent 1’alpha- alpha’ tréhalose (Fig.39 12)
avec une tres faible concentration par rapport aux racines, par contre les racines contiennent de
faibles teneurs en maltose et en melezitose (Fig.39 4,5). Certains sucres tels que, le saccharose,
le fructose, le 1-kestose et le 2-amino-2-deoxy-glucose ont presque les mémes teneurs dans
les feuilles et les racines de la plante (Fig.39 8, 1, 10, 9).

Des augmentations remarquables sont enregistrées pour la majorité des sucres détectés,
apres I’inoculation par les PGPR. Les teneurs les plus élevées sont enregistrées avec la souche
Bt04 qui a augmenté les teneurs en saccharose de 60% et 31% dans les racines et les feuilles
respectivement, une augmentation de la teneur en fructose de 43% dans les feuilles, en maltose
de 141% dans les feuilles et en raffinose de 113% dans les feuilles et de 142% dans les racines
(Fig.398,1,4,7).

Alors que, I’influence de la souche Pp20 est plus remarquable dans la partie racinaire
de la plante, des augmentations de 11%, 27%, 32% et 92% sont obtenus pour le maltose, le
saccharose, le glucose et le raffinose respectivement (Fig.39 4, 8,2, 7).

Par ailleurs, la souche A4 a augmenté les teneurs en saccharose, 2-amino-2-deoxy-
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glucose et en alpha- alpha’ tréhalose de 28%, 40% et 57% respectivement, dans les racines
du Datura stramonium. Dans les feuilles, elle a augmenté les teneurs en psicose, fructose,
melezitose et en 1-kestose de 25%, 34%, 62% et 187% respectivement (Fig.39 8, 9, 12,6, 1,5, 10).

En outre, la souche rhizobium Konmé6 a amélioré les teneurs en fructose, psicose et
maltose de 33%, 28% et 27% respectivement dans les feuilles. Alors que, dans les racines, elle
a augmenté les teneurs en raffinose, 1-kestose et de 2-amino-2-deoxy-glucose de 721%, 218%

et 70% respectivement (Fig.39 1, 6,4,7, 10,9).
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Figure 39 : Teneur en sucres dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium aprés 16 jours

d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.
(1) fructose, (2) glucose, (3) lyxose, (4) maltose, (5) melezitose, (6) psicose.
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Figure 39 (suite) : Teneur en sucres dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium apreés 16 jours

d’inoculation par quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.
(7) raffinose, (8) saccharose, (9) 2-amino-2-deoxy-glucose, (10) 1-kestose, (11) 2-deoxy-ribofuranose, (12)

alpha, alpha’-tréhalose.
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2. Teneur en acides aminés et leurs dérivés

Les acides aminés sont des molécules qui entrent dans la composition des protéines grace
a leur assemblage par les liaisons peptidiques. Actuellement, 22 acides aminés protéinogenes
différents avec des codons spécifiques dans le code génétique sont connus (Agerberth et al.
1991; Bock et al. 1991). En outre, il existe un certain nombre d'acides aminés non protéinogenes
résultant de la modification post-traductionnelle, tels que I'hydroxyproline (Colley et Baenziger
1987) et I'hydroxylysine (Chicooree et al. 2015), I’homocystéine, ’homoserine, la citrulline et
l'ornithine, qui sont des métabolites dans le cycle de I'urée (Berg et al. 2002).

Les résultats obtenus ont montré que Datura stramonium contient les 18 acides aminés
standards : 1’alanine, I’arginine, I’asparagine, 1’aspartate (acide aspartique), le glutamate
(’acide glutamique), la glutamine, la glycine, I’histidine, I’isoleucine, la leucine, la lysine,
la phénylalanine, la proline, la sérine, la thréonine, le tryptophane, la tyrosine et la
valine(Fig.40). Elle contient aussi quelques dérivés d’acides aminés tels que la 3-cyano-
alanine, la Dbéta-alanine, [I’acide 4-amino-butanoique, la butyro 1,4-lactam,
I’homocystéine, 1’homoserine, 1’ornithine, la ornithine 1,5-lactam et ['acide
pyroglutamique (Fig.40).

Aussi bien que chez les familles précédentes, chez les acides aminés, il existe une
différence entre les teneurs dans la feuilles et celles dans les racines. La quantité de glutamine
présente dans les feuilles est inférieure a celle dans les racines (Fig.40 6). Alors que dans ces
derniéres contiennent de faibles teneurs en homoserine, ornithine, ornithine 1,5-lactam et en
tyrosine (Fig.40 24, 25, 26, 17).

L'effet des PGPR sur la teneur en acides aminés et leurs dérivés est remarquable
(négativement ou positivement). Par ailleurs, la souche Agrobacterium A4 a une influence
notable sur les teneurs en acides aminés dans les deux parties (feuilles et racines). Dans les
feuilles, elle augmente les teneurs en alanine, ornithine, asparagine, butyro 1,4-lactam,
ornithine 1,5-lactam, béta-alanine, arginine, proline, histidine, acide glutamique,
isoleucine et en 1’homoserine de 189%, 152%, 88%, 79%, 78%, 75%, 70%, 54%., 48%, 39%,
34% et 32% respectivement par rapport aux témoins (Fig.40 1,25,3,22,26,20,2,13,8, 5,9, 24). Mais
dans les racines, elle n’a montré d’effet, a que sur I’histidine, la 3-cyano-alanine, I’alanine et
la phénylalanine avec des augmentations de 65%, 47%, 25% et 18% respectivement par
rapport aux témoins (Fig.40 8,19, 1, 12).

En outre, la souche Konm6 a amélioré les teneurs en AA dans les deux parties. Dans les

feuilles, elle a augmenté¢ les teneurs de 131%, 128%, 75%, 41%, 39%, 35%, 29%, 24% et 22%

80



Résultats & Interprétations

pour I’alanine, I’ornithine, I’asparagine, la 3-cyano-alanine, acide aspartique, arginine, la
leucine, I’histidine et la serine respectivement par rapport aux témoins (Fig.40 1,25, 3,19, 4, 2,
10, 8, 14). De méme, dans les racines, la Konm6 a amélioré les teneurs en histidine, tyrosine et
en phénylalanine de 145%, 100% et 22% respectivement, par rapport aux témoins (Fig.40 s,
17,12).

Cependant, la souche Pp20 n’a pas montré une grande influence sur les teneurs en acides
aminés et leurs dérivés a I’exception de I’alanine et la lysine qui ont subi des augmentations de
215% et 11% respectivement par rapport aux témoins, dans les feuilles (Fig.40 1, 11). Aussi,
dans les racines des augmentations pour 1’histidine, I’arginine et I’asparagine de 50%, 47%
et 20% respectivement, ont été enregistrées par rapport aux témoins (Fig.40 8,2, 3).

De méme que la souche Pp20, la souche Bt04 n’a pas montré une grande influence sur
les teneurs en acides aminés et leurs dérivés. Dans les feuilles, elle a augmenté les teneurs en
alanine, ornithine, asparagine, 3-cyano-alanine et en homoserine de 247%, 52%, 25%, 21%
et 20% respectivement par rapport aux témoins (Fig.40 1, 25, 3, 19, 24). Cependant, dans les
racines, elle a augment¢ les teneurs en histidine et en acide pyroglutamique de 90% et 22%

respectivement par rapport aux témoins (Fig.40 8,27).
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Figure 40 : Teneur en acides aminés standards dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium apres

16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.

(1) alanine, (2) arginine, (3) asparagine, (4) aspartate et (5) glutamate.
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Figure 40 (suite) : Teneur en acides aminés standards dans les feuilles et les racines du Datura

Stramonium aprés 16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konmé6 et A4.

(6) glutamine, (7) glycine, (8) histidine, (9) isoleucine, (10) leucine et (11) lysine.
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Figure 40 (suite) : Teneur en acides aminés standards dans les feuilles et les racines du Datura

Stramonium aprés 16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konmé6 et A4.
(12) phénylalanine, (13) proline, (14) sérine, (15) thréonine, (16) tryptophane et (17) tyrosine.

84



Résultats & Interprétations

18

WA
T
s LTI
R

HE=3

VALINE

019
0zdd
quIuoy|

144

® ujow?l

7034
0c¢dd
quiuoy
144

ulow}

(sd 6/6w) anaua

Racines

Feuilles

20

BETA-ALANINE

19

3-CYANO-ALANINE

A
i
a LTTTTT

LANHQOINO

—+ oocoo

¥03d
0zdd
quIuoy|
v

ulow}

01d
0zdd
quIuoy|
1%

ulowa}

(sd 6/6w) anaua

A
1111
I
g
R

<IAN—HOOITANO

"+ oooco

7034
0zdd
9quIuO}|
A

ulowsa}

039
0zdd
quIuOoy|
A

ulow?}

(sd 6/6w) anaua

Racines

Feuilles

Racines

Feuilles

22

BUTYRO 1,4-LACTAM

21

ACIDE 4-AMINO

LA v0id
~—flmmmy 0zdd
I owuoy
iR Y

—J—— 7 uows)

A v0d
;- 0zdd
HITIE 9wuo
IR bV
HEEE ulowsl
37388387

(sd 6/6w) anaua

AR 101

HImm  0zdd
HITI Swuoy

HERRER VY

M ulows)

7039

0zdd

HITHIIE Swuoy
HERREE v

HETEE ulowig)

BUTANOIQUE

<LAN—H0WOTNO

(Sd 6/6w) anaua |

Racines

Feuilles

Racines

Feuilles

Figure 40 (suite) : Teneur en acides aminés et leurs dérivés dans les feuilles et les racines du Datura

Stramonium aprés 16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konmo6 et A4.

(18) valine, (19) 3-cyano-alanine, (20) béta-alanine, (21) acide 4-amino-butanoique, (22) butyro 1,4-lactam
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Figure 40 (suite) : Teneur en dérivés d’acides aminés dans les feuilles et les racines du Datura
(23) homocystéine, (24) homoserine, (25) ornithine, (26) ornithine 1,5-lactam, (27) acide pyroglutamique.
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3. Teneur en acides gras

Les acides gras sont les constituants de base des triglycérides, les principaux lipides.
Ce sont des acides carboxyliques aliphatiques ou ramifiés, faits de chaines d'au moins 4
carbones, plus ou moins insaturées, c'est-a-dire présentant une ou plusieurs doubles liaisons
(Chalut-Carpentier et al. 2015).

Les résultats obtenus ont révélé que Datura stramonium contient 3 acides gras
saturés : I'acide hexadécanoique (acide palmitique), I’acide hydroxy-hexanedioique, et
I’acide octadecanoique (I'acide stéarique) (Fig.41).

La Figure 41 (1,2 et3) montre que ’inoculation par les PGPRs a d’une fagon général
diminué les teneurs en acides gras, a 1’exception de quelques augmentations pour D’acide
hydroxy-hexanedioique avec des élévations dans les feuilles de 26% et 15% avec les souches
Konmé6 et A4 respectivement et de 65%, 21% et 13% avec A4, Pp20 et Konm6 respectivement

dans les racines.
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Figure 41 : Teneur en acides gras dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium aprés 16 jours
d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.
(1) acide hexadécanoique, (2) acide hydroxy-hexanedioique, (3) acide octadecanoique.
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4. Teneur en acides organiques

Les résultats obtenus ont montré que Datura stramonium renferme 19 acides organiques:
I’acide 4’hydroxyphényl-acétique, I'acide cis-aconitique, I’acide benzoique, 1’acide 4-
hydroxy-benzoique, I’acide 2,4-dihydroxy-butanoique, I’acide citrique, I'acide 2-hydroxy-
glutarique, I'acide 2-oxo-glutarique, I’acide glycolique, I’acide lactique, I'acide 3-phényl-
lactique, I'acide malique, I'acide 2-isopropyl-malique, I'acide 2-méthyl-malique, I'acide
malonique, ’acide oxalique, 1’acide picolinique, I’acide pyruvique et I'acide succinique
(Fig.42).

Les teneurs en acides organiques sont trés variables entre les racines et les feuilles.

D’aprés la figure 42, les racines du Datura stramonium ne renferment pas d’acide
4’hydroxyphényl-acétique qui dans les feuilles existe en grande quantité (Fig.42 1). En outre,
les feuilles contiennent I’acide benzoique, I'acide 2-oxo-glutarique, l'acide 3-phényl-
lactique, I’acide pyruvique et I'acide succinique en faibles teneurs. Alors que les racines
montrent des teneuses basses en acide 2,4-dihydroxy-butanoique et en acide malonique
(Fig.423,8,11,18,19,5, 15).

Généralement, les résultats obtenus ont montré un effet positif des PGPRs sur les teneurs
en acides organiques en provoquant soit leurs augmentations, soit leurs diminutions.

Ainsi, la souche Agrobacterium A4 a un effet remarquable sur ces substances, elle a
augmenté, dans les feuilles, les teneurs en acide 2-oxo-glutarique, acide lactique, acide 2-
hydroxy- glutarique, acide 2,4-dihydroxy-butanoique, acide glycolique, acide cis-
aconitique, acide citrique, acide 4-hydroxy-benzoique et en acide picolinique de 230%,
104%, 102%, 91%, 38%, 26%, 25%, 22% et 16% respectivement, par rapport aux témoins
(Fig.4258,10,7,5,9,2,6,4,17). Et dans les racines les teneurs en acide lactique et acide 2-méthyl-
malique, de 77% et 47% respectivement (Fig.42 10, 14).

Par contre, la souche Konmé6 a augmenté dans les feuilles les teneurs en acide 2-0xo-
glutarique, acide 2-hydroxy-glutarique, acide 2-hydroxy-glutarique, acide 2,4-dihydroxy-
butanoique, acide lactique, acide cis-aconitique, acide benzoique, acide glycolique et en
acide citrique de 350%, 129%, 105% 78%, 60%, 42%, 23% et 18% respectivement, par rapport
aux témoins (Fig.428,7,5,10,2,3,9,6). Et les teneurs en acide 3-phényl-lactique, acide oxalique
et en acide 2-isopropyl-malique dans les racines de 14%, 31% et 480% respectivement (Fig.42
11, 16, 13).

Par ailleurs, la souche Pp20 a présenté des teneurs inférieures a celles du témoin dans

les feuilles a I’exception de I’acide 2-oxo-glutarique et I'acide cis-aconitique qui ont subi des
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augmentations de 133% et 20% respectivement, par rapport aux témoins (Fig.42 8, 2). Et de
légeres améliorations dans les racines de 270% et 12% par rapport aux témoins pour |'acide 2-
isopropyl-malique et I'acide 3-phényl-lactique respectivement (Fig.42 13, 11).

En outre, la souche Bacillus Bt04 a amélioré les teneurs en acides organiques dans les
feuilles : I’acide 2-oxo-glutarique, ’acide 2,4-dihydroxy-butanoique, I'acide 2-hydroxy-
glutarique, I’acide lactique, ’acide malique, I’acide glycolique et I’acide cis-aconitique de
300%, 121%, 70%, 69%, 46%, 22% et 19% par rapport aux témoins, respectivement (Fig.42 s,
5,7,10,12,9,2). Dans les racines, elle a augmenté le taux de I'acide malique et I'acide 3-phényl-

lactique de 18% et 19% respectivement par rapport aux témoins (Fig.42 11, 12).
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Figure 42 :Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium apres 16
jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.
(1) acide 4’hydroxyphényl-acétique, (2) acide cis-aconitique, (3) acide benzoique, (4) acide 4-
hydroxy-benzoique et (5) acide 2,4-dihydroxy-butanoique.
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16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.

(6) acide citrique, (7) acide 2-hydroxy-glutarique, (8) acide 2-oxo-glutarique, (9) acide
glycolique, (10) acide lactique et (11) acide 3-phényl-lactique.

Figure 42 (suite): Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium apreés
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Figure 42 (suite) : Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium aprés

16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.

(12) acide malique, (13) acide 2-isopropyl-malique, (14) acide 2-méthyl-malique, (15) acide malonique,

(16) acide oxalique et (17) acide picolinique.
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Figure 42 (suite) : Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium
aprés 16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konmo6 et A4.
(18) acide pyruvique et (19) acide succinique.
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5. Teneur en derivées de phosphate

En chimie organique, un phosphate est un composé organophosphoré dérivé de 1'acide
phosphorique (Wang et al. 2014).

Quatre dérivés de phosphate ont été obtenus apres les analyses par la GC-TOF-MS :

1- Dacide phosphorique: (H3PO4). C'est un oxacide trifonctionnel (triacide)

important obtenu par combustion du phosphore.

2- le glycerol-3-phosphate = (HOH,C—-CHOH-CH,0O-PO(OH)2. C’est un

organophosphate issu de la phosphorylation du glycérol par la glycérol kinase
(ATP + glycéro]| mmm—) olycérol-3-phosphate + ADP).

3- le glycérophosphoglycérol dont les deux groupements glycérol sont fixés a des

positions primaires.

4- I'ester monométhylique de I'acide phosphorique : la fonction ester désigne un
groupement caractéristique form¢ d'un atome 1ié¢ simultanément a un atome d'oxygene par une
double liaison et a un groupement alkoxy du type -O-R'.

La figure 43 montre que les teneurs en dérivés de phosphates dans les racines sont
supérieures a celles dans les feuilles.

Ainsi, la souche A4, dans les feuilles a augmenté les teneurs en acide phosphorique et
en ester monométhylique de I'acide phosphorique de 16% et 55% respectivement par rapport
aux témoins et de I'ester monométhylique de I'acide phosphorique de 16%, dans les racines
(Fig.43 1,4). De méme, la souche Konm6 a amélioré de 19% et 61% les teneurs en glycerol-3-
phosphate et en ester monométhylique de I'acide phosphorique respectivement (dans les
feuilles). Dans les racines, elle a augmenté les teneurs en glycerol-3-phosphate et du
phosphoglycérol de glycérol de 23% et 74% respectivement par rapport aux témoins (Fig.43
2,4,3).

En outre, la souche Pp20 a montré un effet bénéfique sur les teneurs en dérivés de
phosphate, dans les deux parties analysées notamment pour le glycérophosphoglycérol et
I'ester monométhylique de I'acide phosphorique, dans les feuilles de 77% et 172%
respectivement, et de 25% et 38% respectivement, dans les racines (Fig.43 3, 4).

Cependant, la Bt04 a augmenté les teneurs dans les racines de 33%, 56% et 100% en
glycerol-3-phosphate, ester monométhylique de [I'acide phosphorique et en

glycérophosphoglycérol respectivement (Fig.43 2, 4,3).
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Figure 43 : Teneur en dérivés de phosphate dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium aprés 16
jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.
(1) acide phosphorique, (2) glycerol-3-phosphate, (3) glycérophosphoglycérol, (4) ester
monométhylique de 1'acide phosphorique.
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6. Teneur en polyols

Les polyols, appelés aussi polyalcools ou glycols, sont des hydrates de carbone dont le
groupe carbonyle (aldéhyde ou cétone) a ét¢ réduit a un groupe hydroxyle primaire ou
secondaire. Ces composés sont utilisés dans une variété d'applications pour fournir des aliments
fonctionnels et des nutraceutiques avec de forte valeur ajoutée. Les polyols typiques disponibles
dans le commerce comprennent le sorbitol, le mannitol, le xylitol, le lactitol, le maltitol,
l'erythritol (Moon et al. 2010). Ils sont utilisés principalement dans l'industrie alimentaire. Ils
servent a la fabrication d'édulcorants, tels que le sorbitol, peut étre utilisé dans le cadre d'un
régime alimentaire ou chez les diabétiques, car il ne crée pas de sécrétion d'insuline. Le
mannitol et le sorbitol peuvent &tre utilisés comme osmorégulateurs, notamment dans la
tolérance aux stress biotique et abiotique (Nakanishi et al. 1989).

Les résultats de la GC-TOF-MS ont montré que Datura stramonium contient 5 polyols
: PParabitol, I’érythritol, le glycérol, le myo-inositol et le sorbitol (Fig.44).

Les feuilles renferment de faibles teneurs en arabitol et en érythritol et de grandes
teneurs en Myo-inositol par rapport aux racines (Fig.44 1,2, 4).

En outre, la souche A4 a amélioré les teneurs en sorbitol, érythritol et glycérol de 27%,
25% et 12% respectivement, dans les feuilles (Fig.44 s, 2,3). Alors que dans les racines, elle a
augmenté de 276%, 188% et 16% les teneurs en érythritol, arabitol et en sorbitol (Fig.44 2,1,
5).

Par ailleurs, la souche Konm6 a amélioré également les teneurs en érythritol et en
glycérol de 21% et 8% respectivement, dans les feuilles (Fig.44 2, 3). Cependant, dans les
racines, elle a augmenté les teneurs en €rythritol, arabitol et en sorbitol de 273%, 191% et
26% respectivement (Fig.44 2,1, 5).

En outre, la souche Bt04 aussi a induit des améliorations des teneurs de 5% sur la myo-
inositol, dans les feuilles (Fig.44 4). Alors que, dans les racines, elle a augmenté les teneurs en
arabitol et en érythritol de 62% et 161% respectivement (Fig.44 1, 2).

Aussi, la souche Pp20 a augmenté, dans les feuilles, de 10% la teneur en glycérol et

dans les racines de 130% et 48% les teneurs en érythritol et en sorbitol (Fig.44 3,2, 5).
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Figure 44 : Teneur en polyols dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium apres 16 jours

d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.

(1) Arabitol, (2) érythritol, (3) glycérol, (4) myo-inositol, (5) sorbitol.
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7. Teneur en composeés de |'azote

Les composés de 1'azote sont les composé€s chimiques qui contiennent de 1'azote. Ils
sont essentiels aux vivants. On retrouve ces molécules partout dans le corps, seules ou agencées
a plusieurs autres molécules différentes, jouant ainsi plusieurs roles.

Les analyses de la GC-TOF-MS ont montré que Datura stramonium contient 18
¢léments composés de 1’azote : 1’adénine, 1’allantoine, la cytidine, la cytosine, la 5-méthyl-
cytosine, I’éthanolamine, la guanine, la guanosine, la nicotianamine, I’acide nicotinique,
la putrescine, la 2-hydroxy-pyridine, la 3-hydroxy-pyridine, la thymine, la tyramine,
I’uracile, I’acide urique, la xanthine (Fig.45).

Les feuilles contiennent I’adénine, I’allantoine, la cytidine, la 5-méthyl-cytosine, la
guanosine, la putrescine et la xanthine avec des teneurs plus élevées que dans les racines
(Fig.45 1, 2,3, 5, 8, 11, 18). Ces derniéres contiennent la cytosine, I’éthanolamine, ’uracile et
I’acide urique en teneurs élevées par rapport aux feuilles (Fig.45 3,6, 16, 17). Les deux organes
renferment presque les mémes quantités en guanine, nicotianamine, acide nicotinique et en
thymine (Fig.457.9, 10, 14).

Les PGPRs ont eu un effet bénéfique sur les teneurs de la majorité des composés de
l'azote détectés. Ainsi, la souche A4 a augmenté les teneurs en nicotianamine, éthanolamine,
2-hydroxy-pyridine, putrescine, 3-hydroxy-pyridine, guanine, acide nicotinique et en
cytidine de 100%, 59%, 41%, 23%, 21%, 19%, 15% et 13% respectivement, dans les feuilles
(Fig.459, 6, 12,11, 13,7, 10, 3). Alors que, dans les racines, elle n’a amélioré que les teneurs en
allantoine et en acide urique de 41% et 23% respectivement (Fig.45 2, 17).

En outre, la souche Konm6 a amélioré, dans les feuilles, les teneurs en nicotianamine,
guanine, éthanolamine, putrescine, 2-hydroxy-pyridine, 3-hydroxy-pyridine, allantoine,
cytidine de 100%, 60%, 44%, 39%, 36%, 36%, 23% et 11% respectivement (Fig.459, 7,6, 11,
12,13,2). Et dans les racines, elle a augmenté de 450%, 79%, 75%, 71%, 50%, 41% et 35% les
teneurs en nicotianamine, xanthine, allantoine, guanosine, adénine, cytidine et en acide
urique (Fig.459,18,2,8,1,3,17).

De méme, la souche Pp20, a influé les teneurs en quelque composé de 1’azote, dans les
feuilles, elle a augmenté les teneurs en guanine, éthanolamine, allantoine et en putrescine de
146%, 31%, 26% et 5% respectivement (Fig.45 7, 6, 2, 11). Alors que, dans les racines, elle a
augmenté les teneurs en nicotianamine, xanthine et en allantoine de 240%, 126% et 75%

respectivement (Fig.459, 18, 2).
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D’autre part, la souche Bt04, a montré un effet bénéfique sur certains composés de
I’azote, elle a enregistré des améliorations dans les feuilles de 50%, 35%, 28%, 11%, 9% et 5%
pour la nicotianamine, la 5-méthyl-cytosine, la cytosine, la thymine, I’éthanolamine et la
3-hydroxy-pyridine respectivement (Fig.459, 5,4, 14, 6, 13). Cependant, dans les racines, elle a
augmenté les teneurs en nicotianamine, xanthine, tyramine et en guanosine de 175%, 94%,

93% et 28% respectivement (Fig.459, 18, 15, 8).
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Figure 45 : Teneur en composés de 1'azote dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium aprés 16

jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.
(1) Adénine, (2) allantoine, (3) cytidine, (4) cytosine, (5) 5-méthyl-cytosine, (6) éthanolamine.
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Figure 45 (suite) : Teneur en composés de 1'azote dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium

aprés 16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.

(7) guanine, (8) guanosine, (9) nicotianamine, (10) acide nicotinique, (11) putrescine, (12) 2

hydroxy-

pyridine.
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Figure 45 (suite) : Teneur en composés de 1'azote dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium

apres 16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.

(13) 3-hydroxy-pyridine, (14) thymine, (15) tyramine, (16) uracile, (17) acide urique, (18) xanthine.
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8. Teneur en alcaloides

8.1. Teneur en Scopolamine

Les résultats obtenus ont monté que les teneurs en scopolamine sont plus élevées dans
les feuilles par rapport a celles des racines.

Chez les témoins, la teneur la plus élevée en scopolamine a été obtenue dans les feuilles.

Dans les feuilles, la souche A4 a donn¢ la valeur la plus élevée, suivie par Bt04 par une
augmentation de 90% pour la premiere et 57% pour la deuxiéme, par rapport aux témoins.

Alors que, dans la partie racinaire, la teneur de la scopolamine a été trés peu influencée
par les PGPRs (Fig.46).

L’analyse de la variance a montré un effet significatif dans les feuilles et non significatif,
dans les racines (Annexe 31, 32).

Le test LSD de Fisher, dans les feuilles a révélé 3 groupes homogenes (Pp20 (A), Bt04
(B) et A4 (C)), qui chevauchent (Annexe 31, 32).

8.2. Teneur en atropine

Les résultats ont montré que ce sont les racines qui sont les plus riches en atropine.

Chez les témoins, les racines du D. stramonium contiennent 15 fois plus d’atropine que
les feuilles.

Dans les feuilles, la meilleure concentration a été obtenue avec la souche Bt04 qui a
augmenté le taux d’atropine de 180% par rapport aux témoins (Fig.47).

Tandis que dans les racines, on a observé une fluctuation des concentrations entre les
different traitements. En outre, avec Pp20 et Bt04 I’augmentation a été trés faible (6% et 3%
respectivement) (Fig.47).

L’analyse de la variance a montré un effet tres hautement significatif des traitements sur
la teneur en atropine dans les feuilles. Cependant les traitements dans les racines n’ont montré
aucun effet significatif sur la teneur d’atropine (Annexe 33, 34).

La comparaison des moyennes par le test LSD de Fisher a révélé 3 groupes homogenes
dans les feuilles dont Bt04 constitue le premier groupe et le reste des traitements constituent le

deuxiéme groupe (Annexe 33, 34).

8.3. Teneur en hyoscyamine

Comme pour I’atropine, les racines sont plus riches en hyoscyamine par rapport aux
feuilles.

Chez les témoins, pour ’hyoscyamine et comme pour I’atropine, la teneur la plus élevée
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a été enregistré dans les racines de la plante.

Dans les feuilles, la teneur la plus élevée a été enregistré avec A4, qu’a augmenté la
teneur en hyoscyamine de 72% par rapport aux témoins. Cependant dans les racines les
traitements ont diminué le taux d’hyoscyamine, sauf Bt04 (Fig.48).

Dans les feuilles, ’analyse a révélé un effet significatif des souches sur la teneur en
I’hyoscyamine Annexe 35, 36), et non significatif, dans les racines.

Le test LSD de Fisher a montré 1’existence de 2 groupes homogenes dans les feuilles

avec A4 qui forme le premier groupe et le reste des traitements constitue le deuxiéme groupe

(Annexe 35, 36).
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Figure 46 : Teneur en scopolamine dans les feuilles et les racines du Datura
Stramonium apres 16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konmé6 et
A4. Ff(4,10)=7,28 ; P <0,05*% ; Fr(4,10) = 0,46 ; P> 0,01
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Figure 47 : Teneur en atropine dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium
aprés 16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.
Ff(4,10) = 140,20 ; P < 0,001*** ; Fr(4,10) = 0,82 ; P> 0,01.
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Figure 48 : Teneur en hyoscyamine dans les feuilles et les racines du Datura
Stramonium apreés 16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konmé6 et
A4. Ff(4,10) = 5,24 ; P <0,05*% ; Fr(4,10) =2,44 ; P> 0,01.
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9. Teneur en phénylpropanoides

Les phénylpropanoides (PHPR) sont des composés phénoliques d'origine naturelle, ils
présentent un cycle aromatique auquel est fixée une chaine latérale ayant trois atomes de
carbone. Ils sont biosynthétisés a partir de la phénylalanine qui est un acide aminé protéinogeéne
aromatique, et contiennent une ou plusieurs unités C6-C3. Ces composés sont des métabolites
secondaires, impliqués dans diverses fonctions telles que la fertilité, la pigmentation, la
lignification, la protection contre des agents biotiques ou abiotiques, ou encore la signalisation
(Hahlbrock et Scheel 1989; Shirley 1996; Weisshaar et Jenkins 1998).

Les flavonoides, sous famille des phénylpropanoides, interviennent également comme
signaux dans les interactions plante-microorganisme. Lors des réactions de défense dans les
plantes, la synthése des flavonoides ayant des propriétés antifongiques est stimulée. Aussi, au
cours de la symbiose avec les Rhizobium, les flavonoides interviennent notamment dans le
chimiotactisme et la nodulation des légumineuses.

Les analyses réalisées par la GC-TOF-MS ont montré que Datura stramonium contient
5 phénylpropanoides : I’acide trans-caféique, I'acide dihydro-férulique, I’acide trans-
férulique, la lutéoline et la quercétine (des flavonoides) (Fig.49).

La comparaison des concentrations des phénylpropanoides entre les feuilles et les
racines a montré la supériorité des premiers (Fig.49).

Ainsi, la souche A4 a un effet bénéfique sur les teneurs en phénylpropanoides dans les
feuilles avec des augmentations de 16%, 26%, 27% et 91% de lutéoline, acide trans-férulique,
quercétine et acide trans-caféique respectivement (Fig.49 4, 3, 5, 1). Dans les racines des
améliorations ont été notées de 22% et 45% les teneurs en lutéoline et en quercétine
respectivement (Fig.49 4, 5).

De méme, la souche Konm6 a amélioré les teneurs de certains phénylpropanoides. Dans
les feuilles, les teneurs en acide trans-caféique et en acide trans-férulique, ont subi des
augmentations de 16% et 42% respectivement (Fig.49 1,3). Dans les racines, la lutéoline et la
quercétine ont augmenté de 40% et 95% respectivement par rapport aux témoins (Fig.49 4, 5).

Aux contraire des deux premicres souches, la Pp20 a induit des chutes remarquables de
la teneur en PHPR dans les deux parties de la plante : pour I’acide trans-férulique, on a obtenu
des diminutions de 141% dans les feuilles et de 52% dans les racines (Fig.49 3).

En outre, avec la souche Bt04 des fluctuations ont été enregistrées, elle a augmenté dans
les feuilles les teneurs en acide trans-caféique et en acide trans-férulique de 82% et de 36%

respectivement par rapport aux témoins (Fig.49 1, 3). Dans les racines, elle a augmenté les
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teneurs en lutéoline et en quercétine de 25 et 31%, respectivement (Fig.49 4, 5).
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Figure 49 : Teneur en phénylpropanoides dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium aprés 16
jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.
(1) acide trans-caféique, (2) acide dihydro-férulique, (3) acide trans-férulique, (4) lutéoline, (5) quercétine.
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10. Teneur en acides polyhydroxy

Les acides polyhydroxy (PHA) ont un fonctionnement similaire aux AHA (alpha-
hydroxy-acides ou acides des fruits) qui sont des acides naturels de sucres et peuvent étre
extraits des fruits ou d'autres substances naturelles. Leurs molécules possédent a la fois un ou
plusieurs groupements hydroxyles (-OH), qui caractérisent les alcools et un ou plusieurs
groupements carboxyliques (-COOH)) mais seraient légérement moins irritants car leurs
molécules, plus grosses pénétrérent moins bien dans la peau. Les PHA sont d’excellents
antioxydants (Siddiqui et al. 2016).

Les échantillons étudiés ont révélé I’existence de 10 PHA : I'acide arabinonique,
I'acide érythronique, I'acide galactarique, I'acide galactonique, I'acide gluconique, I'acide
glycérique, I'acide gulonique, I’acide lyxonique, I'acide ribonique et I'acide thréonique
(Fig.50).

En général, les PGPRs ont influé positivement les teneurs en PHA dans les feuilles a
I’exception de la souche Pp20.

Ainsi, la souche A4 a augmenté les teneurs en acide arabinonique, acide lyxonique,
acide ribonique, acide galactonique et en acide gluconique de 38%,40%, 59%, 64% et 80%
respectivement, par rapport aux témoins (Fig.50 1,8, 9, 4, 5).

En outre, la souche Konm6 a augmenté les teneurs en acides gluconiques,
acide ribonique, acide lyxonique et en acide galactonique de 200%, 47%, 44% et de 29%
respectivement (Fig.50 5, 9, 8, 4). De méme la souche Bt04 a amélioré de 28%, 35%, 111% et
131% les teneurs en acide galactonique, acide arabinonique, acide lyxonique et en
acide ribonique respectivement (Fig.50 4, 1, 8,9).

Au contraire des feuilles, dans la partie racinaire, des chutes remarquables ont été
révélées pour la majorité des teneurs en PHA. Ainsi, ’acide arabinonique a diminué de 106%,
106%, 103% et 74% avec les traitements A4, Pp20, Bt04, Konm6 respectivement (Fig.50 1).
De méme, l'acide érythronique a baissé de 190%, 171%, 159%, 125% avec les souches
Konm6, A4, Bt04 et Pp20 respectivement (Fig.50 2). Uniquement pour les teneurs en acide
galactarique et en acide galactonique ou les PGPRs ont eu un effet positif dans les racines.
Elles ont augmenté¢ les teneurs de 14%, 37% et de 55% avec A4, Konm6 et Pp20 respectivement
pour I’acide galactarique de 258%, 175%, 150% et 150% avec A4, Konm6, Pp20 et Bt04

respectivement pour 1’acide galactonique (Fig.50 3, 4).

108



Résultats & Interprétations

ACIDE ARABINONIQUE 1 ACIDE ERYTHRONIQUE
1,6 r 1,6 r
,(/?1,4 - '0?1’4 -
o 12 t o 012 t M
(=] 1 (@]
=08 [T T N ¥ Eos8 |
506 [ = N - = L o 506 @
> 5! = hY g E E N 7} — =
$04 - =E . 0N ¥ = = § $04 M = q = = i
Fo2 i EE N g = E N Fo2 b = £ 3 = E N
0 ¥ = = W b = = b 0 d = = h |+ = E M
C < (Vo] o < c < [(e} o < c < (Vo] o < C < (Vo] o <
5 < g 9 2 ° < £ 9 2 5 < g 9 2 s < £ 9 2
E c o o E c a o E c o o E c o [an]
@ 2 ¥ 2 g g g )
Feuilles Racines Feuilles Racines
ACIDE 3 ACIDE
GALACTARIQUE GALACTONIQUE
16 1,6
» 14 w14
a
1,2 | =12 |
o> L
Bos | T = é glr oz L 1 N
T8y & E BE & T I = = N
S o6 | = £ § sos (1 & £ E N
204 t = 2N zos i ¥ E E N L L &
202 ro & % = E N 202 [ = E N = ER
0 ﬁ | E == S d = = N 0 | ] — = ﬁ | = =
s31t823 [§2%82
\g § a o \ng § o o ‘EJ S a g S o
Feuilles Racines Feuilles Racines
ACIDE GLUCONIQUE > ACIDE GLYCERIQUE
1,6 ¢ 1,6
~14 | T T T ~14 |
n o L
812 | f = N o12 | &
S 1.1 =
S 1t » = = N 2 17 L
Eos ¢ H = = Y Eos | ¢ = Q I E -
506 = E N 506 = 1 N 5 £ E N
[} = E N ) g = =E N = E N
c 04 E W S04 L E E N = E N
Fo2t & E = H = E N F o2 I = E N = E N
f - E B . = E N ’ : E E \ = E N
0 7 @ = =E = b = = W 0 b = = A | - =
5 ¥ E ] 5 T 8 ] 5§ T 8 8 2 5§ T B & 3
£ § & & £ 5 & & £ § & & £ 5§ & @
"_8 ~ \S ~ -t ~ P -~
Feuilles Racines Feuilles Racines

Figure 50 : Teneur en acides polyhydroxy dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium aprés 16
jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.
(1) acide arabinonique, (2) acide érythronique, (3) acide galactarique, (4) acide galactonique,
(5) acide gluconique, (6) acide glycérique.
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Figure 50 (suite) : Teneur en acides polyhydroxy dans les feuilles et les racines du Datura Stramonium
apres 16 jours d’inoculation par les quatre PGPRs, Pp20, Bt04, Konm6 et A4.
(7) acide gulonique, (8) acide lyxonique, (9) acide ribonique, (10) acide thréonique.
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11. Teneur en MSTs (metabolites inconnus)

Les MSTs regroupent 1’ensemble des métabolites retenus par la GC-TOF-MS mais qui
n’ont pas été reconnues ou identifiés (par leurs noms). La nature et la composition de ces
molécules dépendent du choix de I'extraction des métabolites, du type d'échantillon biologique
et des conditions expérimentales. Ces composants représentent les balises spectrales de masse
de métabolites volatils ou des dérivés de métabolites.

L’identification des MSTs est le défi majeur des techniques de profilage moderne,
I’identification et la collecte des MSTs seraient tres efficace pour les futurs recherches dans les
domaines biologiques et pharmaceutiques par la découverte de nouveaux marqueurs
d’identification métaboliques.

Les résultats obtenus ont montré que Datura stramonium contient 52 MSTS.

12. Schéma global des différentes voies et cycles de biosynthese des métabolites chez

D. stramonium

La figure 51 représente le schéma global des différentes voies et cycles de biosynthése
des métabolites primaires et secondaire chez D. stramonium et leurs variations aprés inoculation

par les PGPRs Pp20, Bt04, Konm6 et A4.
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Figure 51 : Différentes voies et cycles de biosynthése des principaux métabolites primaires et secondaires chez
Datura stramonium et leurs variations 16 jours aprés inoculation par les quatre PGPRs Pp20, Bt04, Konm6 et A4.
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V. Effet des PGPRs et/ou de I’AS sur la croissance végétative, les teneurs
en azote, carbone, hydrogene et sur le rapport C/N chez Datura
INNOXIa
Dans cette partie, on a ¢tudié¢ I’effet de deux PGPRs (Pp20 et Bt04), de deux

concentrations (10* M et 10® M) d’acide salicylique et en combinant les deux (PGPRs et les
deux concentrations d’AS), sur la croissance végétative chez Datura innoxia, sur les teneurs en

azote, carbone, hydrogéne et sur le rapport C/N dans les feuilles et dans les racines.

1. Croissance végétative
1.1. Longueur moyenne des plantes
La figure 52 montre une évolution de la longueur moyenne des plantes en fonction du
temps pour tous les traitements. Apres 4 semaines de culture, les longueurs moyennes les plus
élevées ont été enregistrées avec la concentration 10 M d’AS suivie par la concentration 107
M d’AS et la souche Pp20 avec 43.1 cm (14% d’augmentation), 42.37 cm (12%
d’augmentation) et 41.82 cm (10% d’augmentation) respectivement. Alors que, les plantes des
combinaisons (PGPR + AS) ont montré des valeurs légerement plus faibles, la longueur
moyenne n’a varié que de 38,83 cm a 41,62 cm entre les différents traitements. Cependant, c’est
le témoin qui a enregistré la plus faible moyenne (37,87 cm) (Fig. 52).
En effet, I’analyse de la variance n’a pas révélé de différence significative entre les

moyennes des différents traitements (Annexe 37).

1.2. Nombre moyen de feuilles

La figure 53 montre une évolution de la longueur moyenne des plantes en fonction du
temps pour tous les traitements. A la fin de la culture, les nombres moyens des feuilles n’ont
vari¢é que de 36 a 45. Ils ont atteints avec les souches Pp20 et Bt04 45 et 41 feuilles
respectivement. Ainsi, les concentrations 10*M et 10° M d’AS ont donné un nombre moyen
d’environ de 40 feuilles pour chacune. Alors que, le témoin a montré toujours le plus faible
nombre moyen de feuilles avec 36 feuilles (Fig. 53).

Effectivement, 1’analyse de la variance n'a révélé aucune différence significative entre
les différents traitements (Annexe 38).

La figure 54 illustre 1’aspect des plantes du D. innoxia aprés 4 semaines d’inoculation
par deux PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10* M et 10 M) d’AS
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1.3. Poids total moyen des plantes

La figure 55 montre que la souche Pp20 seule a augmenté le poids total moyen par 20%.
De méme les concentrations 10* M et 10 M d’AS ont amélioré le poids total moyen de 31%
et 39%, respectivement par rapport au témoin. Cependant, les poids totaux moyens les plus
¢levés ont été enregistrés avec les combinaisons PGPR+AS, ils ont vari¢ entre 174,96 g et
209,96 g.

Pour ce paramétre, I’analyse de la variance apres 4 semaines de culture a révélé un effet
hautement significatif entre les moyennes des différents traitements (Annexe 39).

En effet, le test LSD de Fisher a révélé 03 groupes homogénes dont deux chevauchent
(Annexe 38).

1.4. Poids sec moyen des racines

Les résultats obtenus ont montré que les valeurs enregistrées pour les différents
traitements sont supérieures par rapport aux témoins. Les valeurs les plus élevées sont obtenues
avec les concentrations 10° M d’AS suivie par10*M d’AS puis avec la souche Pp20 qui ont
enregistré des augmentations du poids sec moyen de 82%, 80% et 69% respectivement par
rapport aux témoins (Fig. 56).

L’analyse de la variance apreés 4 semaines de culture a révélé un effet hautement
significatif entre les moyennes des différents traitements (Annexe 40).

En effet, le test LSD de Fisher a révélé 3 groupes homogeénes dont deux chevauchent

(Annexe 40).
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Figure 52 : Evolution de la longueur moyenne des plantes du Datura innoxia aprés inoculation par 02
PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et 10 M) d’AS.
F(8,18)=0,49 ; P > 0,01
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Figure 53 : Evolution du nombre moyen de feuilles du Datura innoxia inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et
Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M et 10 M) d’AS.
F(8,18)=0,82; P> 0,01
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Figure 54 : Plantes du Datura innoxia aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par
deux concentrations (10 M et 10° M) d’AS. (A, B, C) : plante du Datura innoxia. ;(D) : racines du Datura
innoxia. Dans le terreau, avant nettoyage ; (E) ; racine non inoculée (témoin) ; (F) : racines inoculée par la souche
Pp20 ; (G) : racines inoculée par la souche Bt04.
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Figure 55 : Evolution du poids total moyen du Datura innoxia aprés inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et
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Figure 56 : Poids sec moyen des racines du Datura innoxia aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs
(Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et 10° M) d’AS.
F(8,18) =4,61 ; P <0,005**
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2. Teneurs en azote et carbone, rapport C/N et teneur en hydrogene
2.1. Teneur en azote (N)
2.1.1. Dans les feuilles
D’aprés la figure 57A le témoin a présenté une teneur plus élevée en azote (3,65%) par
rapport autres traitements (PGPRs et AS), ces derniers ont montré presque les mémes teneurs
(entre 2,22% et 2,57%).
L’analyse de la variance a révél¢é un effet trés hautement significatif entre les moyennes
des traitements sur la teneur en azote dans les feuilles.
La comparaison des moyennes par le test LSD de Fisher a montré I’existence de 3
groupes homogenes dont 2 chevauchent, le témoin présente le premier groupe. Le deuxiéme
groupe est constitué par Pp20 et les deux concentrations d’AS le troisiéme groupe. (Annexe

41).

2.1.2. Dans les racines
Comme dans les feuilles, le témoin a présenté la teneur en azote la plus élevée (2,10
%). La souche Bt04 a montré une teneur de 1,83% suivie par la dose 10 M d’AS avec un taux
de 1,8 % (Fig.57A).
L’analyse de la variance effectuée a révélé un effet trés hautement significatif des
traitements sur la teneur en azote dans les racines.
La comparaison des moyennes par le test LSD de Fisher a montré I’existence de 2

groupes homogenes (Annexe 42).

2.2. Teneur en carbone (C)
2.2.1. Dans les feuilles

Les meilleures teneurs en carbone ont été enregistrées avec la concentration 10° M d’AS
(40,47%) et la souche Pp20 (39,84%) (Fig.57B). Tous les traitements PGPRs et AS ont présenté
des teneurs supérieures a celle du témoin.

L’analyse de la variance a montré un effet tres hautement significatif des traitements
sur la teneur en carbone dans les feuilles.

Le test LSD de Fisher a révélé 1’existence de 3 groupes homogenes dont 2 chevauchent

(Annexe 43).
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2.2.2. Dans les racines
Tous les traitements avec les PGPRs et I’AS ont montré des teneurs en carbone
supérieurs a celle du témoin.
La souche Pp20 a enregistré la meilleure teneur (41,06%), suivie par la concentration
10°M d’AS avec une teneur de 40,15% (Fig.57B).
L’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif des traitements
sur la teneur en carbone dans les racines.

Le test LSD de Fisher a montré 1’existence de 3 groupes homogenes (Annexe 44).

2.3. Rapport C/N
2.3.1. Dans les feuilles
Les valeurs obtenues dans les différents traitements ont été supérieures a celles du
témoin. Le meilleur résultat a été enregistré avec la concentration 10° M d’AS (18,21), suivie
par la concentration 104 M d’AS, Bt04 et Pp20(Fig.57C).
Effectivement, I’analyse de la variance a révél¢é un effet trés hautement significatif des
traitements sur le rapport C/N.
La comparaison des moyennes par le test LSD de Fisher a montré I’existence de 4
groupes homogenes. La concentration 10 M d’AS constitue le premier groupe. Le deuxiéme
groupe est formé par la concentration 10* M d’AS et la souche Bt04. Alors que, la souche Pp20

forme le troisiéme groupe (Annexe 45).

2.3.2. Dans les racines
Dans les racines, des augmentations significatives ont été obtenues. Les valeurs
enregistrées par ordre décroissant sont 23.04, 23.03, 22.14 et 21.67 pour Pp20, la concentration
10°°M d’AS, la concentration 104 M d’AS et Bt04, respectivement (Fig.57C).
L’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif des traitements
sur le rapport C/N dans les racines.
La comparaison des moyennes par le test LSD de Fisher a montré ’existence de 3

groupes homogenes (Annexe 46).

2.4. Teneur en hydrogene (H)
2.4.1. Dans les feuilles

Tous les traitements ont présenté des teneurs en hydrogéne supérieure a celle du témoin.
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Pour ce parametre, les concentrations d’AS ont montré les meilleurs résultats, avec une
teneur de 6,69% pour la concentration 10°M d’AS et de 6,60% pour la concentration 10* M
d’AS. (Fig.57D).

L’analyse de la variance a montré un effet trés hautement significatif des traitements
sur la teneur en hydrogéne dans les feuilles. (Annexe 47).

En effet le test LSD de Fisher a révélé I’existence de 4 groupes homogenes (Annexe
47).

2.4.2. Dans les racines

La teneur la plus ¢élevée a été enregistrée avec la souche Pp20 (6,49%). Suivie par la
concentration 10° M d’AS (6,39%) (Fig.57D).

L’analyse de la variance a montré un effet trés hautement significatif des traitements
sur la teneur en hydrogeéne dans les racines.

En effet, le test LSD de Fisher a révélé I’existence de 3 groupes homogenes dont deux

chevauchent (Annexe 48).
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Figure 57 : Feuilles et racines du Datura innoxia aprées 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et

(A)
(B)
©
D)

Bt04) et élicitation par deux concentrations (10* M et 10 M) d’AS.

: teneur en azote ; Ff(4,10) = 163,84 ; P <0,001*** ; Fr(4,10) = 22,38 ; P <0,001***

: teneur en carbone ; Ff(4,10) = 19,53 ; P <0,001*** ; Fr(4,10) = 25,96 ; P < 0,001 ***
: rapport C/N ; Ff(4,10) = 194,88 ; P < 0,001*** ; Fr(4,10) = 56,10 ; P < 0,001 ***

: teneur en hydrogéne ; Ff(4,10) = 30,48 ; P <0,001*** ; Fr(4,10) = 8,53 ; P < 0,005**

121



Résultats & Interprétations

VI. Effet des PGPRs et de I’AS sur la composition en métabolites chez
Datura innoxia

Les analyses réalisées par la GC-TOF-MS ont montré que Datura innoxia contient 242
métabolites (primaires et secondaires) dont 150 sont connus (par leurs noms et leurs formules
chimiques) et 92 métabolites inconnus appelés aussi MSTSs.

En comparant les deux espéces étudiées, on peut conclure que Datura innoxia est plus
riche en métabolites par rapport au Datura stramonium.

Les métabolites obtenus ont été classés en douze (12) familles chimiques : les sucres,
les acides organiques, les acides aminés, les phénylpropanoides, les alcaloides, les acides gras,
les dérivés de phosphate, les composés azotées, les acides polyhydroxy, les polyols, les

composés du soufre, ainsi que des spectres de masse inconnues (MSTs).

1. Teneur en sucres

Les résultats obtenus ont montré que Datura innoxia contient 14 sucres : arabinose,
fucose, fructose, galactose, glucose, maltose, psicose, raffinose, saccharose, tagatose,
xylose, alpha, alpha’-tréhalose, 1-kestose et 6-kestose (Fig.58).

A I’exception du saccharose et du tagatose (ou les teneurs sont sensiblement similaires
entre les feuilles et les racines). Les teneurs en sucres sont plus ¢élevées dans les racines par
rapport aux feuilles. Datura innoxia contient I’arabinose, le glucose, le maltose, le raffinose,
I’alpha, alpha’-tréhalose et le 6-kestos en faibles teneurs dans les feuilles de la plante. Alors
que, les racines contiennent des faibles teneurs en maltose et en 6-kestose (Fig.58 1,5, 6, 8, 12,
14).

Dans les feuilles, la souche Pp20 n’a influencé que les teneurs en alpha, alpha’-
tréhalose et en fucose de 550% et 33% respectivement par rapport aux témoins (Fig.5812,2).
Cependant dans les racines, elle a amélioré les teneurs en xylose, fucose, arabinose et en
alpha, alpha’-tréhalose de 57%, 35%, 28% et 32% respectivement, par rapport aux témoins
(Fig.58 11,2, 1, 12).

En outre, la souche Bt04 a augmenté dans les feuilles les teneurs en alpha, alpha’-
tréhalose, glucose, maltose, tagatose et en fucose de 330%, 122%, 100%, 43% et 30%
respectivement par rapport aux témoins (Fig.58 12,5, 6, 10,2). Ainsi, dans les racines les teneurs
en maltose, xylose, fucose, arabinose et en glucose ont été améliorées de 286%0, 52% 48%,

42% et 30% respectivement par rapport aux témoins (Fig.58 6, 11,2, 1, 5).
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Alors que, les concentrations 10* M et 10° M d’AS n’ont augmenté que les teneurs en
quelques sucres. La concentration 10 M d’AS a augmenté dans les feuilles les teneurs en
fucose et en alpha, alpha’-tréhalose de 36% et 520% respectivement (Fig.58 2, 12).
Cependant, dans les racines, elle a augmenté les tencurs en fucose, xylose et en arabinose de
44%, 35% et 35% respectivement (Fig.58 2,11,1). De méme, la concentration 10° M d’AS n’a
augmenté que les teneurs en fucose et en alpha, alpha’-tréhalose dans les feuilles de 40 % et
800% respectivement, de 57% et 110% respectivement, dans les racines (Fig.58 2, 12).

Alors que, les combinaisons PGPR +AS ont amélioré les teneurs en arabinose, fucose
et en alpha, alpha’-tréhalose dans les feuilles et les teneurs en arabinose, fucose, xylose et

en alpha, alpha’-tréhalose dans les racines (Fig.58 1,2, 11, 12).
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Figure 58 : Teneur en sucres dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4 semaines
d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M et 10 M) d’AS.

(1) arabinose, (2) fucose, (3) fructose.
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Figure 58 (suite) : Teneur en sucres dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4 semaines
d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10* M et 10 M) d’AS.

(4) galactose, (5) glucose, (6) maltose.
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Figure 58 (suite) : Teneur en sucres dans les feuilles et les racines du Datura innoxia apres 4 semaines
d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M et 10 M) d’AS.

(7) psicose, (8) raffinose, (9) saccharose.
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Figure 58 (suite) : Teneur en sucres dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4 semaines
d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M et 10 M) d’AS.

(10) galactose, (11) xylose, (12) alpha, alpha’-tréhalose.
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Figure 58 (suite) : Teneur en sucres dans les feuilles et les racines du Datura innoxia apres 4 semaines
d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10* M et 10 M) d’AS.

(13) 1-kestose, (14) 6-kestose
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2. Teneur en acides aminés et leurs dérivés

Aprés les analyses réalisées, les résultats obtenus ont montré que Datura innoxia
contient 35 molécules de cette famille. 19 acides aminés standards : I’alanine, I’arginine,
I’asparagine, I’aspartate (acide aspartique), la cystéine, le glutamate (I’acide glutamique),
la glutamine, la glycine, I’histidine, I’isoleucine, la leucine, la lysine, la phénylalanine, le
proline, la sérine, la thréonine, le tryptophane, la tyrosine, la valine. Aussi, elle renferme,
16 dérivés des acides aminés : I’acide 2-amino-adipique, la béta-alanine, la 3-cyano-alanine,
I’acide 2-amino-butanoique, I’acide 4-amino-butanoique, la butyro 1,4-lactam, la gamma-
glutamylvaline, I’homocystéine, I’homoserine, la N-carboxyglycine, la N-acétyle-valine,
la ornithine 1,5-lactam, la N-acétyle-serine, la O-acétyle-serine, I’allo-thréonine et la
trimethyllysine (Fig.59).

Les racines ne contiennent pas deux dérivés d’acides aminés: la gamma-
glutamylvaline et la trimethyllysine (Fig.59 26, 35). Aussi, elles contiennent des faibles teneurs
en alanine, asparagine, cystéine, acide glutamique, lysine, phénylalanine, tyrosine, acide
2-amino-butanoique et homocystéine (Fig.59 1,3, 5, 6, 12, 13, 18, 24, 27).

Par ailleurs, la souche Pp20 a augment¢ les teneurs de tous les acides aminés standards
et de leurs dérivés dans les feuilles a I’exception de I’acide 2-amino-adipique et I’acide 4-
amino-butanoique (Fig.59 20, 24). Les meilleures augmentations ont été enregistrées avec
I’homocystéine (246%), la sérine (210%) la trimethyllysine (128%) et I’histidine (106%)
(Fig.59 27, 15, 35, 9). Alors que, dans les racines, elle n’a pas présenté un grand effet sur les
teneurs en acides aminés, sauf pour I’homoserine (400%), I’acide 2-amino-adipique (90%) et
la N-carboxyglycine (53%) (Fig.59 28, 20, 29).

Alors que, la souche Bt04 dans les feuilles n’a influencé significativement que les
teneurs en alanine (153%), homocystéine (87%), sérine (78%), butyro 1,4-lactam (73%),
glutamine (63%) (Fig.59 1, 15, 25, 7). Et dans les racines les teneurs en cystéine (275%),
homoserine (95%) et en acide 2-amino-adipique (53%) (Fig.59 s, 28, 20).

Les deux concentrations 10 M et 10°® M d’AS ont amélioré les teneurs de tous les
acides aminés et de leurs dérivés, a I’exception dans les feuilles de la cystéine, le tryptophane
et I’acide 2-amino-adipique (Fig.59 5, 17, 20), et dans les racines de la glutamine, le
tryptophane et I’allo-thréonine (Fig.59 7, 17, 34). Les augmentations les plus élevées dans les
feuilles sont obtenues pour la sérine (10 M : 295% ; 10 M : 405%), ’alanine (10* M :
200% ; 10° M : 350%) et ’homocystéine (10 M : 279% ; 10° M : 212%) (Fig.59 15, 1,27).
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Les combinaisons (PGPRs+AS) ont montré, aussi, des augmentations des teneurs en
acides aminés, dans les feuilles et les racines et avec la majorité de ces substances (Fig.59).

Pour la combinaison (Pp20+AS), les améliorations les plus élevées dans les feuilles ont
été enregistrée avec la sérine (Pp20+10* M : 421% ; Pp20+10° M : 226%), la glutamine
(Pp20+10* M : 315% ; Pp20+10° M : 342%) et ’homocystéine (Pp20+10* M : 330% ;
Pp20+10° M : 220%) (Fig.59 15,7,27). Et dans les racines des augmentations ont été enregistrée
avec I’homoserine (Pp20+10 M : 1000% ; Pp20+10° M : 330%), la cystéine (Pp20+10™“ M :
300% ; Pp20+10° M : 300%), I’acide 2-amino-adipique (Pp20+10* M : 473% ; Pp20+107°
M : 150%) et la sérine (Pp20+10™* M : 136%) (Fig.59 28, 5, 20, 15).
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Figure 59 : Teneur en acides aminés et leurs dérivés dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10° M) d’AS.
(1) alanine, (2) arginine, (3) asparagine.
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et 10° M) d’AS.
(4) acide aspartique (aspartate), (5) cystéine, (6) acide glutamique.

Feuilles

Figure 59 (suite) : Teneur en acides aminés standards dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M,
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Figure 59 (suite) : Teneur en acides aminés standards dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10° M) d’AS.
(7) glutamine, (8) glycine, (9) histidine.
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Figure 59 (suite) : Teneur en acides aminés standards dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10° M) d’AS.
(10) isoleucine, (11) leucine, (12) lysine.
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Figure 59 (suite) : Teneur en acides aminés standards dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10° M) d’AS.
(13) phénylalanine, (14) proline, (15) sérine.
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Figure 59 (suite) : Teneur en acides aminés standards dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10° M) d’AS.
(16) thréonine, (17) tryptophane, (18) tyrosine.
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Figure 59 (suite) : Teneur en acides aminés et leurs dérivés dans les feuilles et les racines du Datura
innoxia aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations

(10* M et 10 M) d’AS.
(19) valine, (20) acide 2-amino-adipique, (21) 3-cyano-alanine.
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Figure 59 (suite) : Teneur en dérivés d’acides aminés dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10 M) d’AS.
(22) béta-alanine, (23) acide 2-amino-butanoique, (24) acide 4-amino-butanoique.
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Figure 59 (suite) : Teneur en dérivés d’acides aminés dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M,

et 10° M) d’AS.
(25 butyro 1,4-lactam, (26) gamma-glutamylvaline, (27) homocystéine.
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Figure 59 (suite) : Teneur en dérivés d’acides aminés dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10° M) d’AS..
(28) homoserine, (29) N-carboxyglycine, (30) N-acétyle-valine.
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et 10 M) d’AS.
(31) ornithine 1,5-lactam, (32) N-acétyle-serine, (33) O-acétyle-serine.

Feuilles

Figure 59 (suite) : Teneur en dérivés d’acides aminés dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M
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Figure 59 (suite) : Teneur en dérivés d’acides aminés dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10 M) d’AS.
(34) allo-thréonine, (35) trimethyllysine.
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3. Teneur en acides gras

Les résultats ont montré que Datura innoxia contient 03 acides gras : ’acide
hexadécanoique, I’acide hexanoique et I’acide octadecanoique (Fig.60).

Pour cette famille, les teneurs dans les feuilles et les racines sont presque égales
(Fig.60).

Avec les souches Pp20 et Bt04 et les deux concentrations 10# M et 10° M d’AS, ’acide
hexadécanoique et I’acide octadecanoique ont subi des diminutions de teneurs, dans les
feuilles et les racines (Fig.60 1,3). Pour I’acide hexanoique, la souche Bt04, la concentration
10* M et la concentration 10% M ont augmenté les teneurs de 47%, 152% et 111%
respectivement dans les feuilles (Fig.60 2).

Cependant, avec les combinaisons (PGPRs+AS), les teneurs ont été tres variables. Dans
les feuilles, la combinaison Pp20+10° M a augmenté les teneurs en acide hexadécanoique et
en acide octadecanoique de 70% et 37% respectivement (Fig.60 13). Alors que, la
combinaison Pp20+10* M d’AS a augmenté les teneurs en acide hexanoique de 58% par
rapport au témoin (Fig.60 2). Cependant, dans les racines, la combinaison Pp20+10* M d’AS a
augment¢ les teneurs des 03 acides de 271%, 200% et 157% pour I’acide hexadécanoique,

I’acide hexanoique ct ’acide octadecanoique, respectivement (Fig.60 1,2, 3),
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Figure 60 : Teneur en acides gras dans les feuilles et les racines du Datura innoxia apres 4 semaines
d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10* M et 10 M) d’AS.
(1) ’acide hexadécanoique, (2) acide hexanoique, (3) acide octadecanoique.
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4. Teneur en acides organiques

D’apres les résultats, Datura innoxia renferme 29 acides organiques (10 acides plus que
chez Datura stramonium): I’acide 4-hydroxyphenyl-acétique, I'acide cis- aconitique, I’acide
benzoique, I’acide 3,4-dihydroxy-benzoique, I’acide 2,4-dihydroxy-butanoique, I’acide 4-
dihydroxy-butanoique, ’acide citrique, 1’acide 2-méthyl-citrique, ’acide fumarique,
I'acide glutarique, I’acide2-hydroxy-glutarique, ’acide 3-hydroxy-3-méthyl-glutarique,
I’acide glycolique, I’acide isocitrique, I’acide lactique, I’acide 3-phényl-lactique , I’acide
maléamique, I’acide malique, I’acide 2-isopropyl-malique, I’acide 2-méthyl-malique,
I’acide malonique, I’acide oxalique, I’acide 2 carboxylique-pipéridine, I’acide pyruvique,
I’acide shikimique, I’acide suberique, I’acide succinique, ’acide sulfurique et I’acide
vanillique (Fig.61).

Les teneurs en acides organiques varient en fonction de 1’organe et du traitement. Les
racines ne contiennent pas d’acide 2-méthyl-malique ni I’acide sulfurique et contiennent peu
d’acide 2-méthyl-citrique, d’acide oxalique et d’acide maléamique sous forme de traces
(Fig.61 20,28,8,22,17). Alors que, les feuilles ne contiennent pas d’acide oxalique et contiennent
I’acide lactique et I’acide 3-phényl-lactique (Fig.61 22, 15, 16).

La figure 61 montre I’effet de 1’inoculation par les PGPRs, I’¢licitation par I’AS et les
combinaisons (PGPR+AS) sur les teneurs en acides organiques dans les feuilles et les racines
du Datura innoxia. Dans les feuilles, la souche Pp20 a augmenté les teneurs en acide 3-
hydroxy-3-méthyl-glutarique, acide 3,4-dihydroxy-benzoique, acide 4-hydroxyphenyl-
acétique, acide 2-méthyl-citrique et en acide sulfurique de 115%, 50%, 44%, 41% et 32%
respectivement par rapport aux témoins (Fig.61 12,4, 1,8, 28). Cependant, dans les racines, elle a
amélioré les teneurs en acide 3,4 dihydroxy-Benzoique, acide 3-phényl-lactique, acide
glutarique et en acide benzoique de 536%0, 102, 96% et 48% respectivement (Fig.61 4, 16, 10,
3).

En outre, la souche Bt04 a amélioré dans les feuilles les teneurs en plusieurs acides
organiques : 1’acide 3-hydroxy-3-méthyl-glutarique, I’acide 2-méthyl-malique, I’acide
succinique, ’acide 2-hydroxy-glutarique, I’acide benzoique, 1’acide cis-aconitique, I’acide
2-méthyl-citrique, I’acide 4-hydroxyphenyl-acétique, I’acide malique, I’acide shikimique
de 118%, 108%, 100%, 93%, 91%, 67%, 65%, 56%, 53% et 42% respectivement (Fig.61 12, 20,
27,11,3,2,8, 1,18, 25). Par contre, dans les racines, cette souche n’a pas influencé les teneurs en
acides organiques, sauf pour I’acide 3,4-dihydroxy-benzoique, I’acide 3-phényl-lactique et

I'acide glutarique avec des améliorations de 157%, 68% et 60% respectivement.
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Les deux concentrations 10% M et 10°® M d’AS, ont augmenté les teneurs en tous les
acides organiques, dans les feuilles, sauf avec l'acide glutarique, ’acide 2-isopropyl-
malique, I’acide malonique et I’acide sulfurique. Pour la concentration 10* M d’AS, les
meilleures améliorations ont été enregistrées dans les feuilles avec I’acide succinique, 1’acide
2-méthyl-citrique, P’acide benzoique, I’acide 2-méthyl-malique, 1’acide 2-hydroxy-
glutarique et I’acide 4-dihydroxy-butanoique de 300%, 173% , 169%, 162%, 121% et 120%
respectivement (Fig.61 27, 8, 3, 20, 11, 6). Et dans les racines avec I’acide 3,4-dihydroxy-
benzoique, I’acide 3-phényl-lactique et I’acide glutarique de 231%, 191% et 145%
respectivement (Fig.61 4, 16, 10). Alors que, par la concentration 10°® M d’AS les meilleures
teneurs dans les feuilles ont été enregistrées pour 1’acide succinique, I’acide 2-méthyl-
malique, I’acide 3-hydroxy-3-méthyl-glutarique, I’acide malique et pour P’acide 4-
hydroxyphenyl-acétique avec 253%, 164%, 160%, 135% et 116% respectivement (Fig.61 27,
20,12, 18,1). Cependant, dans les racines, elle a augmenté les teneurs en acide 3-phényl-lactique,
acide suberique et en acide 3-hydroxy-3-méthyl-glutarique de 134%, 90% et 27%
respectivement (Fig.61 16, 26, 12).

Avec les combinaisons (PGPRs+AS), on a révélé des augmentations pour la majorité
des acides organiques, dans les feuilles et les racines.

Les combinaisons (Pp20+AS) ont amélioré les teneurs en plusieurs acides organiques,
a I’exception dans les feuilles de I’acide glutarique, I’acide malonique et I’acide sulfurique
(Fig.61 10, 21, 28) et dans les racines de P’acide 4-hydroxyphenyl-acétique, I’acide 2,4
dihydroxy-butanoique, I’acide 4-dihydroxy-butanoique, I’acide 2-méthyl-citrique, ’acide
fumarique, I’acide glycolique, I’acide lactique, ’acide shikimique et I’acide succinique
(Fig.61 1,5,6,8,9,13,15,25,27).

Pour les combinaisons (Bt04+AS), les meilleures augmentations ont été enregistrée dans
les feuilles avec I’acide 4-hydroxyphenyl-acétique, I’acide 4-dihydroxy-butanoique, I’acide
3-hydroxy-3-méthyl-glutarique, acide malique, I’acide 2-méthyl-malique, D’acide
succinique et I’acide vanillique (Fig.61 1, 6, 12, 18, 20,27, 29), et dans les racines avec I’acide 3,4-

dihydroxy-benzoique, I’acide 3-phényl-lactique (Fig.61 4, 16).
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Figure 61 : Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4
semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et

10° M) d’AS.
(1) acide 4-hydroxyphenyl-acétique, (2) acide cis- aconitique, (3) acide benzoique.
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Figure 61 (suite) : Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4

semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10* M et

10 M) d’AS.
(4) acide 3,4-dihydroxy-benzoique, (5) acide 2,4-hydroxy-enzoique, (6) 1’acide 4-dihydroxy-butanoique.
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Figure 61 (suite) : Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4

semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10* M et

10 M) d’AS.
(7) acide citrique, (8) acide 2-méthyl-citrique, (9) acide fumarique.

149



Résultats & Interprétations

ACIDE GLUTARIQUE

ot

HEA
HA A A

[

9-0T SV

¥-0T SV

9-0T SV + 7039
¥-0T SV + 1019
v039

9-0T SV + 0zdd
#-0T SV + 0zdd
o0zdd

ulow}

9-0T SV

i 70T SY

[
i
A

sd B/6w) anaus |

10

9-0T SV + 7019
7-0T SY + 7039
v01g
9-0T SV + 0zdd
7-0T SV + 0zdd
0zdd

ulow}

Racines

Feuilles

ACIDE 2-HYDROXY-GLUTARIQUE

Hi

HIM . 9-0T SV

W 0T SV

s 9-0T SV + v01g

HE== 7-0T SV + v01g

" F A0

HEssEYEE 9-0T SV + 0zdd

—EEEEl v-0T SV +0zdd

A ozdd

HETTR ulow®)

9-0T SV
-0T SV
9-0T SV + ¥03d

¥-0T SV + ¥034

HEEAAFFD 108

——RELELLELEEE 9-0T SV + 0zdd

HE s ses=l v-0T SV +0zdd

HIlmE ozdd

HEEE ulows
1 1

o

11

Racines

Feuilles

Hhhhhh
[

I
HETT

[
[ i |
LA

ACIDE 3-HYDROXY-3-METHYL-
GLUTARIQUE

© YN RS NO

— [eNeoNeNe)

(sd 6/6w) anaua )

12

9-0T SV

¥-0T SV

9-0T SV + 7039
¥-0T SY + 1019
039

9-0T SV + 0zdd
#-0T SV + 0zdd
0zdd

ulow}

9-0T SV
7-0T SV

9-0T SV + 7019
7-0T SY + 7039
018

9-0T SV + 0zdd
7-0T SV + 02dd
0zdd

ulow}

Racines

Feuilles

Figure 61 (suite) : Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4

semaines d’inoculation n par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et

10 M) d’AS.
(10) acide glutarique, (11) acide2-hydroxy-glutarique, (12) acide 3-hydroxy-3-méthyl-glutarique.
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Figure 61 (suite) : Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4

semaines d’inoculation par 0 2 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10* M et

10° M) d’AS.
(13) acide glycolique, (14) acide isocitrique, (15) acide lactique.
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ACIDE 3-PHENYL-LACTIQUE
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Figure 61 (suite) : Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4

semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10* M et

10° M) d’AS.
(16) acide 3-phényl-lactique, (17) acide maléamique, (18) acide malique.
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Figure 61 (suite) : Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4

semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10* M et

10 M) d’AS.
(19) acide 2-isopropyl-malique, (20) acide 2-méthyl-malique, (21) acide malonique.
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Figure 61 (suite) : Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4
semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et
10° M) d’AS.
(22) acide oxalique, (23) acide 2 carboxylique-pipéridine, (24) acide pyruvique.
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Figure 61 (suite) : Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4

semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10* M et

10° M) d’AS.
(25) acide shikimique, (26) acide suberique, (27) acide succinique.
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(28) acide sulfurique, (29) acide vanillique.
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Figure 61 (suite) : Teneur en acides organiques dans les feuilles et les racines du Datura innoxia apres 4
semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et
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5. Teneur en derivées de phosphate

Les résultats obtenus ont montré 1’existence de 05 métabolites dans cette famille, le
glycérol-3-phosphate, le glycérophosphoglycérol, le myo-inositol-phosphate, I’acide
phosphorique et I’ester monométhylique de 1'acide phosphorique.

En effet, on a observé que les teneurs en dérivés de phosphate dans les racines sont
supérieures a celles dans les feuilles (Fig.62).

Pour cette famille et comme chez la famille précédente, a I’exception de quelques
combinaisons (PGPR+AS), les autres traitements ont montré des diminutions des teneurs.

La souche Pp20 a augmenté¢ les teneurs dans les feuilles en ester monométhylique de
I'acide phosphorique (2149%b), glycérol-3-phosphate (34%) et en acide phosphorique
(10%0) (Fig.62 4,1, 5). Alors que, dans les racines, elle n’a pas influencé les teneurs en dérivés
de phosphate.

De méme, la souche Bt04 a montré des faibles améliorations dans les feuilles du
glycérol-3-phosphate  (14%), du myo-inositol-phosphate (31%) et de Dester
monométhylique de I'acide phosphorique (57%) (Fig.62 1,3, 5).

Pour les 2 concentrations 10 M et 10°® M d’AS, des augmentations ont été enregistrées
dans les feuilles avec le glycérol-3-phosphate (10° M d’AS (19%)), I’acide phosphorique
(10* Md’AS (15%); 10° Md’AS (6%)), et Pester monométhylique de I'acide
phosphorique (104 M d’AS (215%) ; 10 M d’AS (240%)) (Fig.62 1,4, s).

Par ailleurs, les combinaisons Pp20+AS ont augmenté, dans les feuilles, les teneurs en
glycérol-3-phosphate (Pp20+10* M d’AS (68%) ; Pp20+10° M d’AS (102%)), myo-inositol-
phosphate (Pp20+10° M d’AS (400%)), acide phosphorique (Pp20+10* M d’AS (31%) ;
Pp20+10° M d’AS (37%)) et en ester monométhylique de I'acide phosphorique (Pp20+10
M d’AS (157%) ; Pp20+10° M d’AS (128%)) (Fig.62 1,3, 4, 5). Cependant, dans les racines,
elle a amélioré la teneur en acide phosphorique (Pp20+10* M d’AS (78%) ; Pp20+10°
M d’AS (38%)) (Fig.62 4). En outre, les combinaisons Bt04+AS ont amélioré dans les feuilles
les teneurs en glycérol-3-phosphate (Bt04+10* M d’AS (43%)), acide phosphorique
(Bt04+10* M d’AS (28%)) et en ester monométhylique de I'acide phosphorique
(Bt04+10* M d’AS (200%) ; Bt04+10° M d’AS (128%)) (Fig.62 1,4, 5).
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Figure 62 : Teneur en dérivés de phosphate dans les feuilles et les racines du Datura innoxia apres 4
semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et

10° M) d’AS.
(1) glycérol-3-phosphate, (2) glycérophosphoglycérol, (3) myo-inositol-phosphate.
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et 10° M) d’AS.
(4) acide phosphorique, (5) ester monométhylique de 1'acide phosphorique.

Feuilles

Figure 62 (Suite) : Teneur en dérivés de phosphate dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M
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6. Teneur en polyols

Selon les résultats obtenus, Datura innoxia contient 10 polyols: D’arabitol,
I’érythritol, le galactitol, le glycérol, le mannitol, le myo-inositol, le ribitol, le sorbitol, le
threitol et le xylitol (Fig.63).

Les feuilles contiennent de faibles teneurs en arabitol et en mannitol (Fig.63 1, 5).
Alors que, les racines comportent peu d’arabitol, d’érythritol et de mannitol et pas de thréitol
(Fig.63 1,2,5,9).

La souche Pp20, a augmenté les teneurs, dans les feuilles, en arabitol (240%b),
galactitol (18%0), ribitol (10%), xylitol (18%) et surtout en mannitol (500%0) (Fig.63 1,3, 7,
10). Alors que, dans les racines, elle n’a augmenté que la teneur en mannitol (84%) et
légérement la teneur en arabitol (12%) et en glycérol (9%) (Fig.63 5, 1, 4). Cependant, la
souche Bt04, a augmenté, dans les feuilles, les teneurs en xylitol (161%0), galactitol (127%0),
sorbitol (123%0) et en arabitol (59%) (Fig.63 10,3, 8,1). Mais dans les racines, elle n’a influé
que légérement la teneur en arabitol et en galactitol de 16% et 11% respectivement (Fig.63 1,
3).

De méme, avec les deux concentrations 10* M et 10°® M d’AS les teneurs dans les
feuilles en polyols ont été augmentées dans les feuilles, a I’exception du myo-inositol et du
sorbitol, surtout pour I’arabitol (104 M d’AS (364%) ; 10° M d’AS (294%)) (Fig.63 ¢, 8, 1).
Cependant, dans les racines, elles ont augmenté les teneurs en mannitol (28% avec 10° M
d’AS) et en xylitol (104% avec 10* M d’AS) (Fig.63 s, 10).

Par ailleurs, la combinaison (Bt04+10° M AS) a augmenté significativement les teneurs
dans les feuilles en arabitol (1631%), mannitol (490%), érythritol (117%) et en ribitol
(39%) (Fig.63 1,5,2,7), et dans les racines en galactitol (78%). De méme, les combinaisons
(Pp20+10° M AS), ont influencé, dans les feuilles, les teneurs en xylitol, mannitol et en
glycérol de 199%, 30% et 27% respectivement (Fig.63 10, 5, 4), et dans les racines en mannitol

et en glycérol de 124% et 19% respectivement (Fig.63 5, 4).
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Figure 63 : Teneur en polyols dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4 semaines
d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M et 10° M) d’AS.

(1) arabitol, (2) érythritol, (3) galactitol.
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Figure 63 (suite) : Teneur en polyols dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4
semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et

10° M) d’AS.
(4) glycérol, (5) mannitol, (6) myo-inositol.
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Figure 63 (Suite) : Teneur en polyols dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4
semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et 107

M) d’AS.

(7) ribitol, (8) sorbitol, (9) thréitol.
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Figure 63 (suite) : Teneur en polyols dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4
semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M et 107
M) d’AS.

(10) xylitol.
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7. Teneur en composeés de |'azote

Les résultats ont montré que Datura innoxia renferme 29 molécules considérés comme
composés de I’azote : I’adénine, 1’ acide 2, 4-imidazolidone-carboxylique, 1’allantoine, la
cytidine, I’éthanolamine, la N-acétylglucosamine, la 2-amino-2-deoxy-glucose, la guanine,
la guanosine, la 2'-deoxy-guanosine, I’inosine, I’acide nicotinique, 1’octopamine, la
phényléthylamine, I’acide 2-amino-2-méthyl-3-hydroxy propanoique, la putrescine, la
2,3-dihydroxy-pyridine, la 2-hydroxy-pyridine, la 3-hydroxy-pyridine, I’acide pyrrole-2-
carboxylique, la saccharopine, la thymine, la tyramine, I’uracile, I’acide urique, I’uridine,
I’acide 5-amino-valérique, la xanthine et la xanthosine (Fig.64).

Ainsi, on a constaté que, les racines sont dépourvues d’acide 2,4-imidazolidone-
carboxylique, acide 2-amino-2-méthyl-3-hydroxy propanoique, saccharopine et d’acide 5-
amino-valérique (Fig.64 2, 15, 21, 27). Elles renferment la putrescine, I’acide pyrrole-2-
carboxylique, I’uracile et la xanthosine en trés faibles teneurs (Fig.64 16, 20, 25, 29).

A D’exception de la cytidine, I’acide 2-amino-2-méthyl-3-hydroxy propanoique, la
2,3-dihydroxy-pyridine, la 3-hydroxy-pyridine, I’acide urique et la xanthosine (Fig.64 4,
15,17, 19, 25, 29), la souche Pp20 a amélioré les teneurs dans les feuilles pour tout le reste des
molécules, surtout pour la 2'-deoxy-guanosine (289%), la guanine (132%) et la
saccharopine (126%0) (Fig.64 10, 8,21). Alors que, dans les racines, elle n’a augmenté que les
teneurs en éthanolamine, N-acétylglucosamine, 2'-deoxy-guanosine, I’acide nicotinique,
octopamine, phényléthylamine, thymine, tyramine et surtout en guanine (150%) (Fig.64 s,
6,10,12,13, 14, 22,23, 8).

Cependant, la souche Bt04, dans les feuilles, a augmenté les teneurs en cytidine, N-
acétylglucosamine, guanine, guanosine, inosine, acide 2-amino-2-méthyl-3-hydroxy
propanoique, acide pyrrole-2-carboxylique, saccharopine, tyramine, uracile, acide 5-
amino-valérique et surtout en xanthine (302%), 2-amino-2-deoxy-glucose (194%), 2'-
deoxy-guanosine (179%) et thymine (125%) (Fig.64 4,6, 8,9, 11, 15,20, 21, 22, 23, 24, 27, 28,7, 10, 22).
Alors que, dans les racines, elle a augmenté les teneurs en N-acétylglucosamine, 2-amino-2-
deoxy-glucose, 2'-deoxy-guanosine, thymine, xanthosine et surtout en guanine (84%)
(Fig.64 6, 7,10, 22,29, 8).

Avec les deux concentrations 10* M et 10 M d’AS on a révélé des augmentations de
la teneur de tous les composés de 'azote, dans les feuilles, sauf avec I’adénine, I’acide 2, 4-
imidazolidone-carboxylique, la cytidine, la 2-hydroxy-pyridine, la tyramine, I’acide

urique et I’uridine (Fig.64 1, 2, 4, 18, 23, 25, 26). Les augmentations les plus élevées ont été
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enregistrées pour la xanthine (104 M d’AS (720%) ; 10° M d’AS (438%)), la thymine (10
M d’AS (405%) ; 10° M d’AS (281%)) (Fig.64 28, 22). Cependant, dans les racines, elles ont
augmenté, les teneurs en éthanolamine, N-acétylglucosamine, 2-amino-2-deoxy-glucose,
guanine, 2'-deoxy-guanosine, acide nicotinique, octopamine, thymine, tyramine, uracile et
en xanthine (Fig.64 s, 6, 7. 8, 10, 12, 13, 22, 23, 24, 28). Les augmentations les plus élevées ont été
enregistrées pour la guanine (10 M d’AS (254%) ; 10° M d’AS (347%)) et la 2'-deoxy-
guanosine (104 M d’AS (220%) ; 10° M d’AS (118%)) (Fig.64 s, 10).

En outre, des variations importantes ont ¢été obtenues avec les combinaisons
(PGPRs+AS) ou des augmentations ont été obtenues surtout dans les feuilles,

Avec la combinaison (Pp20+AS) les augmentations les plus ¢élevées dans les feuilles ont
été enregistrées pour la xanthine (Pp20+10* M d’AS (448%) ; Pp20+10° M d’AS (401%)), la
2'-deoxy-guanosine (Pp20+10* M d’AS (664%)) et Pacide pyrrole-2-carboxylique
(Pp20+10° M d’AS (303%)) (Fig.64 28, 10, 20). Alors que, dans les racines des améliorations
des teneurs ont été obtenues pour la 2-amino-2-deoxy-glucose (Pp20+10* M d’AS (329%) ;
Pp20+10°% M d’AS (279%)), la tyramine (Pp20+10* M d’AS (216%)) et la guanosine
(Pp20+10° M d’AS (165%)) (Fig.64 7,23,9).

Ainsi, avec la combinaison (Bt04+AS) les augmentations les plus élevées dans les
feuilles ont été enregistrées pour la xanthine (Bt04+10* M d’AS (99%) ; Bt04+10° M d’AS
(250%)), la 2'-deoxy-guanosine (Bt04+10* M d’AS (420%)) et ’uracile (Bt04+10° M d’AS
(220%)) (Fig.64 23, 10, 24). Cependant, dans les racines les meilleures améliorations ont été
révélées pour la guanine (Bt04+10* M d’AS (63%) ; Bt04+10° M d’AS (197%)) et la 2-
amino-2-deoxy-glucose (Bt04+10° M d’AS (119%)) (Fig.64 s, 7).
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Figure 64 : Teneur en composés de 1'azote dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4
semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10* M et 10

M) d’AS.

(1) adénine, (2) acide 2, 4-imidazolidone-carboxylique, (3) allantoine.
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(4) cytidine, (5) éthanolamine, (6) N-acétylglucosamine.

Feuilles

Figure 64 (suite) : Teneur en composés de l'azote dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M
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Figure 64 (suite) : Teneur en composés de l'azote dans les feuilles et les racines du Datura innoxia

aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux (10 M et 10 M)

d’AS.
(7) 2-amino-2-deoxy-glucose, (8) guanine, (9) guanosine.
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Figure 64 (suite) : Teneur en composés de l'azote dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10 M) d’AS.
(10) 2'-deoxy-guanosine, (11) inosine, (12) acide nicotinique.
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Figure 64 (suite) : Teneur en composés de l'azote dans les feuilles et les racines du Datura innoxia

aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux (10 M et 10 M)

d’AS.
(13) octopamine, (14) phényléthylamine, (15) acide 2-amino-2-méthyl-3-hydroxy propénoique.
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Figure 64 (suite) : Teneur en composés de I'azote dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M,

et 10° M) d’AS.
(16) putrescine, (17) 2,3-dihydroxy-pyridine, (18) 2-hydroxy-pyridine.
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Figure 64 (suite) : Teneur en composés de I'azote dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M
et 10° M) d’AS.
(19) 3-hydroxy-pyridine, (20) acide pyrrole-2-carboxylique, (21) saccharopine.
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Figure 64 (suite) : Teneur en composés de I'azote dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M

et 10 M) d’AS.
(22) thymine, (23) tyramine, (24) uracile.
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(25) I’acide urique, (26) uridine, (27) acide 5-amino-valérique.
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Figure 64 (Suite) : Teneur en composés de I'azote dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M
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Figure 64 (Suite) : Teneur en composés de l'azote dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10 M) d’AS.
(28) xanthine, (29) xanthosine.
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8. Teneur en composes du soufre

Apres les analyses réalisées par la GC-TOF-MS, les résultats obtenus ont montré que
Datura innoxia contient une famille de métabolites qui n’existe pas chez Datura stramonium.
Cette famille appelée les composés ou les dérivés du soufre.

Elle contient une molécule la sylfoxyde de méthionine qui se trouve seulement dans
les feuilles de la plante.

La sylfoxyde de méthionine, est un dérivé oxydé de la méthionine qui joue un role
particulier dans la biosynthése des protéines, puisque toutes les chaines protéiques démarrent
par l'incorporation d'une méthionine en position N-terminale.

La teneur de cette molécule a augmenté avec tous les traitements effectués (PGPRs ou

AS et les combinaisons (PGPR+AS)) (Fig.65).

SYLFOXYDE DE METHIONINE

1,6 r
1,4 r
» 1,2 r
o
2 1 r
[=2]
=
E08 | -|- o |- ..
1 = = o |
0,6 E w1 T =
5} = f -
c E oM % [
S o4 L E W I= \ " % b
= U E w &I N N % H
moE Moo oN o B
02 il E ®m = N IoH =
il = = \ N % L]
0 LS e NN o
£ 8§ ¥ ¢ & ¥ ¢ ¥ ¢ S g ¥ ¢ g ¥ ¢ ¥ @9
S 9 o o 8 o o o o S 9@ o o 8 o o o o
E a — — [aa} - - - - g o — - o - - - -
Nl 1%} (%] (%] v (%] %] QU (%] [%)] %] (%] %] %]
it < << < < << < + << << < < < <<
+ + + + + + + +
o o < < o o < <
88 g g 28 g g
a a [=1] 22} a o [22] [=1]

_n
o
=
o
»

Racines

Figure 65 : Teneur en composés du soufre dans les feuilles et les racines du Datura
innoxia aprées 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par
deux concentrations (104 M et 10 M) d’AS.
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9. Teneur en alcaloides

Les teneurs en alcaloides ont ét¢ mesurées dans les feuilles et dans les racines de la
plantes.

Les résultats obtenus ont montré que Datura innoxia contient 4 alcaloides : la
scopolamine, I’hyoscyamine, 1’atropine et la pseudotropine (molécule absente chez Datura
stramonium). Les concentrations obtenues pour chaque alcaloide varient en fonction des
traitements (PGPRs, AS et PGPRs+AS) et en fonction des organes de la plante (feuilles et
racines).

Chez tous les témoins, les racines sont les plus riches en alcaloides par rapport aux

feuilles.

9.1. Teneur en scopolamine
Dans les feuilles, le traitement Bt04+10° M d’AS a donné la teneur la plus élevée en
scopolamine (0,77 mg/g PS soit une augmentation de 54% par rapport aux témoins), suivi par
la souche Pp20 (0,66 mg/g PS soit une augmentation de 32% par rapport aux témoins).
Dans les racines, des chutes ont été enregistrés avec la majorité des traitements effectués
(Fig.66).
Cependant, 1’analyse de la variance n’a pas montré d’effet significatif entre les

différents traitements, ni dans les feuilles, ni dans les racines (Annexe 49, 50).

9.2. Teneur en hyoscyamine

Les teneurs en hyoscyamine sont plus faibles dans les feuilles par rapport aux racines.

Dans les feuilles, la teneur en hyoscyamine la plus élevée 0,25 mg/g PS a été enregistrée
avec la combinaison Bt04 + 10° M d’AS soit une augmentation de 257% par rapport aux
témoins, suivie par la combinaison Pp20 + 10 M AS 0,18 mg/g PS soit une augmentation de
157% (Fig.67).

Alors que dans les racines, des diminutions ont été enregistrés avec les différents
traitements, a I’exception du traitement Pp20 + 10% M d’AS (1,13 mg/g PS soit une
augmentation de 21%) et du traitement 10 M d’AS (0,97 mg/g PS soit une augmentation de
4%) (Fig.67).

L’analyse de la variance n’a pas montré d’effet significatif entre les traitements, ni dans

les feuilles ni dans les racines (Annexe 51, 52).
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9.3. Teneur en atropine

Pour I’atropine, et comme 1’hyoscyamine, les teneurs dans les feuilles sont tres faibles
par rapport aux racines.

La teneur la plus ¢élevée a été enregistrée avec la souche Bt04 (0,17 mg/g PS soit une
augmentation de 112% par rapport aux témoins).

Dans les racines, tous les traitements ont montré des teneurs en atropine plus faible que
le témoin (Fig.68).

L’analyse de la variance a montré un effet trés hautement significatif entre les
traitements dans les feuilles et dans les racines (Annexe 53, 54).

Le test LSD de Fisher a révélé I’existence de 4 groupes homogenes dont deux
chevauchent dans les feuilles. Alors que, dans les racines, il a montré I’existence de 4 groupes

homogenes dont 3 chevauchent (Annexe 52, 53).

9.4. Teneur en pseudotropine

La pseudotropine ou B-tropan-3-ol est un dérivé du tropane contenant un groupe
alcool.

Les analyses réalisées ont montré la présence de cette molécule dans les feuilles et les
racines de Datura innoxia. Alors qu’elle n’existe pas chez Datura stramonium.

Dans les feuilles, tous les traitements ont subi des augmentations significatives par
rapport aux témoins, la teneur la plus élevée a été enregistrée avec la concentration 104 M d’AS
et la combinaison Bt04 + 10° M d’AS (0,46 mg/g PS, soit une augmentation de 76% pour
chacune, par rapport aux témoins) (Fig.69).

Alors que dans les racines, tous les traitements ont montré des teneurs plus faibles par
rapport aux témoins (Fig.69).

L’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif entre les différents
traitements dans les feuilles et les racines (Annexe 55, 56).

Le test LSD de Fisher a montré la présence de 3 groupes homogenes qui chevauchent
dans les feuilles. Alors que, dans les racines, a révélé 1’existence de 5 groupes homogenes qui

chevauchent (Annexe 54, 55).
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Figure 66 : Teneur en scopolamine dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4 semaines
d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10* M et 10 M) d’AS.
Ff(8,18)=0,99 ; P > 0,01 ; Fr(8,18)=2,14 ; P> 0,01
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Figure 67 : Teneur en hyoscyamine dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4 semaines
d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et 10° M) d’AS.
Ff(8,18)=0,96 ; P > 0,01 ; Fr(8,18) = 0,96 ; P > 0,01
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Figure 68 : Teneur en atropine dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4 semaines
d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et 10° M) d’AS.
Ff(8,18)=9,92 ; P <0,001*** ; Fr(8,18) = 6,05 ; P <0,001***
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Figure 69 : Teneur en pseudotropine dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4 semaines
d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et 10 M) d’AS.
Ff(8,18) =3,85; P <0,001*** ; Fr(8,18) = 5,20 ; P <0,001***
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10. Teneur en phénylpropanoides

Les analyses ont montré que Datura innoxia contient 8 phénylpropanoides (03
molécules plus que Datura stramonium) : I’acide cis-caféique, I'acide trans-caféique, I’acide
cis-4-hydroxy-cinnamique, I’acide trans-4-hydroxy-cinnamique, I'acide trans-férulique,
la lutéoline et la quercétine (des flavonoides), et I’acide trans-sinapique (Fig.70).

Les feuilles renferment les 08 molécules avec des teneurs plus élevées par rapport aux
racines. Alors que, ces derniéres ne renferment pas 04 phénylpropanoides : I’acide cis-
caféique, la lutéoline, la quercétine et I’acide trans-sinapique. Aussi, elles comportent de
I’acide trans-caféique et de I'acide trans-férulique sous forme de traces (Fig.70 2,6, 7, 8).

La souche Pp20, dans les feuilles a I’exception de I’acide trans-sinapique, a augmenté
les teneurs de tous les phénylpropanoides surtout I’acide cis-4-hydroxy-cinnamique (86%) et
I’acide trans-4-hydroxy-cinnamique (70%) (Fig.70 s, 3, 4). En outre, dans les feuilles la
souche Bt04 a augmenté les teneurs en lutéoline, quercétine, acide trans-4-hydroxy-
cinnamique et en acide cis-4-hydroxy-cinnamique de 38%, 33%, 26% et 13% respectivement
(Fig.70 6,7, 4,3).

Les deux concentrations 10* M et 10° M d’AS, ont augmenté dans les feuilles les
teneurs en acide cis-4-hydroxy-cinnamique (10* M d’AS : 19%), acide trans-4-hydroxy-
cinnamique (10* M d’AS: 21%; 10° M d’AS: 34%), lutéoline (20% avec les deux
concentrations 10# M et 10 M d’AS) et en quercétine (10* M d’AS : 18%) de la plante
(Fig.70 3, 4,6,7).

Les combinaisons (PGPRs + AS) ont montré des variations de teneurs en
phénylpropanoides, parfois elles les ont augmentées dans les feuilles, comme pour 1’acide cis-
caféique (Pp20+10°M d’AS (121%) ; Bt04+10* M d’AS (113%) ; Pp20+10™* M d’AS (83%)),
Pacide trans-4-hydroxy-cinnamique (Pp20+10° M d’AS (104%); Bt04+10% M d’AS
(107%)), lutéoline (Bt04+10* M d’AS (57%)) (Fig.70 2,4,6). Et parfois elles les ont diminuées,
comme la combinaison (Pp20+AS) qui a diminué dans les feuilles les teneurs en acide trans-

férulique et en acide trans-sinapique (Fig.70 s, 3).
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Figure 70 : Teneur en phénylpropanoides dans les feuilles et les racines du Datura innoxia aprés 4
semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et

10° M) d’AS.
(1) acide cis-caféique, (2) acide trans-caféique, (3) acide cis-4-hydroxy-cinnamique.
183




Résultats & Interprétations

ACIDE TRANS-4-HYDROXY-CINNAMIQUE

Hll 9-0T SV [ 9-0Tsv 9-0T SV
B 0T SV | v-0TSv ¥-0T SV
B 9-0T SV +1v0¥d | 9-0T SV +v0Ng 9-0T SV + ¥03d
B -0T SV + v039 | v-0T SV +v0¥g ¥-0T SV + ¥03d
3 3
W vovd 3 | vorg S voIg
& &
B 9-0T SV +0zdd L | 9-0TSv+0zdd 9-0T SV +02dd
)
HEA v-0T SV +0zdd (0% H v-0T SV +0zdd $-0T SV + 0zdd
HIl ozdd -l | ozdd 0zdd
)
R ulows) o | uows) LLl ulow]
AT p
L -
R 9-ot sy 1%5) 9-0T SV @) 9-0T SV
=z ‘L
[ # 0T SvY < #-0T SV [ ¥-0T SV
D
S 90T SV + 01 _Dlu 9-0T SV + 703 7 9-0T 5V + vOI
V0TSV +v0 g L v-OTSY+v0¥E  Q -0 SV + b01g
3 ) 3
7019 & = IR 10 & EATIITIIH 101
N d O - d
9-0T SV + 0zdd < 9-0T SV + 0zdd SRR 90T SY +02dd
¥-0T SV + 0zdd ¥-0T SV + 0zdd b EEEEE e e % v-0TSY+0zdd
0zdd 0zdd
I ozdd
Tl ujowd) ulowl
1 1 1 _._n 1 u L 1 1 1 1 _|n ......... u uowsy
< QY g N O LN Y gNOo © ¥ N o4 ® © % N O
o O o o — - - o O O o — a4 - o o o o
B/6w) anaua | (Sd 6/6w) anaua (Sd B/6w) anaua |

Racines

et 106 M) d’AS.
(4) acide trans-4-hydroxy-cinnamique, (5) acide trans-férulique, (6) lutéoline.
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Figure 70 (suite) : Teneur en phénylpropanoides dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M
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Figure 70 (suite) : Teneur en phénylpropanoides dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10° M) d’AS.
(7) quercétine, (8) acide trans-sinapique.
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11. Teneur en acides polyhydroxy

Les analyses de la GC-TOF-MS ont révélé ’existence de 12 acides polyhydroxy :
I'acide 1,4-lactone-arabinonique, I'acide érythronique, I'acide 1,4-lactone-érythronique,
I'acide galactarique, I'acide galactonique, I'acide gluconique, I'acide glycérique, I'acide
gulonique, I’acide lyxonique, I'acide ribonique, I'acide thréonique et I’acide 1,4-lactone-
thréonique (Fig.71).

Par rapport aux racines, les feuilles contiennent de faibles teneurs en acide
galactarique, acide gluconique, acide gulonique et en acide thréonique (Fig.71 1,6, 8, 11).
Alors que, les racines comportent de faibles teneurs en acide érythronique et en acide
lyxonique par rapport feuilles (Fig.71 2,9).

La souche Pp20 a augmenté dans les feuilles, les teneurs en acide 1,4-lactone-
arabinonique (78%), acide glycéerique (67%), acide ribonique (41%b), acide galactonique
(38%), acide 1,4-lactone-thréonique (32%0) et en acide galactarique (23%) (Fig.71 1,7, 10,5,
12, 4). . Alors que, dans les racines, elle n’a augmenté que les teneurs en acide gulonique
(107%), acide ribonique (79%b) et en acide galactonique (23%) (Fig.71 s, 10, 5).

Cependant, la souche Bt04 a amélioré, dans les feuilles, les teneurs de tous les acides
polyhydroxy, surtout I'acide thréonique (187%b) et I’acide érythronique (166%o) (Fig.71 11,
2). Mais, c’est tout a fait le contraire dans les racines ou elle n’amélioré que les teneurs en acide
gulonique et en acide ribonique de 53% et 31% respectivement (Fig.71 8, 10).

En outre, I’effet des deux concentrations 104 M et 10° M d’AS, a été remarquable dans
les feuilles, elles ont augmenté les teneurs de tous les acides détectés, surtout |'acide
thréonique (104 M d’AS (320%) ; 10° M d’AS (310%)), I'acide érythronique (10* M d’AS
(211%)) et I'acide galactonique (10* M d’AS (161%) ; 10° M d’AS (110%)) (Fig.71 11,2, 5).
Cependant dans les racines, elles n’ont augmenté que les teneurs en acide gulonique (10 M
d’AS (175%) ; 10° M d’AS (261%)), acide ribonique (10* M d’AS (107%) ; 10° M d’AS
(230%)) et en acide galactonique (10* M d’AS (96%) ; 10° M d’AS (144%)) (Fig.71 s, 10, 5).

Les combinaisons (PGPRs+AS), ont montré des variations de teneurs en acides
polyhydroxy. Dans les feuilles, elles ont augmenté les teneurs de tous les acides polyhydroxy,
a I’exception de certaines combinaisons pour 1’acide érythronique et I’acide gluconique
(Fig.71 2, 6). Les augmentations les plus élevées ont été enregistrées pour I'acide thréonique
(Pp20+10* M d’AS (146%) ; Pp20+10° M d’AS (171%) ; Bt04+10* M d’AS (118%)) et
I'acide 1,4-lactone-arabinonique (Pp20+10“ M d’AS (139%) ; Pp20+10% M d’AS (109%) ;
Bt04+10° M d’AS (120%)) (Fig.67 11, 1). Alors que, dans les racines, les teneurs ont subit des
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diminutions, sauf avec I’acide gulonique (Pp20+10* M d’AS (155%) ; Pp20+10° M d’AS
(111%) ; Bt04+10° M d’AS (63%)), I’acide galactonique (Pp20+10* M d’AS (125%) ;
Pp20+10°M d’AS (59%) ; Bt04+10° M d’AS (30%)) et I'acide ribonique (Pp20+10* M d’AS
(56%) ; Pp20+10° M d’AS (53%)) (Fig.7138,5, 10).
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Figure 71 : Teneur en acides polyhydroxy dans les feuilles et les racines du Datura innoxia apres 4
semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et

10 M) d’AS.
(1) acide 1,4-lactone-arabinonique, (2) acide érythronique, (3) acide 1,4-lactone-érythronique.
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Figure 71 (suite) : Teneur en acides polyhydroxy dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10° M) d’AS.
(4) acide galactarique, (5) acide galactonique, (6) acide gluconique.
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Figure 71 (suite) : Teneur en acides polyhydroxy dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10° M) d’AS.
(7) acide glycérique, (8) acide gulonique, (9) acide lyxonique.
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Figure 71 (suite) : Teneur en acides polyhydroxy dans les feuilles et les racines du Datura innoxia
aprés 4 semaines d’inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (104 M

et 10° M) d’AS.
(10) acide ribonique, (11) acide thréonique, (12) acide 1,4-lactone-thréonique.
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12. Teneur des MSTs

Les résultats obtenus, aprés analyse par la GC-TOF-MS ont montré que Datura innoxia
contiennent 92 métabolites inconnues ou « MSTs » dont deux qui n’existent pas dans les

racines de la plante (A139005-101 et A331004-101).

13. Schéma global des différentes voies et cycles de biosynthése des métabolites chez

D. innoxia

La figure 72 représente le schéma global des différentes voies et cycles de
biosynthése des métabolites primaires et secondaire chez D. innoxia et leurs variations aprés

inoculation par 02 PGPRs (Pp20 et Bt04) et élicitation par deux concentrations (10 M et 10
M) d’AS.
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Figure 72 : Différentes voies et cycles de biosynthése des principaux métabolites primaires et secondaires chez
Datura innoxia et leurs variations apres 4 semaines d’inoculation par 02 PGPR (Pp20 et Bt04) et élicitation par
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Discussion

Les PGPRs (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) offrent un moyen efficace pour
remplacer les engrais chimiques, les pesticides, etc..., cette qualité a considérablement conduit
a leur demande accrue (Cook 2000). Ces bactéries peuvent améliorer la germination des
graines, la croissance des racines et des pousses, le rendement, I'absorption des nutriments et la
tolérance au stress des plantes et, aussi sont capables de contréler quelques maladies (Cakmakgi

et al. 2006; Egamberdieva et al. 2011).

1. ldentification des PGPRs

Ainsi, afin d’étudier 1’effet de trois PGPRs (qui nous ont été fournis par le laboratoire
de phytopathologie du département des Biotechnologies de la faculté des sciences de la nature
et de la vie, Université de Blida 1) sur la croissance et sur les métabolites primaires et
secondaires chez D. stramonium et D. innoxia, il fallait tout d’abord les identifier.

Dans cette étude, le gene ARNr 168, a été utilisé par PCR pour I’identification des trois
souches bacteriennes isolées dans 03 régions différentes de I’Algérie. Ces PGPRs ont été
identités Pseudomonas plecoglossicida souche Pp20, Bacillus sp. souche Bt04, Lysinibacillus
fusiformis souche L{89.

1.1. Pseudomonas plecoglossicida
Elles sont caractérisées par leurs diversités métaboliques (Moore et al. 1996). Elles
possedent une collection de genes d'adhésion, des protéines, des composés détoxifiants, des
composants volatils et des enzymes telles que la cellulase, la phytase et désaminase (Martinez-
Garcia et al. 2015). Aussi, elles ont une respiration mais par un métabolisme fermentaire et
présentent une capacité de formation de biofilms (Hall-Stoodley et Stoodley 2009). Jha et al.
(2009) ont constaté que ce genre de bactéries peut étre utilisé comme biofertilisants ou comme
agents de biocontrdle en raison du potentiel inné de la solubilisation du phosphate, de la
production de sidérophores, d’AIA, de protéase, de cellulase et de HCN (cyanure d'hydrogene).
De méme, Dharni et al. (2014) ont constaté que le P. plecoglossicida souche PsF610 a augmenté
la biomasse séche du géranium rose parfumée (Pélargonium graveolens cv. Bourbon), des tiges
de 38%, des racines de 40%, et le rendement en huiles essentielles de 39% et en chlorophylle
de 28% par rapport aux témoins non inoculés.
1.2. Bacillus sp.
Ils comprennent les especes d'intéréts industriel, biotechnologique et environnemental,
ainsi que des souches cliniquement importantes (Slepecky et Hemphill 2006). En termes de

propriétés métaboliques, ils présentent un groupe trés diversifié, car ils peuvent dégrader divers
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substrats et produire de nombreuses molécules, y compris les biosurfactants lipopeptidiques,
les antibactériens, les antifongiques et les antiviraux (Saharan et Verma 2014). Ils sont
couramment utilisés dans l'agriculture, la production alimentaire, la chimie, les cosmétiques et

les produits pharmaceutiques (Pacwa-P\lociniczak et al. 2015).

1.3. Lysinibacillus fusiformis

Dans une étude sur L. fusiformis, Prabha et al. (2015) ont constaté que la souche AUO1
est capable de produire, en méme temps, des protéases extracellulaires et des estérases
intracellulaires. Les souches Lysinibacillus sont, aussi, capables de produire un glycolipide de
biosurfactants qui inhibe la formation du biofilms des bactéries pathogenes (Pradhan et al.
2014). Selon Sgroy et al. (2009), la L. fusiformis souche ES7 a montré une capacité a se
développer dans des conditions dépourvues d’azote et de synthétiser certaines hormones
végétales, mais, elle n'a pas pu produire des sidérophores, I’ACC (1-aminocyclopropane-1-
carboxylate) désaminase ou solubiliser le phosphate. De méme, Park et al. (2005) ont montré
que les souches L. fusiformis PMS5 et PM24 ont produit 100 pg d’AIA dans le milieu de culture
et cela a été considéré comme un indice de I’effet prometteur de ces bactéries sur le

développement et la croissance des plantes.

2. Effet des trois PGPRs sur la croissance chez Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (plante modé¢le) est trés recommandée pour I’étude de I’effet des
PGPRs sur la croissance et la résistance des plantes contre les pathogenes, dans des différentes
conditions (in vitro, dans le sol...) (Szymanski 2003).

Aprés son inoculation par les trois souches Pp20, Bt04 et Lf89, des améliorations
significatives de la longueur moyenne des racines, du nombre moyen des racines secondaires,
du diametre moyen de la rosette et du poids sec moyen des racines ont été enregistrées.

Nos résultats rejoignent ceux de Ryu et al. (2003) qui ont étudié I’effet de Bacillus
subtilis et Bacillus amyloliquefaciens GB03 IN937 sur les plantes d’A. thaliana cultivées in
vitro, les résultats ont montré une amélioration significative de la croissance, elles ont augmenté
la surface foliaire des plantes de plus de 400% par rapport aux témoins. De méme, Zou et al.
(2010), ont trouvé, aprés 15 jours d’inoculation des plantes d’A. thaliana par Bacillus
megaterium souche XTBG34, que le poids frais des plantes a été augmentée presque de 2 fois
par rapport au témoin. En outre, Lee et al. (2014), ont étudié 1'efficacité de la souche Bacillus
subtilis 21-1 (BS21-1) sur la stimulation de la croissance et la suppression des maladies chez

A. thaliana sous deux conditions de sol différentes. Ils ont trouvé que les traitements par
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BS21-1 augmentent significativement les différents parametres de croissance de la plante, tels
que, le taux de germination des graines, la longueur des plantes, la largeur des feuilles.

Aussi, I’ensemencement des graines de coniféres avec des souches de Bacillus a
provoqué une augmentation du taux de germination et de la biomasse (Chanway et al. 1991).
En outre, Chanway (1997) a mentionné que l'inoculation des semences de Tsuga heterophylla
par deux souches de Bacillus polymyxa (L5 et L6-16R) a conduit a la colonisation du systéme
racinaire et a I'augmentation du taux de germination et de la levée. Kloepper et Schroth (1981)
ont rapporté que I’inoculation des plantes du soja et du canola par les rhizobacteria augmente
le taux de germination et de la levée des plantes. El Zemrany et al. (2007) ont montré que
I’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.

Les chercheurs ont étudié 1’effet des PGPR sur la croissance dans diverses plantes, les
céréales, les Iégumineuses, etc. et ils ont évalué leurs fonctionnalités sur la base de la libération
d'enzymes (déshydrogénase du sol, phosphatase, nitrogénase, etc.); des métabolites
(sidérophores, antifongiques, HCN, etc.) ; des promoteurs de croissance (AIA, éthyléne)
(Rodrigues et al. 2008; Singh 2015). A la base de ces recherches deux groupes de PGPR ont
¢été décrits : le premier groupe est impliqué dans la stimulation des éléments nutritifs et de la
croissance des plantes (biofertilisants) (Vessey 2003), et le deuxiéme groupe est impliqué dans

le contrdle biologique des pathogenes des plantes (bio pesticides) (Whipps 2001).

3. Effet des PGPRs sur les teneurs en azote, carbone et sur le rapport C/N chez A.
thaliana et Datura sp.

L'azote (N) et le carbone (C) sont les deux €léments principaux pour la nutrition des
plantes (Coruzzi and Bush 2001). La teneur en azote est I'un des facteurs les plus importants
qui affectent la croissance des cultures et détermine la qualité et la quantité des rendements des
cultures (Amancio et Stulen 2004). L’atmosphére est la principale source d'azote, sous forme
diatomique (N2) (Sheppard et Wallander 2004), il est rendu disponible pour les plantes par
minéralisation liée a I'activité des bactéries (Mengel, 1982). En outre, certains PGPRs facilitent
la croissance et le développement des plantes par I’apport d'azote aux plantes par fixation
d'azote atmosphérique (Figueiredo et al. 2008).

Dans cette étude, les teneurs en azote ont enregistré des augmentations avec certains
PGPRs appliqués chez Arabidopsis thaliana et Datura Stramonium (avec Pp20 dans les feuilles

et toutes les souches dans les racines), mais c’est le contraire chez Datura innoxia. Les
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meilleures teneurs enregistrées dans les feuilles d’A. thaliana (Pp20 (8,99%) ; Bt04 (9,08%),
chez D. stramonium (dans les feuilles : Pp20 (6,88%) ; dans les racines : Bt04 (5,40%)) et chez
D. innoxia (dans les racines : Bt04 (2,10%)), Alors que, les teneurs en carbone ont enregistré
des diminutions chez A. thaliana et des augmentations avec les différents traitements, dans les
feuilles et les racines chez D. innoxia.

En effet, de nombreux auteurs décrivent que les bactéries consomment 30 fois plus de
carbone que 1'azote (Riggs et al. 2001). Ceci explique les diminutions des teneurs du carbone
dans les traitements par les PGPRs. La fixation d’azote par les bactéries pour les cultures
légumineuses est bien connue et ¢tudi¢e (Barea et al. 2005b; Esitken et al. 2006). Les études
montrent que la fixation d’azote se fait principalement par ; Rhizobium sp. ; Pseudomonas Sp. ;
Azotobacter sp. ; Bacillus sp...etc. (Vogel et al. 2016).

De méme, les PGPRs peuvent aussi fixer 1’azote atmosphérique (N2) pour d’autres
cultures, les céréales (mais, riz et bl¢) et les Iégumes (laitue et radis) (Antoun et Prévost 2000).
Par ailleurs, les Pseudomonas fluorescens ont été décrits, depuis longtemps comme stimulateurs
de la nodulation chez le pois chiche (Parmar et Dadarwal 1999) et les tomates (Minorsky 2008).
Selon Vessey (2003), les Pseudomonas favorisent et améliorent la hauteur des plantes, la
fructification et la floraison chez les plantes.

Aussi, la capacité des PGPRs de fixer 1'azote dans le sol et d'améliorer les rendements

des cultures pourrait remplacer l'utilisation d'engrais azotés (Vessey, 2003).

4. Effet des PGPRs sur la croissance végétative chez Datura sp.

La recherche sur les plantes médicinales, qui sont des réservoirs de composés
biologiquement actifs ayant des propriétés thérapeutiques et qui sont utilisées pour guérir
diverses maladies, a suscité une grande importance ces dernieres années (Egamberdieva and da
Silva 2015). Ces composés actifs sont principalement des métabolites secondaires tels que les
alcaloides (Sarker et Nahar 2007). Les Datura sont déja connus comme une source importante
d’alcaloides tropaniques (Bruneton 1993). Ils sont particulierement riches en hyoscyamine et
en scopolamine (Houmani et Cosson 2000).

Les études scientifiques sur I’effet des PGPRs chez les plantes médicinales sont limitées
(Sharma et al. 2015), et leurs effets sur la production des métabolites primaires et secondaires
est une zone qui reste négligée (Sekar et Kandavel 2010).

Nos résultats ont montré que les souches bacteriennes utilisées ont augment¢ la plupart
des parametres de croissances : la longueur moyenne des plantes (de 20% avec Pp20 chez DS

et de 10% chez DI), le nombre moyen de feuilles (de 20% avec Pp20 et Bt04 chez DS et de 41

197



Discussion

% et 21% avec Bt04 et Pp20 respectivement chez DI) et poids sec moyen (de 300% avec la
souche Pp20 dans les feuilles de DS et de 70% avec la méme souche dans les racines de DI).
Cela rejoint les résultats de Ghorbanpour et al. (2013), qui ont inoculé des plantules de
Hyoscyamus Niger avec 20 souches de PGPRs (Pseudomonas putida et Pseudomonas
fluorescens), ils ont rapporté que la souche PF-187 a augmenté la longueur des racines et
l'allongement des pousses de 73 et 51%, respectivement, par rapport aux témoins non inoculés.
Aussi, Lenin and Jayanthi (2012) ont observé que les racines inoculées de Catharanthus roseus
par plusieurs souches PGPRs (Azospirillum lipoferum, Azotobacter chroococcum, P.
fluorescens et B. megaterium) ont enregistré une augmentation du taux de chlorophylle et du
contenu en ¢léments nutritifs (N, P et K). IIs ont conclu que la combinaison des PGPRs a un
grand potentiel d’augmentation de la croissance de ces plantes. Dans une autre étude,
l'inoculation des graines de Calendula officinalis L. avec des souches PGPRs a augmenté
significativement les parametres de croissance (la longueur des racines, la longueur des pousses

et le poids sec) (Hosseinzadah et al. 2011).

5. Effet des PGPRs sur les teneurs en métabolites primaires et secondaires chez

Datura sp.

Depuis que le terme métabolite a été proposé (Oliver et al. 1998), la métabolomique
(profilage des métabolites) a été développée rapidement dans les aspects des techniques
analytiques, analyse des données et leurs applications (Nicholson et Lindon 2008). La
métabolomique végétale a été appliquée progressivement a 1'étude de la biologie, comme 1'étude
des genes de fonction, les voies métaboliques et leurs mécanismes de régulation (Fernie et al.
2004; Naoumkina et al. 2010). Ainsi que dans la sélection végétale (rendements des cultures et
composants nutritionnels) (Schauer et Fernie 2006).

Les résultats obtenus aprés les analyses réalisées par la GC-TOF-MS, ont montré que
D. stramonium et D. innoxia contiennent plusieurs familles chimiques appartenant aux
métabolites primaires : les sucres (les glucides), les acides aminés, les acides gras, les acides
organiques, les dérivés de phosphates, les polyols et les composés azotées, ainsi que des
spectres de masse non identifiée (MSTs). Aussi des métabolites secondaires ont été identifiés
comme les alcaloides, les phénylpropanoides et les acides Polyhydroxy.

Chez les D. innoxia, les résultats ont révélé 1’existence d’une famille (sous forme de
trace) absente chez les D. stramonium, c’est la famille « des composés de souffre; des

métabolites primaires.
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5.1. Les sucres

Les sucres ou les glucides sont les principaux produits de la photosynthése et servent de
source d'énergie et de matériel nécessaire pour la croissance et le développement des
organismes (Krasavina et Burmistrova 2013). Il existe deux types de glucides : les glucides
simples et les glucides complexes. Le type, le nombre et la teneur des glucides sont trés
variables d’une espéce a une autre et aussi au sein de la méme espéce, elle varie d’une variété
a une autre (Klemens et al. 2013).

Les résultats obtenus ont montré que D. stramonium et D. innoxia partagent quelques
sucres qui sont : le fructose, le saccharose, le glucose, le 1-kestose, le psicose, le raffinose, le
maltose et I’alpha, alpha’ tréhalose. Aussi, chaque variété renferme des sucres que 1’autre
espéce ne posséde pas. D. stramonium contient: le lyxose, le melezitose, 2-deoxy-
ribofuranose et le 2-amino-2-deoxy-glucose. Par contre, le D. innoxia comporte, I’arabinose,
le fucose, le galactose, le 6-kestose, le tagtose et le xylose.

Dans une ¢tude réalisée par Pant et al. (2015), ont trouvé apres analyses par la GC-TOF-
MS, que I’Arabidopsis thaliana contient 10 sucres : le glucose, le fructose, 1’alpha, alpha’
tréhalose, le saccharose, le maltose, le 1-kestose, le raffinose, le fucose et le xylose. Cependant,
Rohlig et al. (2009), ont montré que les graines du Mais contiennent 7 sucres, 1’arabinose, le
fructose, le galactose, le glucose, le saccharose, le tréhalose et le raffinose. Alors que, chez le
Riz, Glaubitz et al. (2017), ont détecté 12 sucres : I’arabinose, le fructose, le glucopyranose, le
glucose, le beta-1,6-anhydro- glucose, le 1-kestose, le maltose, le psicose, le raffinose, le
rhamnose, 1’alpha, alpha’ tréhalose et le saccharose.

Par ailleurs, les teneurs en sucres ont enregistré une grande variabilité apres inoculation
par les PGPRs ou bien une stimulation par I’AS dans les feuilles et les racines des deux especes
du Datura. Chez Datura stramonium, la souche Bt04 a augmenté les teneurs en maltose,
raffinose de 141% et de 113% respectivement dans les feuilles et la teneur en raffinose de 142%
dans les racines. De méme, la souche Pp20 a amélioré de 92% la teneur dans les racines en
raffinose. Aussi les souches A4 et konm6 ont augment¢ les teneurs dans les feuilles en alpha-
alpha’ tréhalose et en raffinose de 57% et 720% respectivement. Alors que, chez Datura innoxia
les souches Pp20 et Bt04 ont augmenté les teneurs dans les feuilles en alpha, alpha’-tréhalose
de 550% et 330% respectivement, dans les racines en xylose et en maltose de 57% et 286%
respectivement.

Selon Tomcezyk et al. (2002), les changements dans la teneur des sucres peuvent étre
induits par la présence de rhizobactéries dans le systéme racinaire des plantes. Aussi

I’inoculation par des rhizobactéries a inhibé la diminution des sucres dans les feuilles du
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cucumber infestées par les acariens. En outre, Subramanian et al. (1997), ont montré que, le
stress hydrique a réduit les teneurs en sucres des parties aériennes du mais, de 50% a 66% chez
les plants non-mycorhizés mais seulement de 30 a 32% chez les plants mycorhizés, ce montre
que les microorganismes augmentent la teneur des sucres totaux chez la plante.

Par ailleurs, au cours des derniéres années, une série d'observations ont montré que
l'accumulation des sucres dans les cellules et les tissus végétaux dépend de 1’acide salicylique
(Shaaban et al. 2011). La pulvérisation des feuilles de plants et parfois des plantes adultes avec
une solution contenant I’AS a modifi¢ significativement la teneur des sucres (Krasavina et
Burmistrova 2013). Il augmente surtout la teneur des sucres solubles, du saccharose, du glucose
et du fructose (Mathur et Vyas 2000; Dai et al. 2011; Khan et al. 2012). Les augmentations des
teneurs en sucre ont été corrélées directement avec la croissance accélérée des plantes

(Jayalakshmi et al. 2010).

5.2. Les acides aminés

Les acides aminés jouent un role essentiel dans la physiologie et le développement de
toutes les cellules vivantes (Barddcz 1995). Dans les végétaux, ils sont impliquées dans la
division cellulaire, le développement et la réponse aux stress (Wu 2009). Les AA jouent un réle
important dans les processus de signalisation entre les plantes et les microorganismes
symbiotiques et peuvent affecter ces interactions (Frankenberger Jr et al. 1995; Williams 2013).
Par exemple, le tryptophane est un précurseur de la biosynthése de 1'acide indol-3-acétique
(AIA) synthétisé par de nombreux PGPRs (Kravchenko et al. 2004; Kamilova et al. 2006).

Les résultats obtenus ont montré que D. stramonium et D. innoxia comportent en
commun 18 acides aminés standard : D’alanine, 1’arginine, 1’asparagine, 1’aspartate, le
glutamate, la glutamine, la glycine, I’histidine, I’isoleucine, la leucine, la lysine, la
phénylalanine, la proline, la sérine, la thréonine, le tryptophane, la tyrosine et la valine. En
outre, D. innoxia contient la cystéine qui est absente chez D. stramonium. Par ailleurs, les deux
especes partagent quelques dérivés d’acides aminés, la 3-cyano-alanine, la béta-alanine, I’acide
4-amino-butanoique, la butyro 1,4-lactam, I’homocystéine, I’homoserine, la N-carboxyglycine,
la N-acétyle-valine, le ornithine 1,5-lactam.

Cependant, D. stramonium contient ’ornithine et l'acide pyroglutamique qui sont
absents chez D. innoxia, alors que, cette derniére contient I’acide 2-amino-adipique, I’acide
2-amino-butanoique, la gamma-glutamylvaline, la N-acétyle-valine, la N-carboxyglycine,
la O-acétyle-serine, la N-acétyle-serine, I’allo-thréonine et la trimethyllysine.
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Dans des travaux réalisés en 1984 par Gupta (Gupta 1984) a trouvé que D. innoxia
posséde 16 acides aminés : I’acides aspartique, la thréonine, la serine, I’acides glutamique, la
proline, la glycine, I’alanine, la valine, la méthionine, 1’isoleucine, la leucine, la tyrosine, la
phénylalanine, ’histidine, la lysine et I’arginine. En outre, Pant et al. (2015), ont trouvé
qu’Arabidopsis thaliana porte 28 acides aminés (I’alanine, I’arginine, 1’acide 3-hydroxy-3-
methyl-glutarique, I’homoserine, I’ornithine, la O-acétyle-serine, 1’asparagine, la lysine, ’acide
glutamique, la phénylalanine, la thréonine, la tyrosine, I’acide pyroglutamique, la glutamine, la
valine, I’acide aspartique, 1’acide 4-amino-butanoique, la glycine, la sérine, la méthionine, le
tryptophane, 1’isoleucine, la proline, I’histidine, la ornithine 1,5-lactam, la leucine, ’acide 2-
amino-adipique, 1’allo- thréonine). Cependant, Rohlig et al. (2009), ont trouvé 29 acides aminés
dans les graines de mais. En outre, Glaubitz et al. (2017), ont détecté 18 acides aminés chez le
riz.

Nos résultats ont montré que les PGPRs et ’AS ont influencé significativement les
teneurs en acides aminés chez Datura sp. Chez Datura stramonium, les quatre souches Bt04,
Pp20, A4 et Konm6 ont augmenté les teneurs dans les feuilles en alanine de 247%, 215%, 189%
et 131% respectivement et les teneurs en histidine dans les racines de 90%, 50%, 65% et 145%
respectivement. De méme, chez Datura innoxia les souches Pp20 et bt04 ont augmenté les
teneurs dans les feuilles en homocystéine et en alanine de 246% et de 153% respectivement.

La détermination de la composition en acides aminés est une tache fastidieuse et
inexacte, et donc la connaissance de la composition des protéines végétales est rudimentaire
(Fowden 2001). De nombreux acides aminés, peuvent étre facilement utilisés comme
nutriments par de nombreuses bactéries, y compris les PGPRs (Weert and Bloemberg 2006).
Les PGPRs et en particulier les Pseudomonas, peuvent stimuler I'exsudation des acides aminés
en modifiant les concentrations de ces composés dans la rhizosphere (Phillips et al. 2004; Naher
et al. 2009). Selon Naher et al. (2008), l'inoculation du riz par Corynebacterium sp. ou
Rhizobium sp. a diminué la sécrétion des acides aminés par les racines de la plante, et elle a
inhibé, aussi 1'absorption des acides aminés par les racines de la luzerne, du mais et du blé

(Phillips et al. 2004).

5.3. Les acides gras
La plupart des acides gras présents dans la nature sont sous forme d'esters de glycérol
(communément appelés triglycérides ou des triacylglycérols). Ces esters se trouvent dans la
plupart des organismes vivants et jouent un réle primordial dans le stockage d'énergie (Browse

et Somerville 1991). Les acides gras sont également stockés sous forme de phospholipides,
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glycolipides et de cires, ou converties en alcools, aldéhydes, oléfines, hydrocarbures, composés
acétyléniques, et d'autres métabolites secondaires (den Besten et al. 2013). Tous les acides gras
sont des métabolites primaires ; ils sont, ainsi impliqués dans le stockage de 1'énergie et sont
présents dans les plantes, parmi ceux-ci 1’acide palmitique, 1’acide stéarique, I'acide oléique,
I’acide linoléique et 1’acide linolénique (Seigler 2012b).

Les résultats obtenus ont montré que D. stramonium et D. innoxia contiennent 03 acides
gras insaturés. L'acide hexadécanoique est un métabolite commun entre les deux espéces.
Cependant, D. stramonium comporte I’acide hydroxy-hexanedioique et I'acide stéarique,

alors que les D. innoxia renferme I’acide hexanoique et I’acide octadecanoique.

Pant el al. (2015) ont trouvé que I’A. thaliana contient un seul acide gras c’est ’acides
octadecanoique. Alors que, Tsydendambaev et al. (2004) , ont détecté 55 acides gras chez quatre
plantes alpines, Oxygraphis glacialis, Primula macrophylla, Rhodiola pamiroalaica, et Swertia
marginata. Selon, Glaubitz et al. (2017), le riz renferme 2 acides gras, I’acide hexadécanoique
et I’acide Octadecanoique.

Les analyses de la GC-TOF-MS ont montré que les PGPRs n’ont pas eu d’un grand effet
sur les teneurs en acides gras chez Datura sp. Chez D. stramonium les souches A4, Pp20 et
Konm6 ont augmenté les teneurs dans les racines en acide hydroxy-hexanedioique de 65%,
21% et 13% respectivement. Cependant, chez D. innoxia, la souche Bt04 a amélioré dans les

feuilles de 47% la teneur en acide hexanoique.

5.4. Les acides organiques
Les acides organiques sont une classe hétérogéne de métabolites a faible poids
moléculaire, ils contiennent au moins un groupe acide carboxylique (Nuttall and Guzman
2001). Les plantes contiennent une grande variété d’acides organiques qui sont essentiellement
contenus dans les fruits. Parmi ces acides, les plus connus sont: I’acide citrique, 1’acide
malique, I’acide salicylique et 1’acide oxalique (Calvel 2001).

Nos résultats ont montré que D. innoxia possede 29 acides organiques, 10 acides plus
que chez D. stramonium. Certains ont été¢ détectées dans seulement 1’une des deux espéces,
alors que d’autres sont communs pour les deux.

Les acides organiques trouvées chez les deux especes sont : I’acide 4-hydroxyphényl-
acétique, l'acide cis-aconitique, I’acide benzoique, 1’acide 2,4-dihydroxy-butanoique, 1’acide
citrique, l'acide 2-hydroxy-glutarique, l'acide 2-oxo -glutarique, ’acide glycolique, I’acide

lactique, l'acide 3-phényl-lactique, 1'acide malique, l'acide 2-isopropyl-malique, 1'acide 2-
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méthyl-malique, 1'acide malonique, I’acide oxalique, I'acide 2-carboxylique-pipéridine, I’acide
pyruvique, l'acide succinique.

En outre, D. stramonium posséde ’acide 2,4-hydroxy-benzoique. Alors que, D. innoxia
possede : I’acide 3,4-dihydroxy-benzoique, 1’acide 4-dihydroxy-butanoique, 1’acide 2-méthyl-
citrique, I’acide fumarique, l'acide glutarique, I’acide 3-hydroxy-3-methyl-glutarique, 1’acide
isocitrique, I’acide maleamique, 1’acide shikimique, ’acide suberique, I’acide sulfurique et
I’acide vanillique.

Pant el al. (2015), ont montré que I’A. thaliana contient 13 acides organiques (I’acide
citrique, l'acide malique, ’acide maléique, 1’acide fumarique, ’acide shikimique, 1’acide
glycolique, 1’acide arabinonique, [’acide 2,4-dihydroxy-butanoique, [’acide 2-hydroxy-
glutarique, 1’acide glyoxylique, I’acide salicylique, ’acide glucopyranoside-salicylique et
I’acide pantothénique). Alors que, Rhlig et al. (2009), ont identifié¢ 21 acides organiques dans
les graines du mais. Cependant, Glaubitz et al. (2017), ont trouvé que le riz contient 22 acides
organiques.

Par ailleurs, les PGPRs ont enregistré des augmentations importantes pour la majorité des
acides organiques chez les deux especes. Chez Datura stramonium, les 4 souches Konm6, Bt04,
A4 et Pp20, ont augmenté les teneurs dans les feuilles en acide 2-oxo-glutarique de 300%,
350%, 230% et 133% respectivement. Aussi, la souche Pp20 a amélioré de 270% la teneur en
acide 2-isopropyl-malique dans les racines. De méme, chez Datura innoxia, les deux souches
Pp20 et Bt04 ont augmenté de 115% et 118% respectivement les teneurs dans les feuilles en

acide 3-hydroxy-3-méthyl-glutarique.

5.5. Les dérivés de phosphate
Le phosphate est un nutriment essentiel pour les plantes et un composant structurel des
membranes lipidiques et des acides nucléique. Il agit également comme un élément essentiel
du métabolisme énergétique, et des intermédiaires actives dans la photosynthese et tout au long
du cycle du métabolisme primaire (Poirier and Bucher 2002).

Les analyses réalisées par la GC-TOF-MS, ont montré que D. stramonium et D. innoxia
possedent des dérivés de phosphates, 04 éléments chez DS et 05 chez DI. Les deux variétés
partagent les 04 métabolites : le glycerol-3-phosphate, I’acide phosphorique I’ester
monométhylique de I'acide phosphorique et le phosphoglycérol de glycérol. Cependant on
a trouvé le myo-inositol-phosphate chez D. innoxia uniquement.

Dans les travaux de pant et al. (2015), ont trouvé que I’A. Thaliana porte 10 éléments

appartient a cette famille : le fructose-6-phosphate, le glucose-6-phosphate, le glycerol-3-
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phosphate, le myo-inositol-phosphate, 1’acide phosphorique, le galactose-6-phosphate, le
phosphoglycérol de glycérol, I’acide glycerique-3-phosphate, la monomethyl phosphate et la
mannose-6-phosphate. Alors que, chez le riz, Glaubitz et al. (2017), ont trouvé 13 dérivés de
phosphates : I’éthanolaminephosphate, le 6-phosphate-fructose, 1’acide 6-phosphate-
gluconique, le 6-phosphate-glucose, 1’acide 2-phosphate-glycerique, ’acide 3-phosphate-
glycerique, le 3-phosphate-glycerol, le glycerophosphoglycerol, le myo-inositol-3-phosphate,
le myo-inositol-1-phosphate, 1’acide Phosphoenolpyruvique, 1’acide Phosphorique et ’ester
monométhylique de I'acide phosphorique.

Par ailleurs, les teneurs en dérivés de phosphates ont montré une grande variabilité apres
I’inoculation par les PGPRs. En outre, chez D. stramonium 1'ester monométhylique de l'acide
phosphorique a ét¢ amélioré par la souche Pp20 de 172% et de 38% dans les feuilles et les
racines respectivement. La méme souche a augmenté la teneur dans les feuilles en ester
monométhylique de l'acide phosphorique de 214%, chez D. innoxia.

Les PGPRs peuvent modifier la physiologie et certaines propriétés nutritionnelles des
plantes. Elles augmentent l'absorption d'éléments nutritifs tels que le phosphore par les plantes
grace a la stimulation de la pompe ATPase (Mantelin et Touraine 2004). Karlidag et al. (2007),
ont rapporté que 1’inoculation de Malus domestica par des souches de Bacillus améliore
l'absorption de phosphore par les plantes. Cette augmentation de I’absorption des phosphates
par les plantes pourrait étre expliquée par la production élevée des acides organiques par les

plantes et les PGPRs, ceci augmente la teneur en phosphates (Barea et al. 2005a).

5.6. Les polyols

Un polyol, appelé aussi polyalcool ou glycol, est un carbohydrate avec un groupe
carbonyle (Goossens et Roper 1994). C’est un composé chimique utilisé principalement dans
l'industrie alimentaire. Les polyols les plus trouvés chez les plantes sont, le mannitol, le sorbitol,
le galactitol et le myo-inositol (Noiraud et al. 2001).

Chez D. stramonium, on a trouvé 5 polyols : I’arabitol, I’érythritol, le glycérol, le
myo-inositol et le sorbitol. Alors que, chez D. innoxia on a trouvé 10 polyols, les 5 existants
chez D. stramonium, plus 05 autres : le galactitol, le mannitol, le ribitol, le threitol et le
xylitol.

D’apreés pant et al. (2015), I’A. thaliana possede 05 polyols, le myo-inositol, I’erythritol,
le glycérol, le ribitol et le galactitol. Par ailleurs, R6hlig et al. (2009), ont détecté 6 polyols dans
les graines du mais, le glycérol, 1’erythritol, le ribitol, le sorbitol, le mannitol et I’inositol. En

outre, Glaubitz et al. (2017), ont trouvé 7 polyols chez le riz. On outre, Tu et al. (1992), ont
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isolé 3 polyols chez Celastrus angulatus. Chez la méme espéce, Zhang et al. (2014), ont isolé
4 autres nouveaux polyols.

Par ailleurs, les PGPRs ont influencé significativement les teneurs en polyols chez
Datura sp.. Chez D. stramonium, les souches A4, konm6, bt04 et pp20 ont augmenté les teneurs
dans les racines en érythritol de 276%, 273%, 161% et de 130% respectivement. Cependant,
chez D. innoxia, la souche Pp20 a augmenté dans les feuilles de 500% la teneur en mannitol et

la souche Bt04 a augmenté¢ la teneur en xylitol de 161%.

5.7. Les composés de ’azote

L’azote est I'un des principaux éléments nutritifs des plantes, devenant un facteur
limitant dans les écosystémes agricoles en raison de leur lourde perte par les pluies ou la
lixiviation des minerais (Rentsch et al. 2007). L'azote est un élément essentiel pour toutes les
formes de vie, une base nécessaire a la synthése des acides nucléiques, protéines et d'autres
composés organiques azotés tel que I’Adénine, la Cytidine... (Merbach et al. 1999).

Les résultats de la GC-TOF-MS ont montré que les Datura contient plusieurs composés
de I’azote, chez D. stramonium, il existe 18 métabolites, cependant chez D. innoxia, il en existe
30. Les deux espéces partagent : 1’adénine, I’allantoine, la cytidine, I’ethanolamine, la
guanine, la guanosine, I’acide nicotinique, la putrescine, la 2-hydroxy-pyridine, la 3-
hydroxy-pyridine, la thymine, la tyramine, I’uracile, I’acide urique et la xanthine.
Cependant, D. stramonium comportent 02 ¢léments qui n’existent pas chez les D. innoxia : la
cytosine et la 5-methyl-cytosine. Alors que, D. innoxia renferme 1’acide 2-imidazolidone-4-
carboxylique, la glucosamine, la N-acétylglucosamine, 1’amino-2-deoxy-glucose, la
guanosine, la 2'-deoxy-inosine, I’octopamine, la phenethylamine, I’acide propénoique,
I’acide 2-amino-2-méthyl-3-hydroxy propanoique, la 2,3-dihydroxy-pyridine, I’acide 2-
carboxylique-pyrrole, la saccharopine, P’uridine, P’acide 5-amino-valérique et la
xanthosine.

Selon Pant et al. (2015), I’A. thaliana ne contient que 7 composés de 1’azote, ¢’est a dire
que les Datura sont plus riches en azote. De méme, Glaubitz et al. (2017), ont trouvé 9 composés
de I’azote chez le riz.

En outre, nos résultats ont montré que plusieurs composés de 1’azote ont subit des
augmentations significatives apres inoculation par les PGPRs et/ou élicitation par 1’acide
salicylique. Chez Datura stramonium, la souche Pp20 a augmenté les tencurs dans les feuilles
en guanine de 146% et en nicotianamine de 240% dans les racines. De méme, la souche Bt04,

a amélioré de 175% la teneur en nicotianamine, dans les racines. Cependant, chez Datura
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innoxia, la souche Pp20 a amélioré les teneurs dans les feuilles pour la majorité des molécules
détectées, surtout pour la 2'-deoxy-guanosine (289%) et la guanine (132%). Aussi, la souche
Bt04 a augmenté la teneur en xanthine de 302%. De méme, les concentrations d’AS ont
amélioré les teneurs en composés de 1’azote jusqu’a 405% pour la thymine dans les feuilles.
Prasad et al. (2012), ont observé que la croissance des plantes a augmenté, 1’absorption
du phosphore et la teneur en azote dans les pousses et les racines de chrysantheme indicum L.
inoculé avec Glomus mosseae, Acaulospora laevis, et Pseudomonas fluorescens. Des résultats
similaires ont été¢ obtenus par Singh et al. (2013), ou I’absorption de N, P et K des plantes de
Coléus forskohlii a augmenté de maniére significative (26%, 60% et 43%, respectivement) suite
a l'inoculation par Pseudomonas monteilii et Glomus fasciculatum. De méme, des
augmentations significatives de 20% et de 52% des taux d’azote dans les racines et les pousses
de Galega orientalis, ont été observées aprés inoculation par Pseudomonas trivialis

(Egamberdieva et al. 2010).

5.8. Les alcaloides

Les alcaloides tropaniques sont fréquemment utilis€és en médecine en raison de leurs
précieuses activités pharmacologiques (Mulder et al. 2016). A ce groupe appartiennent
I’hyoscyamine, son racémate 1’atropine et la scopolamine (Shoji 2016).

Bien que la stimulation de la croissance apreés I’inoculation par les PGPRs a été
démontrée chez Datura stramonium et Datura innoxia, on a obtenu une grande variation dans
la teneur en alcaloides par gramme de poids sec dans les racines et les feuilles.

Les résultats de la GC-TOF-MS ont montré que les feuilles et les racines du Datura
innoxia contiennent 4 alcaloides qui sont, la scopolamine, 1’hyoscyamine, 1’atropine et la
pseudotropine, alors que Datura stramonium renferme 03 alcaloides (pas de pseudotropine).
Selon Oksman-Caldentey et Arroo (2000), vingt-huit alcaloides tropaniques ont été rapportés
dans toute les espéces de Datura. De méme, Philipov et Berkov (2002) ont montré que les
graines du Datura stramonium d’origine bulgare contiennent environ Vingt-neuf alcaloides
détectés par la GC-MS qui sont tous caractérisées par un noyau tropaniques. Mais, El Bazaoui
etal. (2011), ont trouvé que les plantes Datura stramonium contiennent 67 alcaloides et dérivés
d’alcaloides dont 9 ont été détectés pour la premiére fois.

I1 est bien connu que la racine est le lieu de la biosynthese des alcaloides tropaniques
dans les plantes de la famille des Solanacées, mais ils peuvent tre transportés vers les parties

aériennes ou ils s’accumulent (Zarate et al. 1997).
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Par ailleurs, les teneurs en alcaloides et leur composition chez Datura sp. peuvent varier
selon :

- L'espece et la partie étudiée (Miraldi et al. 2001) ;

- Le stade phénologique (Afsharypuor et al. 1995) ;

- Le lieu de croissance (Berkov et al. 2006).

Les résultats obtenus ont montré que les teneurs en scopolamine chez le témoin dans les
feuilles du Datura sp. sont supérieures a celles dans les racines. Alors que, c’est le contraire
pour les teneurs en hyoscyamine, atropine et en pseudotropine chez Datura innoxia.

Pa ailleurs, les teneurs en alcaloides (les 3 communs) des témoins différent d’une espeéce
a une autre :

- Scopolamine : 0,54 mg/g PS et 0,29 mg/g PS dans les feuilles et les racines respectivement
chez D. stramonium ; 0,009 mg/g PS et 0,93 mg/g PS dans les feuilles et les racines
respectivement chez D. innoxia.

- Hyoscyamine : 0,35 mg/g PS et 0,85 mg/g PS dans les feuilles et les racines respectivement
chez D. stramonium ; 0,50 mg/g PS et 0,80 mg/g PS dans les feuilles et les racines
respectivement chez D. innoxia.

- Atropine : 0,05 mg/g PS et 0,87 mg/g PS dans les feuilles et les racines respectivement
chez D. stramonium; 0,04 mg/g PS et 1,12 mg/g PS dans les feuilles et les racines
respectivement chez D. innoxia.

Dans la présente étude, les feuilles du Datura stramonium sont plus riches en
scopolamine par rapport aux racines, alors que, c’est le contraire pour Datura innoxia. Par
ailleurs, les teneurs en hyoscyamine et en atropine sont tres €élevées dans les racines par rapport
aux feuilles chez les deux espéces.

Iranbakhsh et al. (2006) ont étudi¢ la distribution de I’atropine et la scopolamine dans
les feuilles et les racines dans le stade végétative du Datura stramonium. Ils ont trouvé que les
feuilles contiennent 0,03% d’atropine et 0,09% de scopolamine, alors que les racines
contiennent 0,04% d’atropine et 0% de scopolamine. De méme Miraldi et al. (2001) ont
rapporté que le taux d'alcaloides tropaniques (hyoscyamine et scopolamine) dans les racines du
Datura stramonium est plus faible par rapport aux organes aériens.

Les mémes résultats ont été obtenus par (Chollet et al. 2010) qui ont rapporté que les
teneurs en atropine et en scopolamine sont plus importantes dans les feuilles par rapport aux

racines chez Datura stramonium et Datura tatula.
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Alors que, pour Afsharypuor et al. (1995), les racines accumulent plus d’atropine et
d’hyoscyamine chez Datura metel. Les mémes résultats ont été obtenus dans les travaux réalisés
par Pramod et al. (2010) pour les teneurs en scopolamine et en hyoscyamine chez Datura metel.

Quant a ’effet des bactéries sur les teneurs en alcaloides chez les deux espéces traitées,
on a remarqué une grand variabilité, parfois les teneurs sont supérieures a celles des témoins,
surtout avec les souches A4 et Bt04, mais parfois elles sont inférieures. Les valeurs les plus
¢levées ont été enregistrées avec la souche A4, qui a augmentée de 90 % les teneurs en
scopolamine et de 72% celle en hyoscyamine par rapport aux témoins dans les feuilles du
Datura stramonium. En outre, la souche Bt04 a augmenté de 112% et de 38% les teneurs en
atropine et en pseudotropine respectivement dans les feuilles du Datura innoxia.

Dans les travaux de Vu, (2008), I'inoculation, des plantes du Datura innoxia cultivées en
hydroponie, par des souches d'Agrobacterium rhizogenes, a conduit a des améliorations
significatives de la croissance des plantes et de la biosynthése et I’accumulation d’hyoscyamine
et de scopolamine (teneurs d’environ de 0,7% MS, soit 6-7 fois plus que le témoin). De méme,
Ghorbanpour et Hatami (2013), ont trouvé que les taux d’hyoscyamine et de scopolamine dans
les graines d’Hyoscyamus niger sont significativement influencés par inoculation par des
souches de Pseudomonas combinées a un stress hydrique, ils ont enregistré des teneurs de
0.271% pour I’hyoscyamine et de 0.135% pour la scopolamine avec la souche PF-187. Selon
Ghorbanpour et al. (2013), les teneurs en hyoscyamine et en scopolamine dans les feuilles et
les racines d’Hyoscyamus niger ont été augmentés aprés inoculation par les souches de
Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas putida.

En effet, les bactéries ont été classées dernierement comme éliciteurs biotiques des
métabolites chez les plantes médicinales (Jaleel et al. 2009), elles produisent des régulateurs de
croissance qui agissent comme é€liciteurs sur la biosynthese des alcaloides tropaniques, ce qui
entraine I’augmentation de leurs teneurs (Ghorbanpour et Hatami 2013). Les différents types
de stress appliqués sur les plantes ; généralement, augmentent les taux des acides aminés, des
protéines solubles et des hydrates de carbone; sont parmi les facteurs contribuant a
I’augmentation des teneurs en alcaloides (Mattson et Haack 1987). Plusieurs souches de
Pseudomonas ont été révélées produire des éliciteurs tels que 'acide salicylique (Viswanathan
et Samiyappan 2004), ce qui favorise la croissance et la production des métabolites secondaires

des plantes et augmente 1'immunité en activant les systémes de défense (Ping et Boland 2004).
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5.9. Les phénylpropanoides

Les phénylpropanoides sont des métabolites secondaires, ce sont de petites molécules
phénoliques, qui sont des ¢léments clés dans de nombreuses herbes et espeéces importantes,
comme les clous de girofle, la cannelle, le basilic et I'estragon (Tahsili et al. 2012). Ces
composés sont synthétisés et stockés dans les glandes a la surface des feuilles, des tiges et des
fleurs (Iijima et al. 2004). La biosynthése des phénylpropanoides est suivie la voie du shikimate
et est régulée par plusieurs réactions enzymatiques (Dixon et al. 1992). Tous les
phénylpropanoides sont des dérivés de l'acide cinnamique ou p-coumarique (Achnine et al.
2004).

Les flavonoides sont les produits de la voie des phénylpropanoides. Apres leur
biosynthése, les flavonoides sont généralement stockés sous forme de sucres conjugués dans
les vacuoles des plantes (Aoki et al. 2000). Ils jouent un rdle clé dans la spécificité de
nodulation. Plus de 4000 flavonoides sont connus pour exister, avec la quercétine et le
kaempférol. La quercétine étant couramment le flavonoide le plus récent et présente pres de
70% des flavonoides totaux dans les plantes (Panda et Kar 2007).

Chez les phénylpropanoides, aussi bien que chez les familles précédentes, les analyses
ont révélé que D. innoxia contient plus de molécules que D. stramonium.

Les deux variétés comportent les deux flavonoides, lutéoline et quercétine, en plus de
deux phénylpropanoides : I'acide trans-caféique, I'acide trans-férulique. En outre, D. innoxia
contient I’acide cis-caféique, ’acide 4-hydroxy-cis-cinnamique, I’acide 4-hydroxy-, trans-
cinnamique et P’acide trans-sinapique. Alors que, D. stramonium comporte I|'acide
dihydrofolique, un phénylpropanoide absent chez les D. innoxia.

Selon Pant el al. (2015), I’Arabidopsis thaliana ne contient que 02 phénylpropanoides,
I’acide cis-sinapique et 1’acide trans-férulique. Alors que, Glaubitz et al. (2017), ont montré que
le riz posséde 4 phénylpropanoides, 1’acide trans-4-hydroxy-cinnamique, 1’acide trans-5-
caffeoyl-quinique et I’acide cis-sinapique. Cela montre bien la richesse des Datura sp. en
phénylpropanoides.

Nos résultats, ont montré que 1’inoculation du D. stramonium et D. innoxia par les PGPR
augmente significativement les teneurs en PHPR, surtout la lutéoline et la quercétine dans les
feuilles et les racines. Chez D. stramonium, I’acide trans-caf€ique a été augmenté de 91%, 82%
et de 16% avec A4, Bt04 et Konm6 respectivement. Dans les racines de la plante, la quercétine
a été améliorée de 45%, 42% et de 31% avec A4, Konm6 et Bt04 respectivement. Cependant
chez D. innoxia, des effets bénéfiques des PGPRs et de I’AS ont été enregistrés sur les PHPR.

Dans les feuilles, les meilleures augmentations ont été enregistrées pour I’acide cis-4-hydroxy-
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cinnamique (86% avec Pp20), la lutéoline (20% avec les deux concentrations 10-4 Met 10° M
d’AS) et la quercétine (104 M d’AS : 18%), I’acide trans-4-hydroxy-cinnamique (Pp20+10° M
d’AS (104%) et Bt04+10™* M d’AS (107%)).

Des travaux ont montré que les PGPRs peuvent provoquer des changements
remarquables dans les activités des enzymes impliquées dans la production de métabolites, en
particulier les flavonoides, conduisant a des changements dans la structure de l'exsudation
racinaire (Shaw et al. 2006). Selvaraj et Sumithra (2011), ont trouvé que 1’inoculation des
racines de Glycyrrhiza glabra L. par Glomus aggregatum, Bacillus coagulans et Trichoderma
harzianum augmente la tencur des flavonoides et des alcaloides. De méme, dans les travaux de
Tajpoor et al. (2013), la teneur la plus élevée en flavonoides, dans I'huile essentielle d’Anethum
graveolens L. a été obtenue aprés inoculation par Pseudomonas putida combiné avec un
vermicompost. En outre, Nasrollahi et al. (2014), ont montré que le stress hydrique augmente
les teneurs de méthylchavicol, méthyléugénol, b-myrcéne et a-bergamoteéne chez Ocimum
basilicum. En outre, Chen et al. (2006) ont enregistré une accumulation significative de
phénylpropanoides chez les Baies de raisin traitées par I’AS. De méme, chez le persil, le
traitement des cellules avec I’AS a amélioré la teneur en phénylpropanoides (Thulke et Conrath
1998). Aussi, Pastirova et al. (2004), ont indiqué que l'application de I’AS induit a

l'accumulation de phénylpropanoides (les coumarines).

5.10. Les acide polyhydroxy

Les plantes sont connues par la production des acides polyhydroxy (Lee et al. 2008).
En raison de leurs caractéristiques chimiques particulicres, les acides poly hydroxyliques sont
utilisés dans une large gamme de produits, y compris les résines, les cires, les nylons, les
plastiques, les inhibiteurs de corrosion, les cosmétiques et les revétements (Jain et al. 2016).

Nos résultats ont montré que D. stramonium et D. innoxia contiennent 10 acides
polyhydroxy. D. stramonium est caractérisé par 1'acide érythronique qui est absent chez D.
innoxia, ce dernier renferme : 1'acide 1,4-lactone érythronique et I’acide 1,4-lactone thréonique.
Cependant, les deux especes partagent: [’acide arabinonique, l'acide galactarique,
l'acide galactonique, l'acide gluconique, 1'acide glycérique, I'acide gulonique, I’acide xylonique,
l'acide ribonique et 1'acide thréonique.

Pant et al. (2015), ont montré que 1’Arabidopsis thaliana posséde 9 acides Polyhydroxy :
I’acide ascorbique, l'acide érythronique, l'acide gluconique, l'acide glycérique, 1’acide
thréonique, 1’acide 1,5-lactone-gluconique, 1’acide galactonique, I’acide 1,4-lactone thréonique

et ’acide ribonique. Yan et al. (2008), ont isolé 5 acides Polyhydroxy chez Diphasiastrum
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complanatum. Alors que, Glaubitz et al. (2017), ont trouvé 13 acides Polyhydroxy chez le riz :
I’acide ascorbique, I’acide dimer-déhydroascorbique, 1’acide érythronique, 1’acide galactarique,
I’acide galactonique, 1’acide glycérique, I’acide lyxonique, I’acide 1,4-lactone lyxonique,
I’acide ribonique, 1’acide gamma-lactone-ribonique, 1’acide Saccharique, I’acide thréonique et
I’acide 1,4-lactone thréonique.

Par ailleurs, chez D. stramonium, les PGPRs ont influé positivement les teneurs en PHA
dans les feuilles a I’exception de la souche Pp20. Dans les racines, les souches A4, Konmo6,
Pp20 et Bt04 ont augment¢ les teneurs en acide galactonique de 258%, 175%, 150% et 150%.
Cependant, chez D. innoxia, la souche Pp20 a amélioré de 78% la teneur dans les feuilles en
acide 1,4-lactone-arabinonique. De méme, la souche Bt04a augmenté¢ la teneur dans les feuilles
en acide thréonique de 187% et en acide gulonique de 53%, dans les racines.

En effet, il existe quelques travaux qui portent sur la production des acides
mono/polyhydroxy en utilisant des souches microbiennes (Hou et al. 1998). En outre, la
conversion de l'acide oléique a un nouveau acide di hydroxy insaturé par Pseudomonas

aeruginosa PR3 a été démontrée par Hou, 1991 et Hou, 1993 (Hou 2000).

5.11. Les MSTs

Dans nos travaux, sur 158 métabolites détectés chez D. stramonium, et 242 détectés
chez D. innoxia, 56 et 91, respectivement, ont été considérés comme métabolites inconnus ;
c’est-a-dire que leurs spectres en correspondance avec aucuns spectres dans la base de données
métabolomique de Golm (MPI de Potsdam). A 1'heure actuelle, il est impossible de les affecter
a une catégorie (famille) chimique ou une fonction spécifique avec les techniques appliquée
actuellement. Il est clair, cependant, que parmi ces composés inconnus il y a des métabolites
qui apparaissent dans des tissus spécifiques ou dans des conditions de culture spécifiques. Les
composés inconnus qui ont été précédemment détectés dans les feuilles ou les racines
d'Arabidopsis thaliana, Solanum tuberosum, Nicotiana sp. ou les métabolites identifiés dans
cette étude pourrait fournir plutard des indications et des informations supplémentaires sur

I'évolution et la biosynthese des voies métaboliques chez les plantes.
Par ailleurs, les travaux de Pant et al. (2015), ont montré que A. thaliana contient 118

métabolites inconnus. En outre, Glaubitz et al. (2017), ont trouvé 49 MSTs chez le riz.

6. Effet de P’acide salicylique sur la croissance végétative et sur les teneurs en
alcaloides chez Datura innoxia
Chez le Datura innoxia, I’élicitation par deux concentrations 10 M et 10° M d’acide

salicylique, a induit a des augmentations significatives des taux des alcaloides dans les feuilles
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et dans les racines de la plante. La scopolamine a été augmentée, dans les feuilles, de 16% apres
élicitation avec la concentration 10° M d’AS. De méme, dans les feuilles de la plante, les
teneurs en hyoscyamine ont été augmentées de 128% et 250% avec 10* M et 10° M d’AS
respectivement et les teneurs en pseudotropine de 73% et 53% avec 104 M et 10° M d’AS
respectivement. Alors que, I’atropine n’a montré aucune augmentation avec I’AS. Alors que,
dans les racines les deux concentrations d’AS n’ont montré aucune influence sur les teneurs en
alcaloides chez Datura innoxia.

Dans des travaux réalisés en 1996, il a été signalé que 'application de I’acide salicylique
sur de jeunes pousses de soja affecte de maniére significative la taille de la racine (Gutiérrez-
Coronado et al. 1998). D’autres travaux ont reproduit des résultats semblables avec Tagetus
erecta en utilisant de trés faibles concentrations en AS (Sandoval Yepiz 2004).

Par ailleurs, les acides salicylique, acétylsalicylique et jasmonique ont été utilisés pour
1’¢licitation des alcaloides tropaniques des chevelus racinaires de quelque plantes médicinales ;
Brugmansia candida (Pitta—Alvarez et al. 2000), Brugmansia suaveolens (Zayed et Wink,
2004) et Datura tatula (Khelifi et al. 2011). Selon Khelifi et al. 2011, les meilleures teneurs en
hyoscyamine (6.2 mg/g MS, soit une amélioration de 260% par rapport au témoin chez Datura
tatula ont été obtenues aux concentrations de 10° M d’AS.

En outre, Ajungla et al. (2009) ont constaté que l'acide salicylique peut agir comme
¢liciteur abiotique stimulant la production en vitroculture d’hyoscyamine et de scopolamine
dans les racines du Datura metel. Ils ont obtenu aprés élicitation des taux d’hyoscyamine et de
scopolamine 5 fois plus que le t¢émoin non élicité. Belabbassi et al. (2016), ont mentionné que
Iélicitation des chevelus racinaires du Datura stramonium par 10* M d’AS a augmenté
significativement la teneur en hyoscyamine (279% par rapport au témoin). Les mémes résultats
ont été obtenus par Kang et al. (2004) qui ont élicité les chevelus racinaire de Scopolia
parviflora par I’AS (0,1 mM). Ces résultats rejoignent ceux de : Pitta—Alvarez et al. 2000 sur
Brugmansia candida et Kang et al. (2006) sur Ginkgo biloba.

Les réponses positives de la culture a I'¢licitation peuvent €tre dues au fait que I’AS est
I'un des principaux signaux endogenes impliqués dans l'activation des réponses de défense
végétale et sa capacité a produire des protéines anti-pathogénes dans les plantes, méme en
absence d'organisme pathogene (Hayat et al. 2007). Les différentes hormones impliquées dans
les mécanismes de défense des plantes ont des relations positives ou négatives avec I’AS, les
niveaux d'ABA augmentent dans plusieurs especes lorsqu'elles sont exposées a des conditions

de stress (Janowiak et al. 2002). Les chercheurs ont constaté que le traitement des plantes avec
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I’AS a provoqué 1'accumulation d'ABA et d'acide indolacétique (IAA), mais n'a pas influencé
la teneur de la cytokinines (CK) (Sakhabutdinova et al. 2003).

En outre, les combinaisons PGPR+AS ont influencé les teneurs en alcaloides chez
Datura innoxia, la combinaison Bt04+AS a augmenté de 115% et de 55% les teneurs en
hyoscyamine et scopolamine respectivement dans les feuilles de la plante. De méme, la
combinaison Pp20+AS a amélioré de 65% la teneur en pseudotropine dans les feuilles du
Datura innoxia.

Selon Vasconsuelo et Boland (2007) l'interaction entre les éliciteurs améliore la
production de métabolites secondaires. De méme, Wiktorowska et al. (2010) ont trouvé que
1’élicitation des cellules de Calendula officinalis par une combinaison entre 1’acide jasmonique
et la chitosane a augmenté de 5 fois la teneur en acide oléanolique. Dans les travaux de
Krzyzanowska et al. (2012) ont trouvé que 1’utilisation de deux éliciteurs (l'acide jasmonique +
le jasmonate de méthyle) a amélioré la croissance et I'accumulation d'acide rosmarinique dans

une culture de cellule de Mentha piperita.
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Conclusion

Notre étude renferme trois volets : ’identification des PGPRs, 1’effet des PGPRs sur la
croissance chez A. thaliana, D. stramonium et D. innoxia, I’effet des PGPRSs sur les teneurs en
métabolites primaires et secondaires (dont les alcaloides, les flavonoides et les antioxydants),
dans les feuilles et les racines du D. stramonium et enfin, 1’effet des PGPRs et ou de I’AS sur

les teneurs en métabolites primaires et secondaires dans les feuilles et les racines du D. innoxia.

Dans la premiére partie, I’identification et la caractérisation des souches bactériennes
isolées, a fait 1’objet d’une publication. 03 genres différents ont été identifiés pour les 03
souches isolées qui sont: Pseudomonas plecoglossicida, Bacillus sp. et Lysinibacillus
fusiformis. Ces trois souches ont été enregistrées dans la base de données NCBI GenBank
nucléotidique sous les noms suivants : Pseudomonas plecoglossicida souche Pp20, Bacillus
souche Bt04 et Lysinibacillus Fusiformis souche L{89. Sous des numéros d'acces KU321233
pour la souche Pp20, KU321234 pour la souche Bt04 et KU321235 pour la souche L{89.

L’étude des courbes de croissances pour les 03 souches a montré que la croissance de
Pp20 est plus rapide que celle des autres souches. Elle a été suivie par Bt04. Alors que Lf89 a

une croissance lente.

Dans la deuxiéme partie, pour confirmer 1’effet positif des bactéries sur la croissance des
plantes, une plante modéele a été utilisée ¢’est I’Arabidopsis thaliana. Les graines d’A. thaliana
ont été inoculées par les PGPRs, puis cultivées dans des boites Pétri contenant le milieu MS
solide, en condition contrdlées de phytotron, pendant 3 semaines de culture.

Les résultats obtenus ont montré que, les 03 souches favorisent la croissance d’A.
thaliana, elles ont présenté une augmentation pour tous les paramétres de croissance étudiés, la
longueur moyenne des racines (de 90% avec la souche Bt04), le nombre moyen de feuilles (de
7.22 avec la souche Pp20), le diametre moyen de la rosette (de 42% avec la souche Bt04) et le
nombre moyen des racines secondaires (de 142% avec L{89), mais avec des pourcentages
variables d’une souche a une autre et pour chaque parameétre.

En outre, la mesure des teneurs en azote, carbone et en hydrogene, dans les feuilles
d’Arabidopsis thaliana, les feuilles et les racines du D. stramonium et D. innoxia en utilisant la
Vario EL III Element Analyzer, a révélé I’existence d’une variation des teneurs de ces elements
apres inoculation par les PGPRs, Bt04 et Pp20 ont augmenté les teneurs en azote (de 9,08% et
8,99% respectivement) et ont diminué les teneurs en carbone chez A. thaliana.

Alors que, chez D. stramonium les 4 PGPRs ont amélioré, dans les racines, les teneurs
en azote et en carbones. Cependant, dans les feuilles, seule la souche Pp20 a influencé les

teneurs en azote et en carbone.
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En outre, chez D. innoxia les teneurs en azote ont été diminuées dans les feuilles et les
racines avec les différents traitements. Alors que, les teneurs en carbones ont été augmentées
dans les feuilles et les racines avec les différents traitements.

Ce chapitre met en évidence le role positif des PGPRs dans la promotion de la croissance
des plantes inoculées et de 1'absorption des nutriments dans différentes conditions climatiques.
La plupart des travaux sur les PGPRs ont montré des augmentations significatives de la
longueur des racines, des pousses, du poids des plantes entieres et de l'absorption des

nutriments.

Et enfin la troisiéme partie ou on a étudi¢ la composition chimique (le profilage des
métabolites) de chaque espece Datura, ainsi que 1’effet des PGPRs sur les métabolites obtenus
chez D. stramonium, et I’effet des PGPRs et/ou de I’AS sur les métabolites obtenus chez D.
innoxia

Les résultats ont montré que D. stramonium contient 158 métabolites, dont 106 sont
connus, par nom et par formule chimique et le reste sont inconnus, appelés MSTs. Ces
métabolites appartiennent a onze familles chimiques : les sucres (12 métabolites dont le
glucose, le fructose, le maltose et le saccharose), les acides aminés et leurs dérivés (27
métabolites), les acides gras (03 métabolites), les acides organiques (19 métabolites), les dérivés
de phosphate (04 métabolites), les polyols (05 métabolites), les composés azotés (18
métabolites), les alcaloides (03 métabolites : scopolamine, hyoscyamine et atropine), les
phénylpropanoides (05 métabolites dont 2 flavonoides : lutéoline et quercétine), les acides
polyhydroxy (10 métabolites : ce sont d'excellents antioxydants.) et les MSTs (52 métabolites).

Par ailleurs, des améliorations importantes ont été enregistrées pour chaque famille avec
les PGPRs : pour les sucres (dans les racines, la teneur en raffinose 721% avec la souche
Konmé6) ; pour les acides aminés et leurs dérivés (dans les feuilles, la teneur en alanine 247%
avec la souche Bt04) ; pour les acides gras (dans les racines, la teneur en acide hydroxy-
hexanedioique 65% avec la souche A4) ; pour les acides organiques (dans les racines, la teneur
en acide 2-isopropyl-malique 480% avec la souche Konmé6) ; pour les dérivés de phosphate
(dans les racines, la teneur en acide phosphorique 172% avec la souche Pp20) ; pour les polyols
(dans les racines, la teneur en érythritol 276% avec la souche A4) ; pour les composés de 1'azote
(dans les racines, la teneur en nicotianamine 450% avec la souche Konm6); pour les
phénylpropanoides (dans les racines, les teneurs en lutéoline et en quercétine 25 et 31%
respectivement avec la souche Bt04) et pour les acides polyhydroxy (dans les feuilles, la teneur

en acide ribonique 131% avec la souche Bt04).
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En outre, D. innoxia renferme 242 métabolites dont 150 sont connus et 92 métabolites
MSTs. Cela a montré que D. innoxia contient 84 métabolites plus que D. stramonium. Ces
métabolites appartiennent a douze familles chimiques : les sucres (14 métabolites), les acides
aminés et leurs dérivés (35 métabolites), les acides gras (03 métabolites), les acides organiques
(29 métabolites), les dérivés de phosphate (05 métabolites), les polyols (10 métabolites), les
composés azotées (29 métabolites), les composés du soufre (01 métabolites), les alcaloides (04
métabolites scopolamine, hyoscyamine, atropine et pseudotropine), les phénylpropanoides
(08 métabolites dont 2 flavonoides : lutéoline et quercétine), les acides polyhydroxy (12
métabolites), ainsi que les MSTs (92 métabolites).

Par ailleurs, des augmentations importantes ont ét¢ enregistrées pour chaque famille
avec les PGPRs (Pp20 et Bt04) et/ou avec I’AS : pour les sucres (dans les feuilles, la teneur en
alpha, alpha’-tréhalose 550% avec la souche Pp20) ; pour les acides aminés et leurs dérivés
(dans les racines, la teneur en acide 2-amino-adipique 473% avec la combinaison
Pp20+10*M) ; pour les acides gras (dans les racines, la teneur en acide hexadécanoique 271%
avec la combinaison Pp20+10“4 M d’AS) ; pour les acides organiques (dans les racines, la teneur
en acide 3,4 dihydroxy-Benzoique 536% avec la souche Pp20) ; pour les dérivés de phosphate
(dans les feuilles, la teneur en acide phosphorique 214% avec la souche Pp20) ; pour les polyols
(dans les feuilles, la teneur en mannitol 490% avec la combinaison Bt04+10° M AS)) ; pour
les composés de l'azote (dans les feuilles, les teneurs en xanthine 720% et 302% avec la
concentration 10* M d’AS et la souche Bt04 respectivement) ; pour les phénylpropanoides
(dans les feuilles, la teneur en acide cis-caféique 121 % avec la combinaison Pp20+10° M
d’AS) et pour les acides polyhydroxy (dans les feuilles, la teneur en acide thréonique 320%

avec la concentration 10* M d’AS).

Dans cette partie on s’est intéressé particulicrement a 1’étude de 1’effet des PGPR Pp20,
Bt04, A4 et Konm6 sur les teneurs en alcaloides chez D. stramonium, et I’effet des PGPRs
(Pp20 et Bt04) et/ou I’AS sur les teneurs en alcaloides chez D. innoxia. Tout d’abord, on a
remarqué que D. stramonium renferme trois alcaloides, la scopolamine, 1’hyoscyamine et
I’atropine. Alors que les D. innoxia comporte quatre alcaloides, les 3 cités précédemment, plus
la pseudotropine. Chez D. stramonium, les meilleures augmentations ont été enregistrées pour
la scopolamine, dans les feuilles, de 90% avec la souche A4, pour ’hyoscyamine, dans les
feuilles, de 72% avec la souche A4 et pour ’atropine, dans les feuilles, de 180% avec la souche
Bt04. Cependant Chez D. innoxia, les meilleures améliorations ont été enregistrées pour la
scopolamine, dans les feuilles, de 54% avec la combinaison Bt04+10°¢ M d’AS, pour

I’hyoscyamine, dans les feuilles, de 257% avec la combinaison Bt04+10® M d’AS, pour
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I’atropine, dans les feuilles, de 112% % avec la souche Bt04 et pour la pseudotropine, dans les

feuilles, de 76% avec la concentration 10* M d’AS et la combinaison Bt04 + 10 M d’AS.

Ce travail a donc permis d’identifier trois souches bacteriennes rhizosphériques isolées

en Algérie, et de révéler les compositions chimiques détaillées chez deux variétés de Datura,

ainsi que Deffet bénéfique de certains PGPRs sur ces composants. Notamment pour

I’amélioration de la production d’alcaloides, des flavonoides, des antioxydants (acide

polyhydroxy)...

Ainsi, dans la perspective d’approfondir ce travail et afin d’optimiser la production des

métabolites secondaires, il serait judicieux de :

>

Tester d’autres types de stress tel que : la température, ’hypoxie, la lumiére, les métaux
lourds et les combinaisons de ces éliciteurs avec les PGPRs ;

Améliorer les conditions de culture des plantes, en utilisant surtout des systémes
hydroponiques moderne et sophistiqués ;

Installer des serres controlées afin de maitriser les paramétres climatiques ;

Importer la nouvelle technologie de profilage des métabolites des plantes afin de créer
notre propre base de données de métabolites, pour protéger notre patrimoine et nos
ressources génétiques surtout les plantes médicinales indigénes de 1’ Algérie.

Isoler de nouvelles souches bacteriennes surtout celles qui toleérent les conditions
difficiles comme les températures élevées ou basses, la salinité...et les appliquer aux
cultures a grande échelle.

Séquencer nos propres souches bacteriennes, et les déposer dans le NCBI, pour les
protéger contre les vols.

Isoler des souches bacteriennes a parir de la rhizosphere du Datura et comparer leurs

effets avec nos résultst.
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Annexe 1: Structure secondaire de I’ARN ribosomique 16S d’Escherichia coli.

Source : http://rna.ucsc.edu/rnacenter/ribosome images.html.
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Annexe 2: Extraction d’ADN des souches bacteriennes

Lyse des cellules bactériennes

Mixer 0,5 ml de la culture bactérienne (pour chaque souche) avec 100 pl du tampon R4
(tampon de suspension) qui contient de I’ARNase et bien homogénéiser avec le vortex.
Mettre 100 pl du mélange précedent, dans un nouveau tube et ajouter 5 ul de la solution
de lysozyme (50 mg / ml) et homogénéiser, plusieurs fois.

Incuber les échantillons a 37 °C pendant 10 mn.

Pendant I’incubation, préparer un mélange de 500 pl du tampon de lyse (L14) et 10 pl
de protéinase K, pour chaque échantillon.

Ajouter 500 pl du mélange pré préparé, aux échantillons incubés et inverser le tube
bouché¢ 6 fois pour mélanger I'échantillon

Enfin, Incuber les échantillons pendant 1 a 1,5 heures a 80 °C

Liaison d’ADN

Vortexer le tube contenant les billes magnétiques pour uniformiser la distribution des
billes dans le tampon de stockage.

Ajouter 40 ul des billes magnétiques aux échantillons de 1'étape finale du protocole de
lyse cellulaire (apres incubation a 80 °C pendant 1 a 1,5 heures).

Pipeter en homogénéisant légeérement pour bien mélanger la solution sans former de
bulles.

Ajouter 300 pl du tampon de liaison (BS).

Incuber les échantillons a une température ambiante (25 °C) pendant une minute.
Placer les échantillons sur la Grille Magnétique (MagnaRack), pendant 1 minute.

Sans enlever les tubes Eppendorf du MagnaRack, retirer soigneusement et jeter le

surnageant sans perturber le culot de perles en inclinant la pipette.

Lavage d’ADN

Retirer les tubes de 1’étape précédente.

Ajouter 1 ml du tampon de lavage (W12)

Placer les échantillons sur la Grille Magnétique pendant 1 minute.

Sans enlever les tubes du MagnaRack, retirer soigneusement et jeter le surnageant sans
perturber le culot de perles.

Retirer les tubes du MagnaRack.
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- Ajouter 1 ml du tampon de lavage pour chaque tube et mélanger les solutions en pipetant
doucement 3 fois a I'aide d'une pipette de 1 ml.

- Placer les échantillons sur la MagnaRack pendant 1 minute.

- Sans enlever les tubes du MagnaRack, retirer soigneusement et jeter le surnageant sans

perturber le culot de perles.
Elution d’ADN

- Ajouter 200 pl du tampon d'¢lution (E5S) (10 ml de Tris-HCI ; pH 8,5). Et homogénéiser.

- Incuber pendant 5 minutes a une température d’¢lution de 55 °C a 65 °C.

- Placer les échantillons dans la MagnaRack pendant 1 minute.

- Sans enlever les tubes du MagnaRack, retirer délicatement le surnageant contenant
I'"ADN et mettre le dans un nouveau tube stérile.

- Stocker les tubes contenant I'ADN purifié a -20 °C.
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Annexe 3: Séquence de Pseudomonas plecoglossicida souche Pp20 (GenBank, NCBI) :
Numéro d'acces : KU321233
La séquence d’ADN :

1 gggagcttge tecttgattc ageggeggac gggtgagtaa tgectaggaa tetgeetggt

61 agtgggggac aacgtttcga aaggaacgct aataccgeat acgtcctacg ggagaaagea
121 ggggaccttc gggecttgeg ctatcagatg agectaggte ggattageta gttggtgggge
181 taatggctca ccaaggcgac gatccgtaac tggtctgaga ggatgatcag tcacactgga
241 actgagacac ggtccagact cctacgggag gcagcagtgg ggaatattgg acaatgggcg
301 aaagcctgat ccagccatge cgegtgtgtg aagaaggtcet tcggattgta aagcacttta
361 agttgggagg aagggcagta agctaatace ttgetgtttt gacgttaccg acagaataag
421 caccggctaa ctetgtgeca gecageecgegg taatacagag ggtgeaageg ttaatcggaa
481 ttactgggceg taaagcgege gtaggtggtt cgttaagttg gatgtgaaag cececegggete
541 aacctgggaa ctgcatccaa aactggegag ctagagtacg gtagagggtg gtggaattte
601 ctgtgtagcg gtgaaatgcg tagatatagg aaggaacacc agtggecgaag gecgaccacct
661 ggactgatac tgacactgag gtgcgaaage gtggggagea aacaggatta gataccetgg
721 tagtccacge cgtaaacgat gtcaactage cgttggaate cttgagattt tagtggegea
781 gctaacgcat taagttgacc gectggggag tacggecgea aggttaaaac tcaaatgaat
841 tgacgggggce ccgeacaage ggtggageat gtggtttaat tcgaagcaac gegaagaace
901 ttaccaggcc ttgacatgca gagaactttc cagagatgga ttggtgectt cgggaactet
961 gacacaggtg ctgcatgget gtegtcaget cgtgtegtga gatgttgggt taagtceegt
1021 aacgagcgca acccttgtec ttagttacca geacgttatg gtgggceacte taaggagact
1081 gecggtgaca aaccggagga aggtgggeat gacgtcaagt catcatggec cttacggect
1141 gggctacaca cgtgctacaa tggteggtac agagggttec caagecgega ggtggagceta
1201 atctcacaaa accgatcgta gtccggateg cagtctgecaa ctcgactgeg tgaagtcgga
1261 atcgctagta atcgcgaate agaatgtcge ggtgaatacg ttcccgggec ttgtacacac
1321 cgcecgteac accatgggag tgggttgcac cagaagtage tagtctaa.
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Annexe 4: Séquence de Bacillus sp. souche Bt04 (GenBank, NCBI) :
Numéro d'acces : KU321234
La séquence d’ADN :

1 tggattgaga gcttgctctc aagaagttag cggcggacgg gtgagtaaca cgtgggtaac

61 ctgcccataa gactgggata actccgggaa accggggcta ataccggata acattttgaa
121 ctgcatggtt cgaaattgaa aggcggcettc ggetgtcact tatggatgga cccgegtege
181 attagctagt tggtgaggta acggctcacc aaggcaacga tgcgtagecg acctgagagg
241 gtgatcggcec acactgggac tgagacacgg cccagactee tacgggaggce ageagtaggg
301 aatcttccge aatggacgaa agtctgacgg agcaacgecg cgtgagtgat gaaggcettte
361 gggtcgtaaa actctgttgt tagggaagaa caagtgctag ttgaataage tggeaccttg
421 acggtaccta accagaaagc cacggctaac tacgtgccag cagecgeggt aatacgtagg
481 tggcaagcgt tatccggaat tattgggcgt aaagegegeg caggtggttt cttaagtetg
541 atgtgaaagc ccacggetea accgtggage gtcattggaa actgggagac ttgagtgcag
601 aagaggaaag tggaattcca tgtgtagegg tgaaatgegt agagatatgg aggaacacca
661 gtggcgaagg cgactttctg gtetgtaact gacactgagg cgecgaaageg tggggageaa
721 acaggattag ataccctggt agtccacgec gtaaacgatg agtgctaagt gttagagggt
781 ttccgecctt tagtgetgaa gttaacgeat taageactee gectggggag tacggecgea
841 aggctgaaac tcaaaggaat tgacgggggc ccgeacaage ggtggageat gtggtttaat
901 tcgaagcaac gcgaagaacc ttaccaggtc ttgacatcct ctgaaaacce tagagatagg
961 gcttctectt cgggageaga gtgacaggtg gtgcatggtt gtegtcaget cgtgtegtga
1021 gatgttgggt taagtcccge aacgagegea accettgatc ttagttgeea tcattaagtt
1081 gggcactcta aggtgactge cggtgacaaa ccggaggaag gtggggatga cgtcaaatca
1141 tcatgcccect tatgacctgg getacacacg tgctacaatg gacggtacaa agagetgcaa
1201 gaccgcgagg tggagctaat ctcataaaac cgttctcagt tcggattgta ggytgeaact
1261 cgcctacatg aagetggaat cgetagtaat cgeggatcag catgecgegg tgaatacgtt
1321 ccegggectt gtacacaccg cccgtcacac cacgagagtt tgtaacacce gaagteggtg

1381 gggtaa
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Annexe 5: Séquence de Lysinibacillus fusiformis souche L{89 (GenBank, NCBI) :
Numéro d'acces : KU321235

La séquence d’ADN :

1 agcttgctee ttcgacgtta gcggeggacg ggtgagtaac acgtgggceaa cctaccttat

61 agtttgggat aactccggga aaccggggct aataccgaat aatctgtttc acctcatggt
121 gaaacactga aagacggttt cggctgtcgce tataggatgg gecccgeggeg cattagetag
181 ttggtgaggt aacggctcac caaggegacg atgegtagee gacctgagag ggtgategge
241 cacactggga ctgagacacg gcececagacte ctacgggagg cageagtagg gaatcttcca
301 caatgggcga aagcctgatg gagcaacgee gegtgagtga agaaggattt cggttcgtaa
361 aactctgttg taagggaaga acaagtacag tagtaactgg ctgtaccttg acggtacctt
421 attagaaagc cacggctaac tacgtgccag cagecgeggt aatacgtagg tggcaagegt
481 tgtccggaat tattgggegt aaagegegeg caggtggttt cttaagtctg atgtgaaage
541 ccacggcetca accgtggagg gtcattggaa actgggagac ttgagtgecag aagaggatag
601 tggaattcca agtgtagcgg tgaaatgcgt agagatttgg aggaacacca gtggcgaagg
661 cgactatctg gtctgtaact gacactgagg cgcgaaageg tggggageaa acaggattag
721 ataccctggt agtccacgee gtaaacgatg agtgctaagt gttagggggt ttcegeeect
781 tagtgctgea getaacgeat taageactce geetggggag tacggtcgea agactgaaac
841 tcaaaggaat tgacgggggc ccgeacaage ggtggagceat gtggtttaat tcgaagcaac
901 gcgaagaacc ttaccaggtc ttgacatcce gttgaccact gtagagatat ggtttceect
961 tcgggggcaa cggtgacagg tggtgcatgg ttgtcgtecag ctegtgtegt gagatgttgg
1021 gttaagtcce gecaacgageg caacccttga tcttagttge catcatttag ttgggeactc
1081 taaggtgact gccggtgaca aaccggagga aggtggggat gacgtcaaat catcatgece
1141 cttatgacct gggctacaca cgtgctacaa tggacgatac aaacggttge caactcgega
1201 gagggagcta atccgataaa gtcgttctca gttcggattg taggctgeaa ctegectaca
1261 tgaagccgga atcgctagta atcgeggate ageatgecge ggtgaatacg ttccecgggee

1321 ttgtacacac cgccegtcac accacgagag tttgtaacac ccgaagtegg tgaggtaa
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Les analyses statistiques

Effets des PGPRS sur la croissance chez Arabidopsis thaliana

Annexe 6: Effet des PGPRs sur la longueur moyenne des racines d’Arabidopsis thaliana, aprés

3 semaines d’inoculation par Pp20, Bt04 et L{89.

F(3,36) = 22,46 ; P < 0,001™"

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carreés
Traitements 109,939 3 36,646 22,46 0,0000 THS
Résiduelle 60,373 36 1,6317
Total 170,312 39
Test LSD de Fisher
Traitements (Moyenne Groupe
homogéne
Témoin 483 X
L{89 7,73 X
Pp20 8,31 XX
Bt04 9,18 X

Annexe 7: Effet des PGPRs sur le nombre moyen de feuilles d’Arabidopsis thaliana, aprés 3

semaines d’inoculation par Pp20, Bt04 et L{89.

F(3,36) = 2,08 ; P > 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 5,946 3 1,982 2,08 0,1189 NS
Résiduelle 35,175 36 0,950
Total 41,122 39
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Annexe 8: Effet des PGPRs sur le diamétre moyen de la rosette d’Arabidopsis thaliana, apres
3 semaines d’inoculation par Pp20, Bt04 et L{89.

F(3,36) = 2,73 : P < 0,05"

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carreés
Traitements 1,983 3 0,661 2,73 0,0570 S
Résiduelle 9,453 36 0,242
Total 11,436 39
Test LSD de Fisher
Traitements| Moyenne Groupe
homogene
Témoin 1,7 X
L{89 1,746 X
Pp20 2,133 XX
Bt04 2,175 X

Annexe 9: Effet des PGPRs sur le nombre moyen des racines secondaires d’Arabidopsis

thaliana, aprées 3 semaines d’inoculation par Pp20, Bt04 et L{89.

F(3,36) = 6,02 ; P < 0,005

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 1117,37 3 372,457 6,02 0,0026 HS
Résiduelle 1795,6 36 61,917
Total 2912,97 39
Test LSD de Fisher
Traitements | Moyenne Groupe
homogene
Témoin 10,75 [X
Pp20 23,0 X
Bt04 243 X
L{89 25,0 X
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Annexe 10: Effet des PGPRs sur le poids frais moyen des feuilles d’Arabidopsis thaliana, aprés

3 semaines d’inoculation par Pp20, Bt04 et L{89.

F(3,36) =1,83,; P>0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carreés
Traitements 0,0251 3 0,0083 1,83 0,1585 NS
Résiduelle 0,1643 36 0,0045
Total 0,1894 39

Annexe 11: Effet des PGPRs sur le poids frais moyen des racines d’Arabidopsis thaliana, apres

3 semaines d’inoculation par Pp20, Bt04 et L89.

F(3,36) = 0,78 ; P > 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,0458 3 0,015 0,78 0,5123 NS
Résiduelle 0,6251 36 0,019
Total 0,6710 39

Annexe 12: Effet des PGPRs sur le poids sec moyen des feuilles d’Arabidopsis thaliana, aprés

3 semaines d’inoculation par Pp20, Bt04 et L{89.

F(3,36) = 2,24 ; P > 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,00017 3 0,00005 2,24 0,1012 NS
Résiduelle 0,0009 36 0,00002
Total 0,001 39
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Annexe 13: Effet des PGPRs sur le poids sec moyen des racines d’Arabidopsis thaliana, apres
3 semaines d’inoculation par Pp20, Bt04 et L{89.

F(3,36) = 3,77 ; P <0,05"

Source

Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,00004 3 0,00001 3,77 0,02 S
Résiduelle 0,0001 36 0,000003
Total 0,0001 39
Test LSD de Fisher
Traitement| Moyenne Groupe
S homogene
Témoin 0,001 |X
Bt04 0,002 (XX
L{89 0,004 |XX
Pp20 0,005 X

Annexe 14: Effet des PGPRs sur la teneur en azote dans les feuilles d’Arabidopsis thaliana,

apres 3 semaines d’inoculation par Pp20, Bt04 et L{89.

F(3,8) = 8,88 ; P < 0,005

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,566 0,188 8,88 0,0063 HS
Résiduelle 0,170 0,0212
Total 0,736 11
Test LSD de Fisher
Traitements | Moyenne Groupe
homogene
L{89 8,561 |X
Témoin 8,668 (X
Pp20 8,992 X
Bt04 9,083 X
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Annexe 15: Effet des PGPRs sur la teneur en carbone dans les feuilles d’Arabidopsis thaliana,

aprés 3 semaines d’inoculation par Pp20, Bt04 et Lf89.

F(3,8) = 44,82 ; P < 0,001

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 8,530 3 2,843 44,82 0,0000 THS
Résiduelle 0,507 8 0,063
Total 9,037 11
Test LSD de Fisher
Traitements | Moyenne Groupe
homogene
Pp20 35,169 |X
Bt04 35,330 |X
Témoin 36,924 | X
L{89 36,941 | X

Annexe 16: Effet des PGPRs sur le rapport C/N dans les feuilles d’Arabidopsis thaliana, apres

3 semaines d’inoculation par Pp20, Bt04 et L{89.

F(3,8) = 26,57 ; P < 0,001

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,483 3 0,161 26,57 0,0002 THS
Résiduelle 0,048 8 0,006
Total 0,531 11
Test LSD de Fisher
Traitements | Moyenne Groupe
homogene
Bt04 3,889 |X
Pp20 3911 (X
Témoin 4,259 X
L{89 4,336 X
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Annexe 17: Effet des PGPRs sur la teneur en hydrogeéne dans les feuilles d’Arabidopsis

thaliana, a la fin de la culture.
F(3,8) = 9,49 ; P < 0,005

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carreés
Traitements 0,102 0,034 9,49 0,0052 HS
Résiduelle 0,028 0,003
Total 0,131 11
Test LSD de Fisher
Traitements | Moyenne Groupe
homogene
Bt04 5,864 |X
Témoin 5,933 |X
Pp20 5941 |X
L{89 6,115 X

Effets des PGPRssur la croissance végétative, les teneurs en azote, carbone,
hydrogene et le rapport C/N chez Datura stramonium.

Annexe 18: Effet des PGPRs sur la longueur moyenne des plantes du Datura stramonium, a
la fin de la culture.

F(4,45) = 11,65 ; P <0,001™"

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 165,549 4 41,387 11,65 0,0000 THS
Résiduelle 159,914 45 3,553
Total 325,463 49
Test LSD de Fisher
Traitements |Moyenne|  Groupe
homogéne
Témoin 27,04 X
Konm6 29,75 X
A4 30,21 X
Bt04 31,2 XX
Pp20 32,52 X
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Annexe 19: Effet des PGPRs sur le nombre moyen de feuilles du Datura stramonium, a la fin

de la culture.

F(4,45) = 1,59 ; P > 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 145,88 4 36,47 2,29 0,0748 NS
Résiduelle 718,2 45 15,96
Total 864,08 49

Annexe 20: Effet des PGPRs sur le poids total moyen des plantes du Datura stramonium, a la

fin de la culture.

F(4,45) = 1,59 ; P > 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 669,181 4 167,295 1,59 0,1930 NS
Résiduelle 4730,21 45 105,116
Total 5399,39 49

Annexe 21: Effet des PGPRs sur le poids sec moyen des feuilles du Datura stramonium, a la

fin de culture.

F(4,45) = 3,08 ; P < 0,05"

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 106,796 4 26,698 3,08 0,0252 S
Résiduelle 389,976 45 8,666
Total 496,771 49

Test LSD de Fisher

Traitements |Moyenne|  Groupe
homogéne
Témoin 10,06 |X
Konm6 10,166 |X
Pp20 1241 |XX
A4 12,47 |XX
Bt04 13,84 X
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Annexe 22: Effet des PGPRs sur le poids sec moyen des racines du Datura stramonium, a la

fin de la culture.

F(4,45)=1,43; P > 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 7,209 4 1,802 1,43 0,2394 NS
Résiduelle 56,691 45 1,259
Total 63,9 49

Annexe 23: Effet des PGPRs sur la teneur en azote dans les feuilles des plantes du Datura
stramonium, a la fin de la culture.

F(4,10) = 53,30 ; P < 0,001

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,693 4 0,173 53,30 0,0000 THS
Résiduelle 0,032 10 0,003
Total 0,725 14
Test LSD de Fisher
traitements |Moyenne|  Groupe
homogene
A4 6,245 |X
Bt04 6,412 X
Konm6 6,588 X
Témoin 6,624 X
Pp20 6,885 X

Annexe 24: Effet des PGPR sur la teneur en azote dans les racines du Datura stramonium, a
la fin de culture.

F(4,10) = 4,67 ; P < 0,05

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,298 4 0,074 4,67 0,0219 S
Résiduelle 0,159 10 0,015
Total 0,458 14
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Test LSD de de Fisher

Traitements |Moyenne Groupe
homogene
Témoin 5,025 |X
Pp20 5,05102 X
Konm6 5,0936 [X
A4 5,22948 | XX
Bt04 5,40542 | X

Annexe 25: Effet des PGPRs sur la teneur en carbone dans les feuilles du Datura stramonium,
a la fin de la culture.

F(4,10) = 198,29 ; P < 0,001™

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 19,830 4 4,957 198.29 0,0000 THS
Résiduelle 0,250 10 0,025
Total 20,08 14

Test LSD de de Fisher

Traitements |Moyenne|  Groupe
homogene
A4 37,415 |X
Konm6 37,717 | X
Bt04 38,752 X
Témoin 39,677 X
Pp20 40,458 X

Annexe 26: Effet des PGPRs sur la teneur en carbone dans les racines du Datura stramonium,
a la fin de la culture.

F(4,10) = 250,16 ; P < 0,001*"*

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 12,124 4 3,031 250,16 0,0000 THS
Résiduelle 0,121 10 0,012
Total 12,245 14
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Test LSD de de Fisher

Traitements |Moyenne Groupe
homogene
Témoin 35,076 |X
A4 35,527 | X
Bt04 36,501 X
Pp20 36,836 X
Konm6 37,572 X

Annexe 27: Effet des PGPRs sur le rapport C/N dans les feuilles du Datura stramonium, a la

fin de la culture.

F(4,10) = 22,23 ; P < 0,001

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,194 4 0,048 22,23 0,0001 THS
Résiduelle 0,021 10 0,002
Total 0,216 14
Test LSD de de Fisher
Traitements |Moyenne|  Groupe
homogéne
Konm6 5,724 |X
Pp20 5,876 X
Témoin 5,989 X
A4 5,990 X
Bt04 6,043 X

Annexe 28: Effet des PGPRs sur le rapport C/N dans les racines du Datura stramonium, a la

fin de la culture.

F(4,10) = 7,38 ; P < 0,005

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,968 4 0,242 7,38 0,0049 HS
Résiduelle 0,328 10 0,032
Total 1,296 14
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Test LSD de de Fisher

Traitements |Moyenne Groupe
homogene

Bt04 6,760 |X

A4 6,794 |X
Témoin 6,980 |XX
Pp20 7,293 XX
Konm6 7,381 X

Annexe 29:

Effet des PGPRs sur la teneur en hydrogéne dans les feuilles du Datura
stramonium, a la fin de la culture.

F(4,10) = 33,42 ; P < 0,001™"

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,088 4 0,022 33,42 0,0000 THS
Résiduelle 0,006 10 0,0006
Total 0,095 14
Test LSD de de Fisher
Traitements | Moyenne Groupe
homogene
Konm6 6,467 |X
A4 6,622 X
Témoin 6,649 XX
Bt04 6,652 XX
Pp20 6,685 X

Annexe 30: Effet des PGPRs sur la teneur en hydrogéne dans les racines du Datura
stramonium, a la fin de la culture.

F(4,10) = 56,86 ; P < 0,001

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,169 4 0,042 56,86 0,0000 THS
Résiduelle 0,007 10 0,0007
Total 0,177 14
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Test LSD de de Fisher
Traitements |Moyenne Groupe
homogene
A4 5,820 |X

Témoin 5,886 X
Bt04 6,016 X

Konm6 6,079 X
Pp20 6,085 X

Annexe 31: Effet des PGPRs sur la teneur en scopolamine dans les feuilles du Datura
stramonium, a la fin de la culture.

F(4,10) = 7,28 ; P < 0,05"

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,715 4 0,17892 7,28 0,0067 S
Résiduelle 0,221 10 0,0245644
Total 0,936 14
Test LSD de de Fisher
Traitements | Moyenne Groupe
homogene
Pp20 0,421 |X
Témoin 0,547 |XX
konm6 0,607 |XX
Bt04 0,852 X
A4 1,038 X

Annexe 32: Effet des PGPRs sur la teneur en scopolamine dans les racines du Datura
stramonium, a la fin de la culture.

F(4,10) = 0,46 ; P > 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,011 4 0,0027 0,46 0,7613 NS
Résiduelle 0,059 10 0,0059
Total 0,070 14
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Annexe 33: Effet des PGPRs sur la teneur en atropine dans les feuilles du Datura stramonium,
a la fin de la culture.

F(4,10) = 140,20 ; P < 0,001™

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,014 4 0,003 140,20 0,0000 THS
Résiduelle 0,0002 10 0,00002
Total 0,015 14
Test LSD de de Fisher
Traitements | Moyenne Groupe
homogene
Pp20 0,046 |X
Témoin 0,058 X
konm6 0,058 X
A4 0,066 X
Bt04 0,148 X

Annexe 34: Effet des PGPRs sur la teneur en atropine dans les racines du Datura stramonium,
a la fin de la culture.

F(4,10)=0,82; P > 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,221 4 0,055 0,82 0,5387 NS
Résiduelle 0,670 10 0,067
Total 0,891 14

Annexe 35: Effet des PGPRs sur la teneur en hyoscyamine dans les feuilles du Datura
stramonium, a la fin de la culture.

F(4,10) = 5,24 ; P < 0,05

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,3061 4 0,076 5,24 0,0185 S
Résiduelle 0,1314 10 0,014
Total 0,4375 14
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Test LSD de de Fisher

Traitements | Moyenne Groupe
homogeéne
Pp20 0,228 |X
konm6 0,295 |X
Témoin 0,375 |X
Bt04 0,385 |X
A4 0,648 X

Annexe 36: Effet des PGPRs sur la teneur en hyoscyamine dans les racines du Datura
stramonium, a la fin de la culture.

F(4,10) = 2,44 ; P > 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carreés
Traitements 0,538 4 0,134 2,44 0,1150 NS
Résiduelle 0,551 10 0,055
Total 1,089 14

Effet des PGPRs et/ou de I’AS sur la croissance végétative, les teneurs en
azote, carbone, hydrogéne et sur le rapport C/N chez Datura innoxia

Annexe 37: Effet des PGPRs sur la longueur moyenne des plantes du Datura innoxia, a la fin

de la culture.

F(8,18) = 0,49 ; P > 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 63,796 8 7,974 0,49 0,8473 NS
Résiduelle 292,673 18 16,259
Total 356,47 26
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Annexe 38: Effet des PGPRs sur le nombre moyen de feuilles du Datura innoxia, a la fin de la

culture.
F(8,18)=0,82; P>0,01
Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carreés
Traitements 220,667 8 27,583 0,82 0,5979 NS
Résiduelle 608,0 18 33,777
Total 828,667 26

Annexe 39: Effet des PGPRs sur le poids total moyen du Datura innoxia, a la fin de la culture.

F(8,18) = 4,16 ; P < 0,005

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 11179,4 8 1397,43 4,16 0,0057 HS
Résiduelle 6045,8 18 335,878
Total 17225,2 26
Test LSD de de Fisher
Traitements |Moyenne| Groupe
homogene
Témoin 149,4 |X
Bt04 1354 |XX
Pp20 168,4 | XXX
Pp20 + 10*M AS| 174,967 | XX
AS10* 177,833 | XX
Bt04 + AS10° | 183,267 | XX
AS10° 188,433 | XX
Bt04 + AS10* | 193,267 | XX
Pp20 +10°M AS | 209,967 X
Annexe 40: Effet des PGPRs sur le poids sec moyen des racines du Datura innoxia, a la fin de
la culture.
F(8,18) = 4,61 ; P <0,005™
Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carreés
Traitements 14,910 8 1,863 4,61 0,0034 HS
Résiduelle 7,271 18 0,403
Total 22,181 26
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Test LSD de de Fisher

Traitements |[Moyenne| Groupe

homogene
Témoin 2,76 |X
Pp20+AS10* | 3,186 |XX
Bt04 4,013 XX

Bt04+AS10° | 4,093 | XX
Bt04+ AS10* | 423 | XX
Pp20+AS10° | 4,673
Pp20 4,686
AS 10* 4,996
As 10°° 5,053

IR IRl

Annexe 41: Effet des PGPRs sur la teneur en azote dans les feuilles du Datura innoxia, a la fin
de la culture.

F(4,10) = 163,84 ; P < 0,001™"

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements (4,242 4 10,848 163,84 0,0000 THS
Résiduelle 0,046 10 (0,005
Total 4,288 14

Test LSD de de Fisher

Traitements | Moyenne Groupe
homogene
AS 106 2,222 |X
AS 10 2,292 |X
Bt04 2,309 |XX
Pp20 2,521 X
Témoin 3,658 X
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Annexe 42: Effet des PGPRs sur la teneur en azote dans les racines du Datura innoxia, a la
fin de la culture.

F(4,10) = 22,38 ; P < 0,001™"

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements  |0,245 4 0,061 22,38 0,0001 THS
Résiduelle 0,027 10 {0,002
Total 0,273 14
Test LSD de de Fisher
Traitements |Moyenne Groupe
homogene
AS 10° 1,743 |X
Pp20 1,782 |X
AS 10* 1,802 |X
Bt04 1,837 |X
Témoin 2,102 | X

Annexe 43: Effet des PGPRs sur la teneur en carbone dans les feuilles du Datura innoxia, a la

fin de la culture.

F(4,10) = 19,53 ; P < 0,001™"

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 7,351 4 11,470 19,53 0,0001 THS
Résiduelle 0,677 10 10,07
Total 8,029 14
Test LSD de de Fisher
Traitements | Moyenne Groupe
homogene
Témoin 38,393 X
Bt04 39,065 XX
AS 10 39,585 X
Pp20 39,649 X
AS 10° 40,478 X
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Annexe 44: Effet des PGPRs sur la teneur en carbone dans les racines du Datura innoxia, a la

fin de la culture.

F(4,10) = 25,96 ; P < 0,001™"

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements  |7,155 4 1,788 25,96 0,0000 THS
Résiduelle 0,688 10 0,068
Total 7,844 14
Test LSD de de Fisher
Traitements |Moyenne Groupe
homogéne
Témoin 38,905 |X
Bt04 39,809 | X
AS 10* 39917 | X
AS 10 40,152 | X
Pp20 41,061 X

Annexe 45: Effet des PGPRs sur le rapport C/N dans les feuilles du Datura innoxia, a la fin de

la culture.
F(4,10) = 194,88 ; P < 0,001™"
Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements  |109,65 4 121,9299 194,88 0,0000 THS
Résiduelle 1,01276 10 |0,112529
Total 110,662 14
Test LSD de de Fisher
Traitements | Moyenne Groupe
homogene
Témoin 10,495 (X
Pp20 15,743 | X
Bt04 16,858 X
AS 10 17,271 X
AS 106 18,217 X
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Annexe 46: Effet des PGPRs sur le rapport C/N dans les racines du Datura innoxia, a la fin de

la culture.
F(4,10) = 56,10 ; P < 0,001™"
Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 41,501 4 10,375 56,10 0,0000 THS
Résiduelle 1,849 10 0,184
Total 43,350 14
Test LSD de de Fisher
Traitements | Moyenne Groupe
homogene
Témoin 10,495 |X
Bt04 15,743 | X
AS 10 16,858 | X
AS 10°° 17,271 X
Pp20 18,217 X

Annexe 47: Effet des PGPRs sur la teneur en hydrogeéne dans les feuilles du Datura innoxia, a
la fin de la culture.

F(4,10) = 30,48 ; P < 0,001™"

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,337 4 0,067 30,48 0,0000 THS
Résiduelle 0,019 10 0,002
Total 0,357 14
Test LSD de de Fisher
Traitements | Moyenne Groupe
homogene
Témoin 6,290 |X
Bt04 6,318 |X
Pp20 6,448 | X
AS 10™ 6,601 X
AS 106 6,692 X
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Annexe 48: Effet des PGPRs sur la teneur en hydrogéne dans les racines du Datura innoxia, a

la fin de la culture.

F(4,10) = 8,53 ; P < 0,005™

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,064 4 0,016 8,53 0,0029 HS
Résiduelle 0,018 10 0,001
Total 0,083 14
Test LSD de de Fisher
Traitements |Moyenne Groupe
homogéne
AS 10 6,299 |X
Témoin 6,344 | XX
Bt04 6,373 |XX
AS 106 6,395 X
Pp20 6,496 X

Annexe 49: Effet des PGPRs sur la teneur en scopolamine dans les feuilles du Datura innoxia,

a la fin de la culture.

F(8,18) = 0,99 ; P > 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,296 8 0,037 0,99 0,4784 NS
Résiduelle 0,676 18 0,037
Total 0,972 26

Annexe 50: Effet des PGPRs sur la teneur en scopolamine dans les racines du Datura innoxia,

a la fin de la culture.

F(8,18) = 2,14 ; P > 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 1,184 8 0,148 2,14 0,0858 NS
Résiduelle 1,245 18 0,069
Total 2,429 26
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Annexe 51: Effet des PGPRs sur la teneur en hyoscyamine dans les feuilles du Datura innoxia,
a la fin de la culture.

F(8,18) = 0,96 ; P > 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carreés
Traitements 0,063 8 0,007 2,26 0,0722 NS
Résiduelle 0,063 18 0,003
Total 0,127 26

Annexe 52: Effet des PGPRs sur la teneur en hyoscyamine dans les racines du Datura innoxia,

a la fin de la culture.
F(8,18) =0,96 ; P> 0,01

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 1,352 8 0,169 0,96 0,4955 NS
Résiduelle 3,170 18 0,176
Total 4,522 26

Annexe 53: Effet des PGPRs sur la teneur en atropine dans les feuilles du Datura innoxia, a la
fin de la culture.

F(8,18) = 9,92 ; P < 0,001

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,045 8 0,005 9,92 0,0000 THS
Résiduelle 0,010 18 0,0005
Total 0,055 26

Test LSD de de Fisher

Traitements Moyenne Groupe
homogene
Pp20+AS® 0,027 [X
AS 10 0,039 X
AS 10* 0,040 X
Bt04 + AS 10° | 0,047 X
Bt04 + AS 10™* 0,066 XX
Pp20 0,076 XX
Pp20 + AS™ 0,078 XX
Témoin 0,089 X
Bt04 0,172 X
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Annexe 54: Effet des PGPRs sur la teneur en atropine dans les racines du Datura innoxia, a la
fin de la culture.

F(8,18) = 6,05 ; P < 0,001

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 1,471 8 0,183 6,05 0,0008 THS
Résiduelle 0,547 18 0,030
Total 2,019 26

Test LSD de de Fisher

Traitements Moyenne Groupe
homogene

Pp20 + AS™® 0,289 |X
Bt04 + AS 10 0,454 |XX
Pp20 + AS-* 0,493 |XX

AS 10°® 0,526 X
Bt04 + AS 10 0,570 X
Pp20 0,616 X
Bt04 0,750 X
AS 10 0,857 XX
Témoin 1,124 X

Annexe 55: Effet des PGPRs sur la teneur en pseudotropine dans les feuilles du Datura innoxia,
a la fin de la culture.

F(8,18) = 3,85 ; P < 0,001

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 0,116 8 0,014 3,85 0,0083 THS
Résiduelle 0,068 18 0,003
Total 0,185 26
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Test LSD de de Fisher

Traitements Moyenne Groupe
homogeéne
Témoin 0,263 |X
Bt04 + AS 10 0,297 |X
Pp20 0,339 |XX
Bt04 0,367 X
Pp20+AS™ 0,403 XX
AS 10° 0,404 XX
Pp20+AS™ 0,430 XX
AS 10* 0,452 X
Bt04 + AS 10°° 0,467 X

Annexe 56: Effet des PGPRs sur la teneur en pseudotropine dans les racines du Datura innoxia,
a la fin de la culture.

F(8,18) = 5,20 ; P < 0,001

Source Somme des | Ddl | Carré moyen F Probabilité| Significativité
carrés
Traitements 1,148 8 0,143 5,20 0,0018 THS
Résiduelle 0,496 18 0,027
Total 1,645 26
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyenne Groupe
homogene
Pp20 + AS™® 0,403 |X
AS 10® 0,552 [XX
Bt04 + AS 10 0,583 |XX
Bt04 + AS 10°° 0,663 X
Pp20 + AS* 0,708 X
Pp20 0,728 XX
Bt04 0,850 X
AS 10 0,903 XX
Témoin 1,147 X
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Résumé

Dans cette étude trois souches bactériennes isolées de rhizosphéres de plantes en Algérie
(Pseudomonas plecoglossicida souche Pp20, Bacillus sp. Souche Bt04 et Lysinibacillus
fusiformis souche Lf89) ont été identifiées aprés amplification de I’ARNr 16S par PCR et
séquencage. En plus de ces trois bactéries, deux autres souches A4 (Agrobacterium) et Konm6
(Rhizobium) ont été étudiées afin d’évaluer leurs performances en tant que PGPRs sur la
croissance et les teneurs en métabolites primaires et secondaires (notamment les alcaloides, les
flavonoides et les antioxydants) chez D. stramonium et D. innoxia. Che

z cette derniere I’AS a été aussi étudié comme éliciteur. Pour confirmer I’effet des
PGPRs sur la croissance des plantes une plante modelé a été utilisé c’est 1I’Arabidopsis thaliana.

Nos résultats ont montré que toutes les souches utilisées ont amélioré significativement
la croissance des plantes testées et ont changé les teneurs en azote, carbone et le rapport C/N.
Par ailleurs, prés de 158 et 242 métabolites primaires et secondaires ont été¢ détectés par la
technique GC-TOF-MS dans les feuilles et les racines du D. stramonium et D. innoxia
respectivement. Ces métabolites appartiennent a onze (pour D. stramonium) et douze (pour D.
innoxia) familles chimiques : sucres, acides aminés, acides gras, acides organiques, dérivé de
phosphate, polyols, composés de 1’azote, alcaloides (scopolamine, hyoscyamine, atropine et
pseudotropine (Chez DI)), phénylpropanoides (flavonoides : lutéoline et quercétine), acides
polyhydroxy, MSTs et Composés de souffre (chez DI uniquement). En outre, 1'inoculation des
plantes du Datura sp. par les PGPRs a eu des effets significatifs sur les teneurs en métabolites
primaires et secondaires dans les feuilles et dans les racines.

Par ailleurs, les meilleurs teneurs chez D. stramonium : en alcaloides : scopolamine
(1,03 mg/g PS soit une augmentation de 90% avec la souche A4) et en flavonoides : lutéoline
(0,77 mg/g PS soit une augmentation de 16% avec la souche A4). Cependant, chez D. innoxia :
en alcaloides : hyoscyamine (0.15 mg/g PS soit une augmentation de 257% avec la combinaison
Bt04+10% M d’AS), en flavonoides : lutéoline (0,99 mg/g PS soit une augmentation de 57%
avec la combinaison Bt04+10* M d’AS).

Mots clés : PGPRs, Arabidopsis thaliana, Datura stramonium, Datura innoxia, GC-TOF-MS,

métabolites primaires et secondaires, alcaloides.
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Abstract

In this study, three bacterial strain isolated from plant rhizosphere in Algeria
(Pseudomonas plecoglossicida strain Pp20, Bacillus sp. strain Bt04 and Lysinibacillus
fusiformis strain Lf89) were identified by the PCR after amplification of the 16S rDNA. In
addition of these three bacteria, two other strains A4 (Agrobacterium) and Konmé6 (Rhizobium)
were studied to evaluate their performances as a PGPRs on plant growth and the contents in
primary and secondary metabolites (notably alkaloids, flavonoids and the antioxidants) in D.
stramonium et D. innoxia. With the latter, salicylic acid was also tested as an elicitor. To
confirm the PGPRs effect on plants growth, Arabidopsis thaliana was used as a model plant.

Our results revealed that all strains had significantly enhanced plant growth and had
changed nitrogen, carbon contents as well as C/N ratio. Furthermore, nearly 158 and 242
primary and secondary metabolites were detected with GC-TOF-MS technic in the leaves and
the roots of D. stramonium and D. innoxia respectively. These metabolites belong to eleven (for
D. stramonium) and twelve (for D. innoxia) chemical families: carbohydrates, amino acids,
fatty acids, organic acids, phosphate derivatives, polyols, nitrogen compounds, alkaloids
(scopolamine, hyoscyamine, atropine and pseudotropin (in DI)), phenylpropanoids
(flavonoids: luteolin and quercetin), polyhydroxy acids, MSTs and sulfur compounds (only
in DS). Furthermore, the inoculation of Datura sp plants with the PGPRs lead to significant
effects on primary and secondary metabolites in the leaves and the roots.

Moreover, the best content in D. stramonium: In alkaloids of scopolamine (1,03 mg/g
DM, an increase of 90% with the strain A4), in flavonoids of lutéoline (0,77 mg/g DM, an
increase of 16% with the strain A4). However, with D. innoxia: in alkaloids of hyoscyamine
(an increase of 257% with the combination Bt04+10°% M of SA), in flavonoids of luteolin (0,99
mg/g DM, an increase of 57% with the combination Bt04+10* M of SA).

Keywords: PGPRs, Arabidopsis thaliana, Datura stramonium, Datura innoxia, GC-TOF-MS,

primary and secondary metabolites, alkaloids.
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