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EXPLOITATION DES POTENTIALITES BENEFIQUES DES RHIZOBACTERIES (Groupe Pseudomonas
Sfluorescens) DANS LA PHYTOSTIMULATION ET LA PROTECTION DE L’ORGE.

RESUME

La production de I’orge connait de fortes variations qui dépendent des aléas climatiques,
mais aussi des attaques de pathogenes nuisibles tels Pyrenophora graminea agent causal de la strie
foliaire, et Pyrenophora teres agent causal de la rayure réticulée. L’objectif de ce travail est
I’évaluation des potentialités de biocontrdle de deux souches de Pseudomonas fluorescens (bactéries
phytobénéfiques) vis-a-vis de ces deux champignons en interaction avec cinq variétés d’orge (Saida,
Tichedrett, Rihane, Bahia et Fouarra) dont les niveaux de résistance different de trés sensible a
tolérant.

Les mécanismes de biocontrdle, exercés par ces rhizobactéries, ont été évalués a travers leurs
effets dans D’inhibition des infections et des sévérités de leurs attaques; et aussi a travers la
phytostimulation de quelques parametres de croissance, concernant des aspects morphologiques
(hauteur des tiges, longueur des racines, poids frais et sec de la partie aérienne et racinaire) allant
jusqu'a 37% de gain en poids frais et des aspects physiologiques (accumulation de proline, dosage de
la matiere azotée).

Les résultats obtenus ont montré que les rhizobactéries appliquées méme si elles n’ont pas
inhibé totalement 1’infection, nous avons constaté que la sévérité des maladies pour la plupart des
génotypes a été nettement réduite, ce qui diminue de la gravité de ces maladies. La souche P1 a
provoqué une bioprotection plus importante par rapport a P2. Le comportement des cinq génotypes
d’orge étudié a montré des réactions variables vis-a-vis des deux pathogenes. La bactérisation du
génotype Rihane a induit une diminution de I’agressivité du champignon de 40% avec I’application de
P1 et 10% avec P2. Dans I’ensemble les génotypes Saida et Tichedrett ont enregistré des régressions
notables en terme de sévérité, a I’exception de Fouarra qui a présenté une forte sensibilité en
enregistrant un taux d’infection élevé. Cette étude pourrait servir a la définition de I’induction
systémique de la résistance chez 1’orge par ’application du biocontrdle et d’envisager 1’exploitation
directe des rhizobactéries sur champ, ayant un effet positif direct sur la croissance de la plante, de plus
elles peuvent agir sur divers microorganismes symbiotiques ou antagonistes en améliorant leur
efficacité.

Mots clés: PGPRs, Pseudomonas fluorescens, Hordeum vulgare. 1. ; Pyrenophora
graminea ; Pyrenophora teres, résistance systémique ; phytostimulation.



EXPLOITATION OF BENEFICIAL POTENTIALITIES OF RHIZOBACTERIA (Pseudomonas s
fluorescens) TO PHYTOSTIMULATION AND PROTECTION OF BARLEY.

Summary

Production of barley knows many variations that depend on weather conditions but also
attacks such harmful pathogens as Pyrenophora graminea causal agent of leaf stripe and Pyrenophora
teres causal agent of net blotch. The objective of this work is the setting in evidence of the capacity of
two of Pseudomonas fluorescens strains (bacteria) in the phytostimulation of plant growth inoculated
with two fungi made in interaction with five varieties of barley (Saida, Tichedrett, Rihan, Bahia and
Fouarra) whose levels of resistance differs from very sensitive to tolerant.

The mechanisms studied focused on morphological (stem height, root length, fresh and dry
weight of aerial part and root) the results showed that it can attained 37 per in improvement of the
fresh weight and physiological(Proline accumulation, nitrogen fixation) to assess and phytostimulation
improving the growth and level of resistance of plants.

The results obtained showed that the rhizobacteria applied even if they do not inhibit the
totality of the infection, we found that the severity of illness for most genotypes was significantly
reduced, which decreases the severity of disease. P1 is the strain that gave significant gains compared
to P2, often we found rates of inhibition. The behavior of the plants varied depending on the pathogen
genotype in bacterization for example, Rihane decreased aggressiveness of the fungus by 4 per with
the application of P1 and 10 per with P2. Across genotypes and Saida Tichedrett we noted a
significant regression in terms of severity, with the exception of Fouarra which presented to a high
sensitivity recording a high infection rate.

This study could serve to define the induction of systemic resistance in barley by the
application of biocontrdle and to consider the direct use of rhizobacteria on the field, having a direct
positive effects on plant growth. In addition, Pseudomonas fluorescens can act on various symbiotic or
antagonistic microorganisms in improving their efficiency.

Key words: PGPRs, Pseudomonas fluorescens, Hordeum vulgare. L ; Pyrenophora
graminea ; Pyrenophora teres, systemic resistance ; phytostimulation.
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INTRODUCTION

Certes, les pouvoirs publiques ont adopté une politique d’encouragement, sans
précédent, pour I’extension de la surface céréaliere, afin d’augmenter les niveaux de
production tant qualitative que quantitative ; néanmoins, la satisfaction de nos besoin reste
toujours subsidiaire du marché mondial. La production céréalicre de la campagne 2008/2009
a été estimée a plus de 61.2 millions de quintaux de céréales se répartissant entre 24 millions

de gx d’orge, 24.3 millions de gx de blé dur et 11.3 millions de gx de blé tendre.

L’orge, I’une des spéculations les plus importantes apres le blé, jouit d’une faveur
aupres des cultivateurs indigenes en raison de sa grande rusticité et son aptitude a s’adapter a
des milieux arides par rapport au blé. Elle offre 1’avantage de pouvoir étre menée en double

exploitation, a savoir paturage en vert suivi d’une récolte en grains (Khaldoun, 1986).

En Algérie, la production de 1’orge a connu une augmentation depuis 1980 jusqu’a
1992 enregistrant ainsi un taux de récolte de 8.4 millions de quintaux soit un rendement de
7.50 Qx/ha ; cette production a diminué ces dix dernieres années a la suite de la dégradation
des surfaces exploitées. Durant la campagne agricole 2008-2009, la surface occupée par
I’orge était estimée entre 1.300.000 a 1.400.000 hectares, Cette campagne a été marquée par
une forte production en orge, dont les responsables de I'Office Algérien Interprofessionnel
des Céréales (OAIC) ont orienté cet excédant a 1'Office national d'aliment de bétail (ONAB)
ainsi qu'aux coopératives d'élevage et aux transformateurs privés et publics du pays. Mais cela
ne suffisant pas a écouler toute la production, les pouvoirs publics ont décidé de recourir a
I'exportation du surplus en septembre 2010. Ceci est considéré comme un signe de I’évolution
remarquable de la production et le regain d’intérét aux spéculations céréalieres. Cette
évolution a été en grande partie due aux incitations financieres dont les agriculteurs ont
bénéficié. En effet, la valorisation des prix a la production depuis juin 2008, avec 1’élévation
des prix de I’orge a 2.500 Da/quintal pourrait mieux inciter les céréaliculteurs a fournir plus

d’efforts en matiere d’augmentation de la production locale (Anonyme, 2010).

Les fluctuations en production, interannuelles, sont considérées tres importantes
(4.161.120 gx en 2002 et 24.000.000 gx en 2009) sont fortement liées aux conditions
climatiques souvent capricieuses et marquées par des périodes de sécheresse répétitives et aux
pratiques culturales extensives,qui illustrent parfaitement cette variabilité, mettant en second

ordre un facteur important et pourtant tres peu étudié qui est celui de 1’état sanitaire.



Les maladies des plantes sont des contraintes majeures a la production agricole,
affectant le rendement et la qualité. Beaucoup de pratiques de gestion agricole sont destinées a
alléger ces effets (Mcintosh, 2002). La culture de 1’orge, comme la plupart des especes
cultivées, est sujette a des maladies qui affectent la production quantitativement et

qualitativement, provoquant des baisses de rendements appréciables.

Parmi les maladies redoutables sur 1’orge, la strie foliaire provoquée par
Pyrenophora graminea et la rayure réticulée provoquée par Pyrenophora teres (Sayoud et
Benbelkacem, 1996 ; Serenius et al., 2006). Chaque année des situations pathologiques, allant
méme a des situations épidémiques, qui peuvent compromettre la totalité de la production. La
gravité de ces maladies réside dans leurs aptitudes de transmission par les semences,
notamment pour le cas de P. graminea (Arru et al.,2003), alors que 1’autre se transmis par le
sol et les débris végétaux (Vergara et al., 2003).Cette situation devient plus qu’inquiétante
lorsque les génotypes d’orge cultivés sont sensibles a ces maladies. En effet, les incidences de
pertes dépendent de la virulence des souches fongiques, de la résistance des cultivars et des
conditions environnementales (El Yousoufi et Ezzahiri, 2001). Les techniques culturales
telles que la rotation, le labour profond, la densité de semis, la fertilisation et 1’irrigation
peuvent étre gérés pour réduire I'incidence des maladies (Tekauz et al., 1985). Ces techniques
culturales, méme si elles sont appropriées ne permettent pas a elle seules de réduire 1I’'impact
de ces maladies, surtout avec une réglementation de plus en plus sévere quant a 1’utilisation
des pesticides. Face aux limites des luttes culturales et chimiques, le recours a 1’amélioration

et la création de génotypes résistants semble plus que nécessaires.

A I’égard, des maladies parasitaires des plantes, ces dernicres années de nombreux
travaux ont souligné I’importance de la lutte biologique, afin de remédier aux problemes de
résistance et de pollution engendrés par les pesticides. Ainsi et en comparaison avec la lutte
chimique, la lutte biologique ou le biocontrdle présente des avantages concernant les enjeux
économiques ainsi que 1’équilibre biologique et environnemental. Quoi qu’elle reste modeste,
I"utilisation des biopesticides commence a devenir une perspective réaliste. Plusieurs travaux,
concrétisent cet intérét particulier, ont montré 1’efficacité et les possibilités de leur utilisation

pratique dans un avenir proche.



L’environnement tellurique, et en particulier la rhizosphere, est remarquable par la
richesse et la diversité des bactéries présentes. Baker et Cook (1982) décrivent le monde
biologique comme une interaction vaste des populations vivant dans un état
d'équilibre dynamique, reflétant des changements dans leur environnement physique et leur
relation dans le milieu. Le sol est alors considéré comme un réservoir de bactéries d’intérét
agronomique, telles que les rhizobactéries bénéfiques (Wafaa and Haggag, 1999 ;
Marilley, 2007). Dans la rhizosphere une complexité de microorganismes existe dont font
partie les rhizobactéries promotrices de la croissance « PGPRs » (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) (Kloepper et al., 1978 ; Mercado-Blanco and Bakker, 2007), qui stimulent le
développement de la croissance végétale et assurent une bioprotection contre des agents
pathogenes (Guido, 2007) et par conséquent induisent une amélioration des rendements

(Kokalis-Burelle et al., 2002).

Plus spécifiquement, le groupe Pseudomonas fluorescents (Bais et al., 2006) ont recu
une attention particuliere en raison de leur polyvalence catabolique, de leur excellente habilité
a la colonisation racinaire et de leur grande capacité a produire une large gamme d’enzymes et
de métabolites en faveur des plantes dans des conditions de stress biotiques (Wang et al.,
2000) ou abiotiques (Saravanakumar and Samiyappan 2007). Parmi les mécanismes d’action
connus chez ces bactéries bénéfiques, la production d’antibiotiques a 1’exemple des
Phenazines, Pyrrolnitrines et les Phloroglucinols, aussi bien que les sidérophores qui inhibent

surtout les pathogenes telluriques (Wafaa and Haggag, 1999).

Dans des travaux précédents il a été démontré I’existence d’effets bénéfiques
diversifiés chez une collection de souches de Pseudomonas spp. fluorescents. Ces études ont
concerné des expérimentations de la phytostimulation de diverses especes végétales
(Toua, 1996 ; Benchabane, 2005 ; Chennnaoui, 2008 ; Ouserir, 2010) et des effets de
biocontrdle vis-a-vis de champignons phytopathogenes (Benchabane ef al., 2000 ); et d’autres
travaux portant sur les effets d’induction de résistance systémique (ISR)

(Larbaoui, 2003 ; Bensaid, 2006).

L’objectif de ce présent travail est 1I’évaluation des capacités de biocontrdle de
quelques souches des ces rhizobactéries vis-a-vis des champignons Pyrenophora graminea et

Pyrenophora teres responsables, respectivement, de la strie foliaire et de rayure réticulée.
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CHAPITRE 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. PLANTE HOTE

1.1. ORIGINE ET CARACTERISTIQUES
L’orge cultivée (Hordeum vulgare. L) est une céréale a paille, plante herbacée
annuelle généralement diploide (2n=14) et autogame (Outi, 2000), des formes tétraploides
peuvent apparaitre spontanément, mais elles ne présentent guere d’intérét agronomiques
(Bonjeau et Picard, 1990), son ancétre est Hordeum spontaneum, orge sauvage a deux rangs
répandus depuis la Grec et la Libye jusqu’au Nord-Est de 1’'Inde. C’est une espece

monocotylédone, dont sa classification est la suivante (Clément etal., 1970) :

. Tribu : Triticées.
. Famille : Poacées (Graminées).
. Sous famille : Festucoidées (Pooidées).

D’apres le nombre d’épillets fertiles sur chaque dent du rachis on distingue trois

sub-especes (Simon, 1989 ; Briggs, 1978) :

v H.hexastichum : a six rangs (escourgeon).
v’ H.tetrastichum : 3 quatre rangs.

v' H.distichum :a deux rangs

1. DESCRIPTION DE LA PLANTE
Comme toute espece herbacée, 1’orge est composée de trois parties : les racines, la

tige et I’épi (Clément et al., 1970) :

* Racines : Fasciculées, plus superficielle que celle du blé, les longues racines

atteignent a peine 1.20m de profondeur.

* Tiges : Plus souple que celles du blé, ce qui les rendent sensibles a la verse.

*  Feulilles : Etroites, de couleur vert clair, a la jonction du limbe et de la gaine
on trouve une courte ligule dentée appliquée contre la tige.

* Inflorescences : Ce sont des épis terminaux barbues, se composent d’un axe

principale (rachis), chaque article du rachis porte 3 épillets qui ne possedent pas de pédoncule,
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et ne renfermant qu’une seule fleur, insérée entre deux glumes réduites a sommet aigu
(Bonjeau et Picard, 1990).

e Fleurs : Chaque fleur est enveloppée par deux glumelles, la glumelle inférieur
porte la barbe, soit rugueuse ou lisse, selon les variétés. Les fleurs sont hermaphrodites se
composent (Hamon, 2001) :

v’ un ovaire globuleux a une loge, a stigmate plumeux a deux styles
v’ trios étamines a anthére en X

* Fruit (grain) : Le grain d’orge a une forme ovale, a face bombée et face
verticale transversée par un sillon médian, selon Bonjeau et Picard, 1990 de 1’extérieur vers
I’intérieur on trouve :

v Une écorce formée par les deux glumelles.
v Une amande a extérieur farineux.

v" Embryon compose d’une plumule, tigelle et une radicule

2. PRATIQUES CULTURALES
Sommairement, les pratiques culturales nécessaires a la conduite de la culture d’orge
ont : le travail du sol, la fertilisation, le semis, ’entretien de la culture et les rotations.

(Clément et al., 1970)

* Travail du sol: Un laboure assez profond de 22-25¢cm permet mieux
I’aération du sol, a I’eau des pluies hivernales de pénétrer et de se mettre en réserve, quant a la
préparation du lit de semences, il faut veiller a ne pas laisser une terre creuse, le choix des
facons « hersage » dépend de la composition physique et I’humidité du milieu.

En Algérie, la céréaliculture d’une facon générale et la culture de I'orge en
particulier souffrent d’'une mauvaise préparation du sol, négligeant ainsi I’intérét de cette
pratique culturale qui vise a conserver 1’humidité du sol .étant donné que I’orge est considérée
comme « culture tolérante ». Les agriculteurs négligent d’appliquer I’itinéraire technique

(Zaghouane, 2003).

. Fertilisation : Elle consiste en I’apport d’azote et de phosphore sous forme
d’engrais chimique. La plupart des agriculteurs ne fertilisent pas a cause des prix élevées et

que I’orge est classé non prioritaire par rapport au blé.
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* Les semailles :

v' Dates de semis : les dates de semis doivent étre effectuées le plus tot
possible, fin février, en effet une orge résiste a des froids de 5-7, dans un milieu donne ce sont
les variétés précoces qui supportent le mieux les semis tardifs

v' Profondeur et écartement: Les semis doivent étre exécutés «en
surface » a 3cm de profondeur .en terre meuble, les lignes doivent étre écartées de 18-20cm

v Densité de semis : en terre riche et bien préparée la quantité de semence
germant correctement doit étre 1000 kg/ha ; en terre mal préparée, pour les semis tardifs, la
densité doit étre augmentée légerement, mais ne jamais dépasser 120kg/ha

v' Désinfection des semences: celle-ci doit étre pratiquée
systématiquement, en pratique ce sont les organo-mercures qui donnent les meilleurs résultats
dans la désinfection des semences d’orge

* Entretien de la culture : Elle consiste en la lutte contre les mauvaises herbes
par le désherbage et la lutte contre les maladies et les ravageurs. Le probleme de la diminution
de I'utilisation des désherbants et des pesticides par les agriculteurs est du principalement a la
cherté de ces produits.

* Rotation : La rotation généralisée dans la zone céréaliere, (céréales —jachere),
car cette derniere est en rapport avec I’élevage qui constitue une garantie pour 1’agriculteur
contre une mauvaise récolte en cas de sécheresse. Dans d’autres cas, il s’agit d’une alternance

d’especes céréalicres

3. IMPORTANCE DE LA CULTURE
L’orge constitue aussi une source de fourrage vert précoce puisqu’elle lie entre la
paille (foin) et les concentrés fourragers. Comme elle peut étre paturée sur une courte période
avant de la laisser produire en grains et en paille (Khaldoun, 1986). Sur le plan nutritionnel,
le grain d’orge constitue une excellente source de fibres alimentaires. L’orge a connu un
regain d’intérét pour 1’utilisation de cette céréale dans les industries alimentaires ainsi que

dans les préparations culinaires (Benmohamed, 2004).
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La culture d’orge est pratiquée intensivement avec une distribution tres large dans le
monde (Europe, Afrique du Nord, Ethiopie, Asie jusqu’a la Corée et le Japon)
va de paire avec une diversification morphologique et d’adaptation tres étendue (Jestin, 1992).
En 2008, la production mondiale d’orge s’est élevée a 155 millions de tonnes pour une
superficie emblavée de 57 millions d’hectares, soit un rendement moyen de 27 qx/ hectare.

Les principaux exportateurs de cette culture sont : Ukraine- Australie- UE- Russie- Canada.

En Algérie I’orge occupe une superficie de 1.280.000 hectares soit 40% de la sole
céréaliere (3.250.000 ha), elle est conduite essentiellement en régime pluviale. La
production d’orge en Algérie est fortement dépendante des conditions climatiques. Cela se
traduit d’une année a 1’autre par des variations importantes de superficie, de la production et
des rendements. Ainsi le manque de précipitations, mais aussi la mauvaise répartition des
pluies pendant I’année explique en grande partie la forte variation de la production de I’orge.
(Anonyme, 2009). La culture d’orge est cultivée a travers I’ensemble des zones agro-
écologiques, mais elle est essentiellement localisée dans les zones arides et semi arides. Les
principales wilayas productrices sont : Tiaret- Tébessa- S.B Abbés- O.E. Bouaghi- Sétif-
M’sila —Djelfa- Mascara- Saida- Tlemcen- Khenchela et Batna.

L’orge espece céréalicre a une distribution qui apparait naturellement la plus
importante en raison de son potentiel productif, sa rusticité (Clément et al., 1970 ;
Harlan, 1976) et son utilisation prouvée dans 1’alimentation du bétail notamment les ovins
avec un taux de 90% et les 10% restants sont utilisés dans 1’alimentation humaine
(Zaghouane, 2003).

Méme avec les augmentations sensibles enregistrées ces dernieres années en terme
de rendement, la culture d’orge reste loin par rapport au rendement moyen enregistré dans les
pays occidentaux. Cette faiblesse de rendements, méme si elle s’explique par la régression des
surfaces emblavées en orge, cette dernicre décennie, d’autres parametres sont impliqués
directement qui sont les aléas climatiques, notamment la sécheresse, les mauvaises herbes en

plus des ravageurs et des maladies phytopathologiques (Agrios 2005 ; Sahnoune ,2006).
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2. STRIE FOLIAIRE

2.1. AGENT CAUSAL
2.1.1. DONNEES TAXONOMIQUES

La strie foliaire de 1’orge est une maladie fongique, causée par Pyrenophora
graminea Ito et Kuribayashi (stade conidien = Dreschlera graminea ; Rabh ex Schlecht
shoemaker, synonyme de Helminthosporium gramineum(Ex Rabenh. Schltdl.). il s’agit d’un
champignon monocyclique qui envahis de facon systémique l'orge (Rapilly, 1971 ;
Bobadoost, 1998 ; Haegi et Porta-Puglia, 1995). L’agent pathogéne se transmet par les
semences et peut induire de lourdes pertes de récoltes (Porta-Pouilles er al., 1986;

Arabiet al., 2004 ; Arabi and Jawhar, 2007).

Ce champignon a deux formes, la forme sexuée (Télémorphe) qui a pour fonction de
maintenir ’espece et apparait souvent en fin de saison, alors que la forme asexuée, dite

imparfaite ou (Anamorphe), assure sa propagation (Corbaz, 1990 ; Mueller et al., 2003).
2.1.2. CARACTERES MORPHOLOGIQUES

Les conidiophores sont droits, de couleur marron foncé et relativement courts
(Figure 1.1). Ces conidiophores produisent par I’intermédiaire d’un pore minuscule localisé a
leur apex des conidies solitaires (Porospores) ; celles-ci ont d’abord une coloration grise pale

qui devient foncée avec 1’age (Diekman,1992).

Les conidies a apex arrondi sont
pluricellulaires (phragmospores) droites,
cylindriques et légerement effilées avec
des bouts arrondis, mesurant typiquement

60-90 pm x15-180 pm et sont munis de

3 a 6 cloisons transversales (Figuere 1.1)

(Zillinsky, 1983 ; Arabi et al.,2002).

>

Figurel.1 : Conidies de Pyrenophora graminea
(G : 10x 60) (Lenne. 2004).
Selon Pecchioni et al., (1996), il a été démontré qu’il existe une certaine variabilité
entre les différents types de Pyrenophora graminea (Knudsen 1986; Gatti et al., 1992).
L’identification de P. graminea se fait selon les symptomes macroscopiques typiques de

I’infection des feuilles et selon la formation des spores (Kavak, 2004).
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2.2. SYMPTOMATOLOGIE

Helminthosporium gramineum (strie foliaire de I’orge), agent fongique n’affectant
que I’orge, est caractérisé par I’infection généralisée de 1’hote (Zillinsky, 1977). Les premiers
symptomes de la maladie peuvent €tre observés sur les premieres feuilles de la jeune plantule
(Drechler, 1923 ;  Bulgarelli,
2004). Les symptomes sont sous
forme de stries allongées, étroites,
de couleur jaune pale, isolées ou
en groupes qui deviennent
nettement visibles au stade tallage
(Figure 1.2) (Richardson et al.,
1976; Johnston et al. 1982 ;

Porta-Pouilles et al, 1986 ; Figure 1.2 : Symptomes de la strie foliaire
Bembelkacem, 2000). Leur apparition (Zillinsky, 1983) (Zillinsky, 1983)

commence gravement a partir des feuilles basses pour atteindre les feuilles supérieures
(Wirth, 1994). Ces stries paralleles entre elles et aux nervures, s’étendent progressivement sur
toute la longueur de la feuille a partir de la base au fur et a mesure que la maladie progresse

(Delogu et al., 1995; Arru et al.,2003), ces rayures prennent alors, une couleur brune

(Zillinsky, 1983).

Les feuilles atteintes se flétrissent se lacerent en lanieres €troites, retombent le long
du chaume et en se desséchant se fragmentent en laniere de largeur limitée (Muelleri et al.,
2003).L’épis est fréquemment completement arrété dans sa croissance, il avorte alors dans les
dernieres gaines (Tacconi et al.,2001) et seule I’extrémité des barbes apparait au sommet du
chaume (Delogu et al., 1995 ; Benbelkacem et al., 1998 ; Al Haegi ef al,. 1998 ;  Pecchia et
al.,1998).

Parfois les symptomes de 1’helminthosporiose (Figure 1.2) peuvent étre confondus
avec ceux d’autres maladies pathologiques (Maumene et Mauras ,1993) dont le BSMV
(Barley Strip Mosaic Virus) qui provoque des symptomes typique comme la strie foliaire mais
sans qu’il y est une dilacération des limbes (Tekauz et Chiko, 1980).Les stries brunes sur les
feuilles de I’orge réduisent de surface de la photosynthese et causent la diminution du

rendement (Gordon et Webster, 1984 ; Porta-Puglia et al., 1986 ; Pecchioni et al., 1996).



Syntheése Bibliographique

2.3. CYCLE EVOLUTIF

L’agent causal de la maladie des stries de 1’orge est incapable d’initier 1’infection de
la plante par les feuilles, mais les conidies qui sont transportées par le vent peuvent infecter
les fleurs et développer un mycélium qui restera dormant au sein du péricarpe et des glumes
des grains infectés (Benbelkacem, 1999). L'infection par P. graminea se situ dans le
péricarpe de la graine (Platenkamp, 1979), cet état fait que la maladie est exclusivement
transmise par les semences (Beaumont, 19598 ; Brown et al., 1998 ; Haegi et al,. 1998 ;
Arru et al., 2003). Lors de la germination des graines d’orge, le coléoptile peut étre contaminé
par le mycélium présent dans la graine (Muelleri, 2003), par une pénétration directe donnant

lieu a une infection systémique (Husted, 1994 ; Vergara et al., 2003).

Les symptomes commencent leurs apparitions lors de 1’envahissement des feuilles
par le parasite. Les conidies produites sur les stries sont disséminées par ’air et peuvent
infecter des €pis sains qui produiront des graines porteuses de la maladie (Wirth et Joseph,
1994). D’apres les études de Benbelkacem (1999), le pathogéne Pyrenophora graminea qui
est véhiculé d’année en année par les graines a donc un développement systémique similaire a

celui des charbons du blé et de 1’orge (Porta-Puglia et al., 1986 ; Bulgarelli et al., 2004).

La maladie des stries de I'orge est favorisée par de fortes humidités et de basses
températures au printemps (Assad et EI-Ahmed, 1999). D’ autres facteurs comme le pH du sol,
I’intensité lumineuse et sa durée peuvent affecter la germination et avoir des conséquences

directes sur I’incidence de la maladie (Delogu et al., 1995).
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3. RAYURE RETICULEE

3.1. AGENT CAUSAL

3.1.1. DONNEES TAXONOMIQUES
L'agent pathogene Pyrenophora teres Drechsler (anamorphe: Drechslera teres
[Sacc.] Shoem.) syn. Helminthosporium teres sacc ; appartient au Phylum Ascomycota, ce
genre est placé parmi les ascomycetes filamenteux (correspondant aux Euascomycetes)
(Nannfeld, 1932) hétérothallique responsable de la maladie de la rayure réticulée qui est
l'agent causal de la de la rayure réticulée de 1'orge Hordeum vulgare L. (Rau et al.,2007) . 1l se
présente sous deux formes (P. teres f. teres et P. teres f. maculata) qui different par le type de

symptomes incité sur I’hote (Tekauz, 1986 ; Wu et al., 2003 ; Fejer Justesen et al., 2008).

3.1.2. CARACTERES MORPHOLOGIQUES

La formation de conidies chez Pyrenophora teres est presque imprévisible.
Ordinairement, la production de spores est rapide sur les feuilles vertes au moment de la
floraison, mais fréquemment impossible a obtenir sur des feuilles qui ont été entreposées
seches pendant quelques mois. Les conidiophores se développent isolés ou en fascicules de
deux ou trois, sont bruns clair, et mesurent jusqu’a 200 pm de longueur et 7-11 pum de
diametre. La cellule basilaire est

ordinairement dilatée (Zillinsky, 1983).

Les conidies de D. teres sont
bruns clair, droites, cylindriques, gris
pale en état juvénile, virant au brun
verdatre en vieillissant. En moyenne,

leurs dimensions sont de 60-120 um et

sont munies de quatre a six cloisons

_ Figure 1.3 : Conidies de Pyrenophora teres (G :
transversales (Figure 1.3). 10x40) (Zillinsky, 1983)

La forme parfaite, P. teres, se développe sur les chaumes qui ont hiverné dans le
champ. Les péritheces sont noirs, garnis de setes (poils noirs) autour d’un col court (Al Haegi
et al., 1998 ; Normander et al., 1999). Les ascospores matures sont brun jaunatre, munies de
trois cloisons transversales et une longitudinale. Les spores sont étranglées au niveau des
cloisons, les ascospores constituent un inoculum important dans certaines régions ou on

cultive I’orge (Champion, 1997).
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3.2. SYMPTOMATOLOGIE

L’agent patogene se présente en deux formes :P. teres f. Teres (anamorphe, D. teres
f- teres) responsable de la forme réticulée et P. teres f. Maculata (anamorphe, D. feres f.
maculata) qui cause la forme dite taches brunes(Drechler, 1923 ;Porta-puglia, 1986 ; Taylor
et al, 2001). Ces dernieres se distinguent par les
symptomes induits sur les feuilles d’orge
(Mathre 1997, Wu et al, 2003).
Pyrenophora teres f. teres forme des nécroses
caractéristiques en "mailles de filet" qui sont

entourées de halos jaunatres de dimensions

variables (Normender et al., 1999), elles sont

Figure 1.4 : Symptomes initiaux de la
rayure réticulée de I’orgeprovoquée par P.
teres (Zillinsky, 1983)

dues a l'action des mycotoxines (Figure 1.4).

Pyrenophora teres f. Maculata provoque
des nécroses linéaires, rectangulaires plus ou
moins arrondies, ou ovales, de couleur brun clair
a brun foncé, entourées de chloroses. Au stade
avancé, les différentes taches se rejoignent et
induisent rapidement la mort des feuilles atteintes

(Figure 1.5) (Rau et al., 2007 ).

Figure 1.5 : Symptomes avancés de la rayure
réticulée de I’orgeprovoquée par P.
teres(Zillinsky, 1983)

En dépit de ces symptomes, il est difficile de distinguer les deux formes
morphologiquement dans la culture (Wallwork et al., 1992 ; Crous et al., 1995). Les épis sont
susceptibles d’étre infectés a I’approche de la maturité (Zillinsky, 1977). La forme parfaite
P. teres Drechs. f. teres, produit des taches et des stries qui se dilatent, étroites, sombres
longitudinales et transversales, des stries nécrotiques brunes, alors que
P. teres Drechs. f. maculata Smedeg (Smedegard-Petersen, 1977), produit des 1ésions brunes
foncés elliptiques ou fusiformes entourées d'une zone chlorotique de largeur variable

(Vergara et al., 2003).
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Dans le sol, P. teres se maintient comme un saprophyte, probablement en raison de
I’antagonisme avec d’autres micro-organismes du sol, particuliecrement avec un niveau élevé
d’azote. La température modérée entre 19 et 32 °C favorise le développement de P. feres et en
particulier par temps humide. La rayure réticulée est retardée par un temps sec, seulement
quand le champignon est attaché et localisé au niveau de la racine, il ne produit pas une

infection systémique (Agrios, 2005).

3.3. CYCLE EVOLUTIF

Les résidus de moissons infestés et insuffisamment incorporés au sol ainsi que les
repousses d'orge ou semences infestées, des le départ, constituent des réservoirs d’inoculum
ou le champ peut survivre. La succession d'orge d'hiver sur orge entraine un danger
d'infection primaire par les ascospores présentes sur les chaumes. L'infection secondaire se
réalise dans la parcelle ainsi que sur les parcelles éloignées par les conidiospores dispersées
par le vent. Les conidiospores se forment dans des sporanges spécifiques sur les feuilles

nécrosées (Bembelkacem et al., 2000).

La sporulation n'a lieu que sur les tissus nécrosés. Les conditions favorables sont: une
atmosphere chaude et humide, dans une fourchette de températures se situant entre 5°C et
35°C (optimum a 20°C), et une hygrométrie d'au moins de 95 %. La dissémination des spores
sur place est principalement due a des mouvements d'air conjoints a une faible hygrométrie.
Dans la phase d'infection, afin que celle-ci atteigne son but, des conditions de forte
hygrométrie de l'air sont cependant de nouveau requises (rythme alterné jour-nuit). En
conditions favorables (20°C et 100 % d'hygrométrie de 'air), les symptomes se développent
rapidement. Le champignon parasite les différents étages foliaires en progressant du bas vers

le haut (Jgrskov and Pinnschmidt, 2008).

Le champignon survit sur les chaumes et sur les semences (Shipton 1973);
les ascospores ou les conidies sont transportées par le vent, par projections d'eau, de ce fait il
peut infecter directement les feuilles d'orge, mais ne produit pas d'infection systémique (Arun
et al., 2008). Doué d’une capacité saprophytique dans le sol, la transmission par la semence
et par les débris végétaux (Husted, 1994 ; Vergara et al., 2003). La survie du pathogene se
réalise sous forme de péritheces et de conidies sur les débris de cultures (Douiyssiet al.,1998;
El Yousfi, 2002 ; Fejer et al., 2008 ). Le semis précoce de variétés sensibles et 1’utilisation

des semences sain favorisent le développement de la maladie.
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4. MOYENS DE LUTTE

La strie foliaire et la rayure réticulée sont une conséquence directe de I’absence de
traitement de la semence (Bendif, 1994). Le potentiel infectieux (maladie) existe et devrait
étre pris sérieusement en considération ; la premiere opération impérative a effectuer est donc
le traitement de la semence qui diminuerait considérablement les dégats (Diekmann ,1992).
Des fongicides organomercurés ont été employés pour contrdler ces maladies jusqu'a ce que

leur utilisation a été interdite en 1992 (Tylor et al., 2001).

En Algérie une étude expérimentale a été faite par Benbelkacem et al., (2000) a
montré que le Mancozébe est plus efficace que le Tebuconazole et I’Oxyquiboleat de cuivre,
ainsi il a été rapporté la faible efficacité de ces fongicides dans le traitement des semences des

deux variétés Saida et Tichedrett.

Les techniques culturales telles que la rotation, le labour profond la densité de semis,
la fertilisation, I’irrigation peuvent €tre manipulés pour réduire 1’incidence de cette maladie
(strie foliaire) (Tekauz et al., 1985). Ainsi, les semis tardifs et la faible profondeur de semis
(2 a 3 cm) sont des techniques qui peuvent réduire 1'importance des attaques du champignon
(Takauz et al., 1985; Mathur et Bhatnagar, 1993). Les techniques culturales appropriées ne
permettent pas a elles seules la réduction de I'impact des maladies ; surtout avec la
reglementation de plus en plus sévere de l'utilisation des pesticides. Face a cette faiblesse de

lutte chimique et culturale, le contrle de cette maladie doit faire appel au développement de

la lutte génétique (Arru et al., 2002).

Les moyens les plus efficaces du controle de la maladie seraient par l'introduction de
nouveaux cultivars d'orge résistants. Le meilleur moyen de lutte demeure la lutte génétique
par création de variétés résistantes qui peuvent dispenser les agriculteurs de I’application de
pesticides et réduisent ainsi les colits de production tout en préservant I’environnement

(Arny, 1945 ; Nielsen et al., 1998 ; Sayoud, 1999; Nielsen et al., 2000 ).

EL Ghamry et al.,, (1991) ont utilisé des variétés avec différents niveaux de
résistance en combinaison avec des fongicides, ils ont montré que cette lutte intégrée offre
cependant les meilleurs perspectives de lutte contre D.graminea et D.teres sur orge. La
réussite de cette lutte génétique est prépondérante a I’intégration dans ces cultivars résistants,

les meilleurs caracteres agronomiques souhaités (Ramla, 2004, Taylor et al., 2001).
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AMELIORATION GENETIQUE

L’amélioration de la résistance des plantes cultivées aux parasites constitue un
objectif majeur de la plus part des programmes de sélection génétique (Rapilly ,1990), qui
visent la recherche de variétés nouvelles, cultivables et d’'une meilleure adaptation et avec des

niveaux ce résistances élevés aux facteurs dépressifs abiotiques et biotiques (Vilain, 1989).

En Algérie, de nombreux travaux ont été initi€és au niveau de I'ITGC (Institut
Technique des Grandes Culture) et de I'INRA (Institut National de la Recherche
Agronomique). Ces travaux font I’objet de coopération et de collaboration avec des
organismes internationaux d’amélioration des plantes tel que ICARDA (International Center
for Agricultural Research in the Dry Areas) qui génerent une importante variabilité génétique

qui encouragent la mise en place de programmes de sélection (Benmahammed ef al., 1996).

La recherche et le développement d’especes ou de cultivars résistants sont devenus
une préoccupation majeure, chez les sélectionneurs et les chercheurs travaillant dans le
domaine de I’amélioration génétique des plantes. Méme si la grande partie, initialement, a été
réservée a I’amélioration du potentiel productif, ces dernieres années, un intérét particulier est

porté sur I’amélioration des niveaux de résistance aux contraintes abiotiques et biotiques.

L’orge a fait et continu de faire I’objet de plusieurs travaux de recherches dans les
programmes intégrés d'amélioration de la résistance et du potentiel de lutte contre les

maladies utilisant les nouvelles outils biotechnologique.

La variabilité du champignon est bien connue et a été confirmée par de nombreux
rapports sur les potentialités de virulence et méme en termes de caracteres typiques
morphologiques et physiologiques (Zriba et Harrabi, 1995; Gatti et al., 1992; Jawhar et al.,
2000 ; Arabi and Jawhar, 2007).

4.1.1. SELECTION VARIETALE

Les sélectionneurs utilisent toute une gamme de méthodes, la plus courante est la
sélection généalogique qui est souvent peu efficace, le recours aux rétro-croisements et a la
sélection récurrente est souvent sollicité pour favoriser les recombinaisons (Tekauz, 1983).Le
rétro-croisement (back cross) est une forme d’hybridation récurrente durant laquelle une

caractéristique désirable est transférée a une variété adaptée et productive (Corbaz, 1990).
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Généralement le back cross est utilisé lorsque une variété possédant des caractéristiques
désirables représente une faiblesse qui peut étre corrigée par l’introduction d’un ou de

quelques genes (Tacconi et al., 2001 ; Rau et al,. 2007).
4.1.2. LA SELECTION Ir VITRO

Des potentialités de résistance, différentes de celles du matériel de base semblent
pouvoir s’exprimer en utilisant les techniques de vitroculture (Sibi, 1993). La sélection in
vitro de variants somaclonaux favorables induits par la culture de cal a été entreprise chez
I’orge pour la résistance a 1’Helminthosporiose (Chawla et Wenzel, 1987). Cette procédure
peut constituer une source de variabilité génétique non négligeable destinée a I’amélioration

de I’orge pour la tolérance aux maladies (Ramla et al., 2005)

L’ ’haploidisation de I’orge se réalise depuis un grand nombre d’années, in situ avec
des croisements interspécifiques ou in vitro (androgenese ou gynogenese)
(Kno et Kasha, 1969). Dans un éventuel schéma de sélection in vitro, les avantages procurés
par I’haploidie sont principalement liés au gain de temps ainsi que la réduction des cofts
engendrés par 1’accélération de la fixation de la variabilité obtenue par recombinaison ou
mutagenese. Les haploides constituent également un outil intéressant de 1’analyse génétique a
cause de l’expression totale et immédiate des genes dominants et des genes récessifs

(Frégeau-Reidet al.,2001).
4.1.3. ANALYSE DES LOCUS QUANTITATIF

Les locus quantitatifs QTL (Quantitatif Traits Locus) sont des loci importants
intervenant dans 1’expression du caractere d’intérét. Le projet de cartographie génomique vise
I’essai de stratégies d’utilisation de marqueurs moléculaire pour la création de lignées d’orge
bien adaptées et d’identifiés les QTL influant sur les caractéres agronomiques,
physiologiques, la résistance aux maladies et la qualit¢é fourragere de 1orge

(Kasha et al., 1997).

Une analyse QTL a été réalisée sur des populations d’orges présentant divers niveaux
de résistance partielle a la strie foliaire et de rayure réticulée. Il a été cependant détecté un
QTL pour la résistance sur le chromosome 2H, il s’agit du mé€me locus ot il est localisé Rdgl/
(Reaction to Drechslera graminea, Locus), qui confére une résistance complete au pathogene.

Un autre QTL a effet mineur a été détecté sur le chromosome 7H (Arru, 2002).
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Un autre travail, réalisé sur deux populations de lignées recombinantes fixée (RIL)
dérivées de croisements entre génotypes d’orge a deux ou six rangs et présentant divers

niveaux de résistance partielle a I’helminthosporiose (Arru 2002).
4.1.4. MARQUAGE MOLECULAIRE

Le marquage moléculaire désigne la détection et l’estimation de la variation
génétique au niveau de I’ADN, il est devenu I'un des principaux outils pour l'identification et
la détection d'agents pathogenes fongiques (Mugnier, 1995 ; Leisova et al., 2005). 1l utilise
soit la digestion de I’ADN génomique par les enzymes de restriction, soit par I’amplification
de séquences ciblées connues ou inconnues du génome par des réactions enzymatiques
spécifiques telles que la réaction de polymérisation en chaine (PCR),soit I’hybridation par des

sondes spécifiques.

Les marqueurs moléculaires ont été introduits comme un moyen pour une meilleure
caractérisation des especes de champignons et de distinguer génotypiquement la variabilité
intraspécifique (Michelmore et Hulbert, 1987 ; Bembelkacem et al., 2000). Dans les travaux
de Skou et al (1994), des marqueurs moléculaires ont été utilisés pour localiser les génes de

résistance chez des haploides doubles d’orge.
4.1.5. REGIONS POLYMORPHES AMPLIFIEES

L’analyse des régions polymorphes amplifiées RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) est utilisée pour I’étude de la diversité moléculaire (Ch-oo, 1997). La
technique RAPD-PCR (Random Amplified Plymorphic DNA Polymerase Chaine Reaction)
consiste en une amplification au hasard par PCR de séquences inconnues de I’ADN
génomique (Mullis er al, 1990; Peever & Milgroom, 1994; Peltonen et al., 1996;
Campbell et al., 1999; Jonsson et al ., 2000 ; Tacconiet  al.,2001)

De nombreux travaux ont mis en évidence 1’efficacité des marqueurs RAPD pour
I’identification, la caractérisation et 1’évaluation de la diversité génétique des différentes

variétés cultivées d’Hordeum vulgare.L. (Baum et al., 1997 ; Figulilo, 2000 ; Sharma, 2000)
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Un travail préliminaire de Ball (1991) a indiqué la valeur potentielle de RAPD pour
différencier des especes de Pyrenophora pathogenes sur 1'orge. C’est ainsi que la méthode
RAPD a été utilisée dans la distinction entre les especes de P.graminea et P. teres

(Oban, 2001 ; Leisova et al., 2005).

4.1.6. PLYMORPHISME DES FRAGMENTS DE RESTRICTION

Grace a I’analyse de ’ADN au polymorphisme de restriction, il est désormais
possible d’utiliser de I’ADN extrait des graines (Ch-oo, 1997).Une analyse RFLP a été
utilisée dans la distinction des genes d’expression de la résistance de 1’orge, cela durant
I’infection (Haeg, 2002). Les principaux avantages de la PCR sont la précision, la spécificité

et la vitesse d’exécution (Jgrskov and Pinnschmidt, 2008).

Vale et al (1994), estiment que la résistance de 1’orge a la strie foliaire et a la rayure
réticulée fait intervenir plusieurs genes. L’électrophoreése bidimensionnelle, (RFLP et la PCR)
(Leisova et al., 2006) ont montré que I’infection de certains cultivars d’orge par une souche
mutée et hypovirulente de Dreschlera graminea induit chez ces derniers la formation de
plusieurs ARNm (3 a 4) qui codent chacun pour une protéine différente. Ceci laisse supposer

I’existence de plusieurs genes de résistance (Pecchia et al., 1998 ; Bates et Taylor,2001).

Les techniques de biologie moléculaires ont permis aussi de révéler la diversité
génétique de ces isolats (Aragona etal., 2000).Cependantune nouvelle mesure plus récente
dumouvement systémique de Pyrenophora a été employé pour mesurer le niveau d’infection
de la maladie. Ce mouvement systémique du mycélium était plus lent dans les génotypes
susceptibles d’€tre résistant, et a permis une différenciation plus facile. Donc ce mouvement
peut €tre un critere utile pour différencier les génotypes susceptibles d’étre résistants

(Arabi, 2005).
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S. LES RHIZOBACTERIE BENEFIQUES
5.1. INTRODUCTION

Les PGPRs (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) sont un ensemble de
microorganismes bactériens saprophytes (Kloepper.et Schroth, 1998) qui peuvent vivre dans
la rhizosphere des plantes et qui colonisent intensément le systéme racinaire. Leur potentiel
bénéfique s’exprime en terme de stimulation de la croissance végétale et le biocontrole de
certaines maladies  parasitaires (Schippers et al., 1987; Kloepper, 1992;
Van Loon et al., 1998 ; Bowen and Rovira, 1999 ;Ryu et al., 2005; Ramos Solano et al.,
2006 ; Saravanakumar and Samiyappan, 2007). Les PGPRs jouent un réle dans la dégradation
de ’humus et la formation de polymeres extracellulaires qui contribuent a la formation des

agrégats procurant au sol, stabilité et productivité (Tate, 2000 ; Jong-Soo et al., 2003).

L’introduction des Pseudomonas dans la rhizosphere est nécessaire dans
I’amélioration de la production agricole, car ces bactéries ont le pouvoir de coloniser les
racines et d’exercer un contréle biologique (Kragelund, 1997). Les Pseudomonas spp
fluorescentsest un groupe important de la rhizosphere (Marilley, 2007), et certains especes
peuvent améliorer la santé des plantes (Schippers et al., 1987; Weller, 1988; Cook et al.,
1995 ; Rainey, 1999). En agriculture, 1’utilisation des bactéries antagonistes dans le controle
des agents pathogenes est suggérée comme une alternative a 1’utilisation des pesticides pour
le controle des maladies des plantes (Kloepper 1993; Keel and De’fago 1997;
Walsh etal., 2001; Whipps 2001 ; Johansen, 2002). De ce fait leur introduction pour la
colonisation racinaire est nécessaire (Bull er al., 1991). Dans le cas du biocontrdle, cette
interaction directe entre la bactérie et la plante, peut étre bénéfique ce qui induit souvent la

suppression des maladies (Lynch, 1990 ; Bloemberg, 2007 ; Terblanche, 2007).

Il a été rapporté que les PGPRs stimulent la croissance des plantes par la syntheése de
différentes hormones comme 1’acide indole acétique (Gravel et al., 2007 ; Woo Lee et al.,
2010) et en particulier Pseudomonas fluorescens souche CHAO dont elle fait 1’objet d’études
dans le biocontrole des agents des maladies des plantes (Bianciottoer al., 2000 ;

Voisard et al. 1994 2011).

La communauté microbienne est nécessaire dans les processus biologiques afin de
maintenir un sol sain et fertile (Thirup, 2003). L'agent de lutte biologique appliqué peut

échouer qu’il soit établit dans le traitement des semences ou dans la rhizosphere a
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des niveaux suffisants pour réaliser le contrdle des maladies en raison des conditions
environnementales défavorables, telles que la température du sol, le pH, I'humidité et la teneur

en argile (Campbell et Clor, 1985; Callan et al. , 1990).

La création et le maintien d'un seuil colonisateurs sur les semences traitées ou dans la
rhizosphere est un facteur tres important pour le succes de cette lutte biologique
(Amein et al., 2007). L’avantage de cette approche est de considérer que les bactéries sont des

organismes intégrés plutdt que comme source de genes indépendante.
5.2. ACTIVITE MICROBIENNE RHIZOSPHERIQUE

La région du sol environnante la racine de la plante (la rhizosphere) est d'une
importance cruciale pour la santé et la nutrition des plantes (Marschner, 1995). La rhizosphere
porte une communauté large et diversifiée de procaryotes et de microbes eucaryotes qui
interagissent et sont en concurrence les uns avec les autres et avec la racine de la plante.
L’activité de chaque membre de cette communauté et l'ensemble de leurs interactions
affectent non seulement I'absorption minérale des éléments nutritifs, mais également
l'adaptation des plantes (Rainey, 1999).Les microorganismes jouent un role majeur dans les
processus biogéochimiques : la solubilisation des nutriments, la fixation d’azote, la
mobilisation et I'immobilisation et la minéralisation des nutriments notamment le carbone et

le phosphore (Bisht et al., 2009).

Les PGPRs, en association avec la plante hote stimulent sa croissance qui dépend du
potentiel colonisateur de la rhizosphere (Cardoso and Kuyper 2006). L'information
concernant le role des bactéries endophytes dans la croissance des plantes indique que leurs
effets bénéfiques sont dus a l'activité antagoniste exercée contre les agents pathogenes
(Basham et Holguin, 1997; Benhamou et al., 1996 ; Van Buren et al.,1993) et en stimulant la
croissance végétale (Hallmann et al. 1997; Hurek et al., 1994 ; Bacilio-Jiménez et al., 2001).
Cette capacité de biocontrdle est liée a la nature de la compétence rhizosphérique et aux

facultés d’inoculation (Rosales et al., 1995) et de la résistance systémique cotre les agents

pathogenes (Kessmann et al. 1994).

La plupart des rhizobactéries promotrices a la croissance appartiennent au genre
Pseudomonas, I'efficacité de la colonisation est un facteur important dans le biocontrole
(Arjan et al., 1997). La colonisation racinaire est définie comme la prolifération des

microorganismes dans, sur ou autour des racines. Elle concerne la dispersion
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des microorganismes a partir d’'une source d’inoculum pour atteindre des racines actives
(Parke, 1991). L’installation des microorganismes introduits dans la rhizosphere constitue une
étape cruciale pour la mise en ceuvre des différents mécanismes d’action microbiens et de la

délivrance des facteurs protecteurs dans les sites stratégiques aux moments opportuns.

La réussite d’une bonne colonisation rhizosphérique est donc conditionnée par les
propriétés biologiques et physico-chimiques du sol, la plante hote et autres facteurs abiotiques

et biotiques de 1’environnement rhizosphérique (Lugtenberg et al., 1994).

Comprendre la complexité de cet environnement et comment les microbes s’adaptent
dans leur milieu demeure un défi important pour les biologistes (Rainey, 1999), pour cela des
genes de P. fluorescens ont été identifiés et leurs modes d’expression ont été analysées en
laboratoire et dans la rhizosphere. La compétence rhizosphériques, et la production
d’antibiotiques sont considérés comme des facteurs fondamentaux dans I’expression du

controle biologique (Normander, 1999).

Les performances écologiques de la colonisation rhizosphérique chez ces
rhizobactéries (leur aptitude) est considéré comme un caractere phénotypique d’une
complexité reliée a de nombreux trais (caracteres) génotypiques influencés par
I’environnement rhizosphérique. Une fois installé dans la rhizosphere, le microorganisme
d’intérét peut intervenir favorablement, en privant les organismes potentiellement infectieux
des ressources nutritives (substrats carbonés, oligoéléments essentiels) et spatiale nécessaire a

son développement (Bais et al., 2006).

Il est évident qu’un microorganisme de lutte biologique doit étre en mesure de
persister et de contrOler efficacement la maladie (Elad, 1996 ; Amien, 2000) ce qui a permis le
développement de diverses méthodes pour le controle des maladies des plantes spécifiques.
Les caracteres identifiés comprennent entre autre, la synthese des de divers antibiotiques
(de Weger et al., 1987 ; De Weger et al., 1989 ; Matthysse et McMahan, 1998 ; Simons et al.,
1996 ; Simons et al, 1997), en plus de la compétition nutritionnelle et spatiale

(Al Streit et al., 1996).
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5.3. CARACTERISTIQUE DES Pseudomonas spp. fluorescents

Les Pseudomonas.spp fluorescents saprophytes sont des bactéries ubiquistes
(Latour, 1997) elles présentent un intérét pour l'agriculture ; ce sont les bactéries telluriques
les plus étudiés pour leur excellente habilité a la colonisation racinaire et leur grande capacité
de produire une large gamme d’enzymes et de métabolites secondaires (antibiotiques,
sidérophores, phytohormones) dont la synthese est influencée par le métabolisme basal(Broek
and Vanderleyden 1995; Kloepper et al. 1991; Lugtenberg et al. 1991; Weller 1988), ce qui
procurent la résistance des plants sous stresses biotiques et abiotiques (Normander, 1999).
(Saravanakumar et al., 2006) tout en améliorant la croissance et 1'état sanitaire des plantes.

(Nandakumar et al., 2001; Sang-Woo, 2010).

Décrits pour la premiere fois par Migula en 1894, Pseudomonas fluorescensest une
bactérie appartenant a la classe des Gammaproteobactéria, a Gram négatif (KOH positif),
oxydase positive, en forme de batonnet appartenant au genre des Pseudomonas. Elle est
mobile grace a ses multiples flagelles polaires (Rokhbakhsh et al., 2008, Chen, 1980) .
De plus, elle tient la deuxiéme partie de son nom (fluorescens) du fait qu'elle est fluorescente
quand elle est observée a l'aide d'une lumiere de longueur d'onde de 254 nanometres. Cette
fluorescence est due a la production d'un pigment appelé fluorescéine. Sa température de
croissance optimale se situe entre 25 et 30 °C. Sa croissance a 42 °C est négative : ce point est

important pour la différencier des autres souches, c'est un organisme aérobie.

En plus, il s’est avéré que 1’utilisation des souches bactériennes promotrices de la
croissance est tres intéressante et ceci est dii d’une part aux résultats positifs obtenus en
agriculture et en horticulture et d’autre part, au faible cout et a la facilité d’application des
opérations d’inoculations bactériens (Chanway, 1997 ; Vonderwell et al., 2000 ;
Satrani et al., 2009) ; seulement ceci dépend de I’isolat de la bactérie utilisée, et de la durée

de I’'inoculation (Ravnskov et Jakobsen, 1999 ; Johansson et al., 2004).
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5.4. ROLE DES PGPRs DANS LA PHYTOSTIMULATION

Pseudomonas fluorescens est une souche bactérienne rhizosphérique dont 1'effet
bénéfique sur la santé des plantes a été associé a son pouvoir élevé de compétition pour le fer
déterminé par la synthese de sidérophores (Lemanceau and Alabouvette, 1991).

L'agent de lutte biologique bactérien a été testé pour son activité contre un certain
nombre de maladies transmises par les semences de céréales ( Johnsson ef al., 1998 ; Amen et
Weber, 2002; Johansson et al., 2003; Khan et al., 2006 ); aussi dans la suppression et le
controle des pathogeénes des plantes (Johnssson et al., 1998; Johansson et al., 2003;
Khan et al., 2006).Connus comme des PGPRs typiques, les Pseudomonas sont également en
mesure de coloniser les racines des racines de diverse plantes cultivés, y compris les
graminées (Chabot et al. 1996; Schloter et al., 1997 ; Antoun et al., 1998; Yanni et al., 2001 ;
Alikhani et al., 2006) exemple des P. fluorescens DR54-BN14 détectés dans la rhizosphere
de l'orge. Enfin ils peuvent influencer sur le développement de la mychorization (Ravnskov et

Jakobsen 1999 ; Chenaoui, 2008 ; Ouserir, 2010).

Les micro-organismes antagonistes, jouent un role majeur dans 1’équilibre microbien
et dans le contrdle biologique, ceci par leurs différentes actions avec les différents agents
pathogenes dans le sol (Satrani, 2009). L antibiose est alors le mécanisme le plus connu et le
plus important utilis€ par les Pseudomonas spp fluorescents pour limiter 1“invasion des
pathogenes dans les tissus de la plante hote (Raaijmakers, 1995 ; Haas and Keel, 2003 ;
Haas and Defago, 2005). Elle consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogene
via la production de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques

(Adam, 2008).

Les Pseudomonas spp. fluorescents présentent des aspects agronomiques d’une
importance particuliere, leurs effets bénéfiques s’exercent par des actions directes et

indirectes sur la plante (Lemanceau, 1992 ; Glick, 1995).
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5.4.1. STIMULATION DE LA GERMINATION DES SEMENCES ET DE LA
CROISSANCE DES PLANTES

Les actions directes engendrent des modifications du métabolisme et de la
physiologie de la plante, en sécrétant des hormones de croissance (auxines, gibbérellines et
cytokinines) qui stimulent directement la croissance végétale (Natschet al., 2003). Selon
Sang-Woo et al (2010) des effets notables ont été¢ induits et observés sur des parametres
de croissance (gonzalez et Bashan, 2000 ; Steenhoudt er al., 2000), a I’exemple de
I’épaississement de la racine principale avec inhibition des racines secondaires et

débourrement des bourgeons axillaires dormants (Lifshitz ez al ., 1988).

L’occupation des sites stratégiques par les Pseudomonas spp. fluorescents au niveau
de la rhizosphere, leur pouvoir compétitif €levé, ainsi que leur parfaite adaptation a la vie
autour des racines constituent des avantages appréciables en améliorant la qualité et la

quantité des ressources nutritives assimilables par les plantes (Hansen et al., 1996)

Les Pseudomonas spp. fluorescents ont 1’aptitude d’améliorer la germination des
semences et la levée des plantules (Hofte et al., 1991). En effet, ces bactéries colonisent
efficacement la spermosphére et assurent une bioprotection des semences avant et pendant
leur germination (Digat, 1994), En plus de leur activité antagoniste, grace a leur catabolisme
actif peuvent réduire les exsudats de la spermosphére et les rendre ainsi indisponibles pour la

microflore pathogene.

5.4.2.AMELIORATION DE LA RESISTANCE DES PLANTES
La résistance des plantes est souvent améliorée par divers métabolites comme 1’acide
cyanhydrique, les protéines —PR (Protéine Related), les phytoaléxines et la lignine. Il a été
mis en évidence I’'induction d’une résistance systémique chez 1’ceillet a la fusariose
vasculaire, apreés son inoculation par une souche de Pseudomonas spp. fluorescents. 1l a été
observé une importante accumulation de phytoaléxines dans les plants bactérisés que chez le

témoin.

D’autre cas de résistance systémique ont été signalés sur diverses especes végétales
vis-a-vis de pathogenes foliaires (Maurhaufer et al., 1994). Ces résultats montrent les effets de

ces bactéries sur la stimulation des mécanismes de défense propres a la plante.
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5.4.3. COMPETITION TROPHIQUE

La compétition trophique peut s’exercer pour 1’espace et les éléments nutritifs
(Campbeli, 1989). La stimulation indirecte provoque des modifications des équilibres
microbiens au niveau de la rhizospheére. Ces rhizobactéries saprophytes, nommées
rhizobactéries déléteres « DRB » (Dleterious Rhizobacteria) (Schippers et al., 1990),
inhibent la germination des semences et le développement des plantules par la production de
métabolites phytotoxiques (Alstrom, 1991) ou par prélevement direct de nutriments,
essentiellement le fer, en colonisant les espaces intercellulaires (Keel et al., 1992 ;
Golegaonkar, 2007). Les populations pathogenes et déléteres sont donc réduites par
déplacement apres introduction des rhizobactéries via la semence, le sol ou par la
bactérisation racinaire (Suslow et Schroth, 1982; Defago et Haas, 1990 ; Lemanceau, 1992 ;

Cook et Weller, 1987).

5.4.4. SYNTHESE DES SIDEROPHORES
Les especes Pseudomonas spp. fluorescentsont développé une stratégie d’acquisition
du fer qui repose sur le synthese des sidérophores, ces derniers présentent un groupe
chromophore jaune vert qui émet une fluorescence sous rayonnement UV (Palleroni, 1984).
Ce groupe appelé pyoverdine (Meyer et Abbdallah, 1978) ou pseudobactine
(Teintze et al., 1981) forme avec le fer (Fe™) un complexe (ferripyoverdine ou
ferripseudobactine) qui chélate le fer ferrique et ne peut étre utilisé par certains champignons

(Pieterse et al., 2001; Berg et al., 2002 ; Fejer Justesen et al., 2008).

Les complexes sidérophores Fe** sont captés par des récepteurs spécifiques situés au
niveau de la membrane externe des bactéries (Neilands, 1982). Dans les conditions de
pression trophique et de compétition, les Pseudomonas spp. fluorescents peuvent limiter
I’assimilation de ces ions essentiels et les soustraire au métabolisme énergétique de la
microflore (Ramamoorthy et al., 2001). La plante peut s’adapter a cette situation, et en tirer
profit, pour une meilleure croissance en présence de ces rhizobactéries
(Lugtenberg et al., 1994). Les sidérophores jouent un important role dans la protection des
plantes, et a I’efficience du fer dans le sol, rendant le plant moins sensible au pathogene.

(O’Sullivan and O’Gara, 1992).
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5.5. MECANISMES DE DEFENSE

Les mécanismes par lesquels les agents de lutte biologique bactériens peuvent
prodiguer leur effet protecteur sont multiples (Glazebrook, 2005) et peuvent varier pour un
microorganisme donné en fonction du pathosysteme (couple hdte végétal/pathogene) sur

lequel il est appliqué (Compant et al., 2005) :

* Prévention : inoculum ou lorsque I'environnement n'est pas favorable a I’infection.

* Exclusion : empécher l'introduction de I'inoculum

e ['éradication : éliminer, détruire ou inactiver les inocula

* Protection : prévenir l'infection au moyen d'une barriere (de produits chimiques
toxiques)

* Résistance des plantes : cultivars résistants ou tolérants, et le contrdle  biologique
Qui peut réduire de la quantité de I’inoculum ou de son activité.

L’interaction entre les PGPR et les plantes se fait par une attraction initiale suivit
d’un attachement, puis une prolifération et colonisation racinaire. Plusieurs propriétés
intrinseéques contribuent au pouvoir colonisateur telles que la mobilité, la faible exigence
nutritionnelle, le changement de phase ou la vitesse de croissance (Lugtenberg et al., 2001,

Van Den Broek et al., 2003).

Pour se défendre, les plantes produisent des substances « antibiotiques » les
phytoaléxines, sur les sites d’infections, de différentes toxines appelés éliciteurs, qui par la
suite déclenche les geénes activateurs a la résistance (Glazebrook, 2005). Cette disponibilité
de nutriments contenus dans les exsudats secrétés par les racines des plantes sont considérés
nécessaires a la colonisation, facteurs influencant sur la production d'antibiotiques et

I'efficacité du biocontrole (Kristeket al., 2007).

L’antibiose exercée par certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescents a
d’abord été mise en évidence in vitro (O’Sullivan and O’Gara 1992; Keel and De ‘fago 1997),
Ainsi plusieurs antibiotiques produits par ces Dbactéries ont été isolés pyrrolnitrin,
pyoluteorin (PIt), 2,4-Diacetylphloroglucinol (Phl) , hydrogen cyanide et viscosinamide, des
antibiotics comme Phenazine-1-carboxyliq acid (Ph) (Mavrodi et al., 1998 ; Delaney et al.,
2001 ; Chinet al.,2003), Pyrrolnitrin (P1) (El-Banna and Winkelmann, 1998), Phloroglucinols
(Phl) (Pfender et al., 1993 ; Carrol et al., 1995) (Figure 1.6).
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Figure 1.6: Les antibiotiques produits par les Pseudomonas dans le biocontrole.
(Haas et Défago. 2005)

Les métabolites antifungique et les antibiotiques sont I’essentiel facteur dans la
suppression du pathogene et le dans le contrdle de la maladie. Certaines interactions
antagonistes plus spécifiques entre agent bénéfique et infectieux peuvent aussi intervenir
comme le parasitisme des hyphes des pathogenes fongiques ou I’inactivation par le PGPR des
facteurs de germination et de pathogénicité. Cependant, I’isolement de certaines souches de
PGPR protectrices mais n’agissant par aucun de ces mécanismes a permis de mettre en
lumiere le fait qu’elles puissent agir indirectement en renforgant la plante vis-a-vis d’une

attaque ultérieure (Bais et al., 2006).
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5.6. CARACTERES PHENOTYPIQUES MICROBIENS

Plusieurs termes sont utilisés pour définir le potentiel d’'un organisme donné pour
coloniser les racines, telles que la compétitivité, I’efficacité rhizosphérique, la compétence
rhizosphérique ou le potentiel de colonisation. Les caracteres phénotypiques de 1’agent
microbien, appelé a coloniser la rhizosphere, déterminent son degré de réussite, les propriétés
structurales des parois cellulaires ont un réle dans I’adsorption et 1’adhésion aux particules du
sol, I’assimilation des exsudats racinaires, le chimiotactisme, 1’osmotolérance, le taux de
croissance et la mobilité sont autant des parametres liés étroitement a cette compétence

rhizosphérique. (Lugtenberg et al., 1994).

Le comportement des plantes dans le sol dépend, en premier lieu, de leurs réactions
aux attaques pathogenes, de I’équilibre biologique résultant de la compétition entre les
microorganismes bénéfiques et déléteres au niveau de la rhizosphere et des effets de
I’environnement. Les rhizobactéries jouent un role majeur dans la stabilité de cet équilibre, a
travers leurs relations avec les divers agents tellurique. Avec les plantes 1’antagonisme
microbien s’exprime en interaction avec le pathogéne dans ou a I’extérieur de I’hdte

(BAKER, 1985).

r N

Interaction de ’agent dans I’hote :
I-Induction de la résistance
2-Inhibition/ compétition
3-Hypovirulence

Plante hote

~.

Agent de biocontrdle Antagonisme a ’extérieur a I’hote :
1-Antibiose

2-Compétition
. / 3-Exploitation : a/Prédation
Pathogene b/ Hyperparatism

\- J

Figure 1.7 : Quelques mécanismes impliqués dans le biocontrole :
Comment les agents de biocontrole opérent-ils ?
(Benchabane, 2005)
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6. BIOCONTROLE ET BIOSTIMULATION
6.1. INTRODUCTION

Lorsque les pesticides conventionnels ne peuvent pas étre utilisés compte tenu de
préoccupations éco-toxicologiques liées a ’accumulation potentielle de leurs résidus, ou
encore lorsque le produit doit étre certifié issu de 1’agriculture biologique (Bais et al., 2006),
I’étude des bases moléculaires de I’interaction bactérie et champignon, sont d’'une immense
importance dans le domaine de la microbiologie (Guido, 2007), Le biocontrdle de ces
bactéries joue le rdle dans la prévention ou la limitation de I’établissement des agents

pathogeénes majeur ou mineur (Carolee et al., 1991 ; Gilles et al., 2005)

Deux des principaux avantages des agents de lutte biologique résident dans leur
compatibilité environnementale et dans le fait qu’ils offrent des modes d’action multiples et
différents de ceux des pesticides chimiques pour combattre les organismes nuisibles
(Duponnois et al., 1998 ; Bennett and Lynch, 1981) . Utilisés comme compléments ou en
alternance avec les pesticides classiques dans une perspective de lutte intégrée, ils permettent

de réduire I’apparition de résistances chez les pathogenes cibles (Bais et al., 2006).

1.6.2. RESISTANCE INDUITE ET CONTROLE BIOLOGIQUE

N

Quand les barrieres physiques et biochimiques constitutives ne suffisent plus a
limiter le pouvoir infectieux de pathogenes nécrotiques, les végétaux peuvent faire appel a
I’activation d’un spectre complexe de mécanismes de défense cellulaires (Lemanceaul992 ;
Van Loon et al.,1998 ; Bloemberg and Lugtenberg, 2001). Cette activation dépend de
I’interaction moléculaire qui s’établit entre la plante et son agresseur générant donc différents
types de résistances induites qui peuvent s’exprimer de maniere systémique dans les organes
autres que celui ayant subit la premicre infection (Maurhofer et al., 1994 ; Latour et al.,

1996 ; Chain et Benizri 2004)

Ce sont des mécanismes de reconnaissance qui se déroulent a I’échelle cellulaire, par
I’établissement d’une résistance trophique ou une résistance d’exclusion. Elle débute par le
phénomene de reconnaissance gene pour gene concept oligosaccharine. Une rapide activation
de mécanismes de défenses c'est-a-dire établissement d’une série de réactions physiologiques,
et chimiques et par conséquent la limitation du développement du pathogeéne par un

changement de phénotype connu sous le nom de symptdmes (Eldor, 2007).
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Cette résistance est souvent accompagnée par la production des ROS (reactive
oxygene species) (Journet et al., 2001 ; Walters and Boyle, 2005) et ’activation de 1’acide
salicylique (SA) protéine qui est le stimulateur majeur de défense naturelle des plantes
(Glazebrook, 2005), les (PR) inhibiteurs a la croissance du pathogene (Protein Related
pathogenesis), contribuent a la résistance de la plante et peuvent étre inducteur de la SAR

(Résistance Systémique Acquise) (Bais et al., 2006).

Les événements moléculaires associés a la SAR (Kessman et al., 1994,
Van Zwieten et al., 2007) sont de mieux en mieux connus. Ainsi, la transmission du signal
émis suite a la perception de 1’agent infectieux repose sur différentes voies dans lesquelles
I’Acide Salicylique (SA) (Glazebrook, 2005), I’Acide Jasmonique (JA) et 1’éthylene
(Glazebrook et al., 2003 ; Gobat et al., 2004).

Cependant, ces voies s’interpénetrent et agissent avec d’autres mécanismes pour former
un réseau de régulation modulable permettant a la plante d’initier une réponse défensive
spécifique en fonction de la nature du pathogene, qu’il soit virus, bactérie, champignon,
insecte ou nématode (Bais et al., 2006). Alors les mécanismes directes sont ceux qui élicitent
a la promotion de croissance, incluant la solubilisation des phosphates (Glick, 1995;
Choong-Min et al., 2005), en effet, I’induction de la résistance systémique (ISR) est un

mécanisme indirect, ayant un rdle dans le contrdle biologique (Kloepper, 1992).

L’induction a la résistance systémique peut étre divisée en quatre étapes principales :

la perception par la plante des molécules bactériennes responsables de I’élicitation du
phénomene s’effectue en premier temps, suivit de la transmission du signal nécessaire a la
systémisation du phénomene dans la plante et la mise en alerte de la plante au niveau
systémique qui, dans la plupart des cas, n’est pas accompagnée de modifications majeures de
I’activité transcriptionnelle avant I’attaque du pathogene, enfin, I’expression du ou des
mécanisme (s) de défense induits permettant de limiter voire inhiber la pénétration du

pathogene dans les tissus de I’hote végétal (figure 1.8) (Bais et al., 2006).
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Figure 1.8 : Interaction entre les PGPR la plante, le sol et le pathogéne. Induction de la
résistance systémique (ISR) (Hass and Defago, 2005)

Des travaux plus récents ont prouvé que I’ISR peut également étre efficace chez
certaines plantes monocotylédones (Bais et al., 2006). L’ISR est également peu spécifique
concernant la nature de 1'agent infectieux contre lequel elle permet de lutter (Larbaoui, 2003 ;
Bensaid, 2006). Elle est donc efficace non seulement contre les pathogenes du sol mais
également contre les dommages causés par les agents pathogénes qui ciblent les parties
aériennes (Bais et al., 2006), L’ISR semble ainsi étre lié aux caractéristiques génétiques
spécifiques de la rhizobactéries et de la plante hote Un phénomene valorisable pour le

développement des biopesticides (Maurhofer et al., 1994 ).

Enfin, Généralement, 1'ISR ne confere pas une protection totale contre 1“infection
(Harman et al., 2004), et la durabilité de la résistance induite par les PGPR différe d une
plante a lautre, mais aussi en fonction de la souche bactérienne utilisée
(Ramamoorthy, 2001). La stimulation de 1'ISR par les PGPR dépend de 1’espece végétale et

des caractéristiques génétiques spécifiques de la souche donnée.
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Les éliciteurs produits par les PGPR et impliqués dans 1’ISR sont moins bien connus,
mais les recherches menées ces dernieres années ont permis d’identifier plusieurs molécules
bactériennes jouant ce réle (Bakker et al., 2007). Les quelques éliciteurs connus sont classés
selon trois catégories : les composants de surface cellulaires, les métabolites régulés par le fer

et les antibiotiques (Ongena and Thonart, 2006).

Les mécanismes de défenses contrdlés par les PGPR ont fait I’objet de diverses
études sur la nature d’antagonisme que les PGPR adoptent. (Choong-Min et al., 2004)
Plusieurs études sur 1’utilisation des Pseudomonas ssp. fluorescentdans le biocontrole des
pathogenes ont été rapportés (Arabi and Jawhar, 2008). Ainsi, par le biais des inoculations,
pour fournir a la plante un systeme de défense (autoécologie) qui sera complémentaire avec
I’étude du sol (synécologie) : d’ou les deux approches sont nécessaires a 1’étude de la

rhizosphere (Bennett andLynch, 1980).

Une technique de détection de transmission d’électrons par microscope (T E M) a
permit I’observation de la colonisation primaire des racines d’orgepar les Pseudomonas
fluorescens. Selon (Hansen et al., 1997), cette colonisation bactérienne apres germination est
d’une grande importance pour le bon développement du plant, car c’est a ce niveau que
I’attaque des agents pathogenes a lieu, donc elle est directement inhibée par 1’antagoniste

(Figurel.9).

Figure 1.9 : La colonisation racinaire par Pseudomonas fluorescens (Hansen et al., 1997)
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CHAPITRE 2
MATERIELS ET METHODES
1. ISOLATS MICROBIENS

1.1. SOUCHES DE Pseudomonas fluorescens

Les souches bactériennes utilisées dans ce travail (Pseudomonas fluorescens)font
partie de la collection du laboratoire de phytopathologie du département d’Agronomie
(Université de Blida). La souche de Pseudomonas fluorescens connue sous le code B12 a été
isolée a partir de la rhizosphere du blé. La souche Pseudomonas fluorescens connue sous le

code B 13 est un mutant déficient en synthese de pyoverdine (pvd’).

La souche CHAO est considérée comme souche type de référence, utilisée dans de
nombreux travaux de recherche et d’expérimentation (Défagoer al., 1990 ; Lemanceau, 1992 ;
Keel et al., 1992 ; Georgakopoulos et al., 1994, Haas and Defago, 2005 ;Youard et al,
2007). Cette souche est connue par ses effets bénéfiques dans le biocontrdle et la promotion
de la croissance végétale; elle se caractérise par la production de divers métabolites
secondaires, notamment les pyoverdines, ’'HCN et les phénazines (Wang et al.,2000;

Bensaid, 2006 ; Joussetet al., 2007).

La pureté des souches a été vérifiée sur le milieu B de King (King et al. 1954)(Annexe

B.1) en réalisant plusieurs repiquages successifs sur le méme milieu.
1.2. AGENTS PATHOGENES

Dans notre expérimentation deux isolats fongiques ont été étudiés :Pyrenophora
graminea provenant d'une région céréaliere de 1’est algérien (Oum EL Bouaghi) isolé a partir
des semences d'orge (variété Tichedrett) ;Pyrenophora teres issu d’isolement effectué sur des
céréales de la région du centre (Blida) obtenu a partir de limbe foliaire d’orge présentant des
symptomes typiques de la maladie. Ces deux champignons ont été purifiés sur milieu PDA

(Annexe B. 2) puis conservés au laboratoire a 5°C.
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. Caracteres culturaux

Les caractéristiques et 1’identification s’est basée sur les criteres micro et

macromorphologiques de ces especes (Hansen et al., 1997).

Dans le souci d'obtenir une culture pure, nous avons procédé a plusieurs repiquages a
partir des fragments mycéliens sur le milieu PDA.L'incubation a25°C pendant une dizaine de
jours. Les deux isolats (Figure 2.10 ; Figure 2.11) ont été conservés a4°C dans des boites de

Pétri sur le milieu PDA.

Figure 2.10 : Pyrenophora graminea Figure 2.11 : Pyrenophora teres

2. MATERIEL VEGETAL

A fin de tester le comportement variétal de 1’orge a 1’égard de 1’isolat de Pyrenophora
graminea et Pyrenophora teres, ainsi que la biostimulation des Pseudomonas fluorescents,
nous avons utilisé cinq génotypes dont deux d’origine local, deux figurants dans la liste

provisoire et une variété nouvellement introduite.

* Origine locales : Saida et Tichedrett considérées comme Tres Sensibles a
I’helminthosporiose (Bembelkacem et al.,2000). Ces deux variétés sont les plus cultivées en
Algérie pour leur adaptation aux conditions de sécheresse du pays, sont connu pour leur tres

grande sensibilité a la strie foliaire.



Matériel et Méthodes

* Figurantes dans la liste provisoire a la commercialisation : Rihane et El Bahia
(Tichedrett xRebelle), Considérées comme Modérément tolérantes a 1’helminthosporiose.
e Variété nouvellement introduites : Fouarra considérée comme Tolérante a

I’helminthosporiose

L’ensemble de ces cultivars présentent un épi a 6 rang lache ou compact, leur cycle
végétatif vari de précoce, semi-précoce a tardif et sont cultivés particulierement dans les hauts
Plateaux Algériens. Les semences utilisées lors de notre expérimentation, proviennent de

I’Institut Technique des Grandes Culture, (ITGC) Sétif, destinés aux semis de la compagne

20009. Les caractéristiques relatives a ces cultivars sont présentées dans le Tableau 2.1.

Tableau 2.1 : Caractéristiques des variétés d’orge (ITGC Sétif 2009).

Variété SAIDA TICHEDRETT FOUARA RIHANE
Caractéristique
Epi 6 rangs laches a 6 rangs compacts a 6 rangs barbes a forte Effilée a 6 rangs,
barbes non barbes tres longues. pigmentation compacts a barbes
pigmentées, et anthocyanique blanches et longues.
longues.
Paille Creuse. Moyenne. Creuse Courte.
Grain Blanc Long. Long et peu ridé Gros Blanc arrondi
Cycle végétatif Semi précoce Précoce Précoce i
Tallage Moyen Moyen Bon Moyen
PMG Elevé Elevé Moyen Elevé
Zones Hauts plateaux Plaines intérieurs et Hauts plateaux Plaines intérieurs et
d’adaptation hauts plateaux hauts plateaux
Caractéristiques ~ Rustique mais a Rustique, tolérante a  Tolérante aux gelées A double
de la culture proscrire au la sécheresse exploitation bonne

littorale

performance en
zones seches

Comportement -Sensible aux -Assez sensible a la -Assez sensible a la Modérément
al'égard des Rouilles, Rouille jaune a la Rouille jaune a la tolérante a 1'0Oidium,
maladies Rhyncosporiose et Rhyncosporiose. Rhyncosporiose, Fusarium,
au charbon. . N ainsi qu’a I’Oidium Rhyncosporiose et
- Assez tolérante a la q , yneosp .
I'Helminthosporiose

- Tres sensible a
I'Helminthosporios
e et a I'0Oidium

Rouille noire

-Tres sensible a
I'Helminthosporiose

-Tolérante a
I'Helminthosporiose
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2.1. TEST DE GERMINATION DES SEMENCES

Dans des lots de semences (10-20), constitués par tirage aléatoire ont été utilisés pour
tester le pouvoir germinatif les grains sont désinfectées a 1’aide d’une solution d’hypochlorite
de Sodium a 2% pendant Smn et rincées dans trois bains successifs (5mn) chacun et séchée
sur papier filtre stérile. Les grains sont répartis dans 10boite de Pétri a raison de 10 graine par

boite, tapissé de deux disques de papier Buvard imbibé d’eau distillée stérile.

Le taux de germination a été estimé apres une période de 5-6 jours, par comptage des

grains ayant effectivement germés.

2.2. ETAT PHYTOSANITAIRE DES SEMENCES

Pour estimer le niveau de contamination des semences par les principales maladies
transmises par les semences, nous avons prélevé 10 grains de chaque variété, et les déposées
dans une boite de Pétri contenant le milieu PDA (Pomme de terre Dextrose Agar) avec trois

répétition pour chaque variété.

Pour les deux tests, les semences ont rincés a I’eau distillée stérile, et apres séchés.
La présence d'agents pathogenes dans ou sur les semences a été déterminée par 1'observation
de la croissance du mycélium sur le milieu PDA. Les résultats de 1’état phytosanitaire ont été

observés apres sept jours d’incubation a 25°C (Havak, 2004).
3. TECHNIQUES D’INOCULATION

La technique d’inoculation que nous avons adoptée pour le test du comportement des
dix génotypes d’orge vis-a-vis a la strie foliaire, est celle préconisée par Huston et Oswald
(1948) ; Skou et Haar (1987). Cette technique permet de détecter les mécanismes de
résistance exprimée au stade de pénétration dans le coléorhize et 1’établissement de I’infection

systémique de la plante (Demarley et Sibi, 1996), elle consiste en :

- La stérilisation superficielle des graines a I’Hypochlorique de Sodium a 5%

pendant 5 minutes.

- Apreés ringage abondant a I’eau distillée stérile, faire sécher les semences entre

deux feuilles de papier Buvard stérile.
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- Placer les graines dans des boittes de pétrie entre deux couches mycéliennes bien

développées et en croissance active (Figure 2.12.b ;c)

-Les cultures mycéliennes ont été obtenues apres incubation des isolats dans des

biotes de pétris pendant 4 a 5 jours sur milieu PDA (Potatos Dextrose Agar).

-Incubation pendant 12 jours 24°C.(Figure 2.12.c)

- Les mémes étapes ont été réalisées sur les semences témoins de chaque génotype
(Figure 2.12. a), sauf que ces derniers ont été déposés sur milieu PDA sans la

présence du pathogéne. (Houston et Oswald, 1948 ; Mohammad et Mahmood, 1974 ; Pecchioni

et al., 1996 ; Bembelkacem et al.,2000; Tacconi et al.,2001 )

Figure 2.12 : La méthode sandwich. a. Les semences d’orge du témoin sur milieu PDA.
b. Les semences d’orge sur milieu PDA colonisé par le champignon. ¢. Dépodt de la deuxieme
couche mycélienne sur les semences d’orge. d. Apparition des coléoptiles apres 12 jours
d’incubation a 24°C entre les deux couches mycéliennes.
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4. APPLICATION DES ANTAGONISTES

4.1 PREPARATION DE LA SUSPENSION BACTERIENNE

A partir des cultures bactériennes de Pseudomonas fluorescens agées de 48heures sur
milieu King B incubés a 25°C. Les bactéries ont été raclées et centrifugées 1000 tours/10mn

puis mises en suspension dans de I’eau stérile.

La densit¢é de I'inoculum a été ajustée a 2.10%fc.ml-1, a P’aide d’un

spectrophotometre (Shimadzu), en utilisant une courbe d’étalonnage établie a une densité

optique A =620 nm approximativement (Natschert al., 1994).
4.2. BACTERISATION

Afin d’assurer un niveau suffisant en population bactérienne dans les pots, deux
rappels de bactérisation, pour chaque souche, ont été réalisés apres une et deux semaines

apres le semis a I’aide d’un Becher de 50 ml contenant la suspension bactérienne.

Dans le cas du témoin, le traitement s’est effectué uniquement avec de I’eau distillée

stérile selon le méme volume de 50 ml
5. MISE EN PLACE DE LA CULTURE

L’expérimentation a été réalisée au niveau du Département Phytotechnie des

productions végétales de 1’Ecole Nationale Supérieure d’ Agronomie, El Harrach (Alger).

* Le sol : Le substrat de remplissage, non stérilisé, utilisé a 1’état naturel avec sa
floreindigene, prélevé sur 20 cm de profondeur au niveau de la station expérimentale du
département de Pyrotechnie, a partir d’'une parcelle non cultivée. Apres 1’élimination des
éléments grossiers et tamissage, puis mélangé 50% de sable de riviere, le mélange a été
réparti dans des pots d’une contenance de 10Kg. Une analyse du taux d’azote dans le sol a

été effectuée, au niveau du laboratoire des sciences du sol, ainsi les données relatives

* Transplantation : Dans des pots préparés deux jour avant et irrigués 24h a
I’avance, des plantules agées de 12j sont transplantées manuellement.
* Date de transplantation : Le 15 mars 2009. Chaque unité expérimentale est

représentée par deux pots contenant 10 plantules.
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e Date de I'inoculation : La premiere inoculation s’est effectuée le jour de la
transplantation, soit le 15 mars 2009. La deuxieme inoculation faite apres 15jour de la
premiere le 27 mars 2009. Ces deux dernieres effectuées par un apport manuel d’un volume
de 50 ml/pot, dont la concentration est de 2.108/ml. Les inoculums bactériens ont été préparés

selon la procédure déja décrite (Préparation de la suspension bactérienne).

» Irrigation : Des apports d’eau ont été amenés en fonction des besoins et de la
disponibilité afin d’assurer le bon développement. (1j/2) et ceci a I’aide d’un arrosoir pour
assurer une bonne uniformité des irrigations en répartissant la quantité d’eau sur toute la

surface du pot.

* Désherbage: L’élimination des plantes adventices a été effectuée

manuellement pendant tout le cycle végétatif.
6. DISPOSITIF EXPERIMENTAL

Pour tester le comportement des cinq génotypes d’orge vis-a-vis a la strie foliaire, et

la rayure réticulée, nous avons réalisé I’expérimentation suivante :

Selon un dispositif expérimental en Bloc Aléatoire Complet (BAC), avec trois

répétitions (Figure 2.13)

Pour notre expérimentation, nous avons adopté le dispositif en Bloc Aléatoire

Complet (BAC) en trois répétitions. Les facteurs étudiés sont

* Facteur 1 : Les variétés représentées par cinq niveaux

e Facteur 2: Le champignon (Pyrenophora graminea) responsable de la
maladie strié et (Pyrenophora teres) responsable de la maladie réticulée

* Facteur 3 : La souche bactérienne (Pseudomonas fluorescens) représentée par
deux niveaux P1 et P2.

Le nombre de traitements est alors de vingt traitements (5 X2 X2= 20).
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CiP2Vs PV CiP2V4 CiP1V, P>V C2P2Vs CiP1V4 CoP1V3
P2V3 CiP1V, C2P2 V2 CoV, CoP1Vy CoP2V,y GV CiP1Vs
C2P2Vy CiP2V, CoVy PV, C2P1Vs CiP1V3 CiP2V3 P1V4
CoP1 V3 P>Vs C2P2V3 CiP2V2 P1Vs CiVi C2P1V2 CiVs
CiV2 P>V, C2V, CiV4 Pi1V3 CiV3 P.V4 C2Vs
Bloc 3
CiP2V2 P1V2 Ci1V2 CoP1V, C2V2 CiP1V3 P>V, CoP1V2
C2P2V3 CoV3 CiP1V, P2V3 PV C1Vi CoP2Vi CiP1V;s
P1V; CiP2V3 C2P2 V2 C2P1Vs CiP2Vy4 C2Vi C2P2Vs P>V
CiP1V2 C1V; Pi1Vy C2Vs P2Vy CiP1V4 CaV4 CiP2Vs
CoP1V3 P2Vs C.PVy  CiP2V) CiV4 P1Vs C2P1Vy CiVs
Bloc 2
CiP2V2 CaP2V4 P>V, CiPiVys  CiPiVy P1Vs CiV2 C2Vs
P>V; CiVy CoP1Vy P1Vi CiP1Vs C2P2 V2 C2P1V3 CiP2Vs
CiP2V4 CiP1Va  CP2V; PiV3 P,Vs CPiVa  CiP2Vs CoP2Vs
CoVs P2V» CoP2Vy C2V4 Ci1V; CoP1Vs CoP1Vy P1V4
P2V4 CiP.V, Ci1Va CiP1V3 P1V2 CiVs C2Vi C2V2
Bloc 1
Vi: Saida V3: Rihane Pseudomonas fluorescens : Bi2 : Pyrenophora graminea
V2: Tichedrett V4: Bahia , )
Vs: Fouarra seudomonas fluorescens : Bi3z . Pyrenophora teres

Figure 2.13 : Dispositif expérimental
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7. PROMOTION DE LA CROISSANCE VEGETALE

Les effets de la bactérie sur la phytostimulation de I’espece (Orge), ont été estimés
par des mesures de parametres de croissance (mesure de biomasse) et racinaire. Des

échantillons de 10 plants ont été choisis, a la fin du cycle végétatif.

7.1. LONGUEUR RACINAIRE

Apres dépotage, les plantes ont été secouées et rincées abondamment a I’eau pour
éliminer la masse du substrat adhérent. Apres séchage, le systeme racinaire a été étalé et sa

longueur a été mesurée a I’aide d’un metre ruban.

7.2. HAUTEUR AERIENNE

La hauteur racinaire a ét€¢ mesurée a 1’aide d’un metre ruban, a partir du collet

jusqu’a I’extrémité apicale des plantes.

7.3. POIDS FRAIS ET SEC DE LAPARTIE AERIENNE

Toutes les plantes choisies aléatoirement pour subir les mensurations ont été coupées
au niveau du collet et pesées immédiatement pour éviter les pertes dues a la déshydratation.
Une fois le poids frais est noté, les plantes sont mises au four Pasteur a T°= 105°C pendant

48 h, afin de déterminer leurs poids secs respectifs.

7.4. POIDS FRAIS ET SEC DE LA RACINE

Apres récupération du systeme racinaire des plantes, immédiatement le poids frais a

été pesé, quant au poids sec, est déterminé apres séchage (cf.2.7.3)

8. DETERMINATION DE LA MATIERE AZOTEE TOTALE

L’azote a été dosé par la méthode de Kjeldahl (1883) (I’'I[TGC El-Harrach), sur un

échantillon de 1g, de jeunes feuilles seches, puis sur 1g de grains moulus.
8.1. MINERALISATION

Introduction de I’échantillon de 1g dans un matras de 250 ml, ajouter 2g du

catalyseur préalablement préparé (Annexe B.3), puis ajouter 30 ml d’acide sulfurique.
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Porter le matras a la rampe d’attaque, chauffer jusqu’a décoloration, puis continuer le

chauffage 1 heure apres la décoloration.
-Laisser refroidir, ajouter 100 ml d’eau distillée afin de rassembler le fond de la fiole.
-Transvaser le tout dans une fiole et compléter avec de 1’eau distillée a 250ml.

8.2. DISTILLATION ET DOSAGE

- Prélever 20 ml de la solution et la faire passer dans la fiole de Kjeldahl (ampoule de

distillation). Ajouter 20 ml de soude a 50%.

- Pipeter 10 ml d’acide borique a 4% dans un Erlenmyer de 50 ml, puis plonger le

tube du réfrigérant de 1’appareil de distillation dans I’Erlenmyer.

- Commencer a chauffer et distiller jusqu’a ce que 50 ml de distillat soient recueillis,

acide borique inclus, dans I’Erlenmyer.

- Faire le dosage de NH3 par titrage avec de I’acide sulfurique a 0.05N (soit T ml),

prendre pour le point final le moment ou le PH atteint celui de 1’acide borique.

- Faire les dosages pour 1’échantillon, ainsi que pour le blanc avec la méme quantité

de réactifs (soit B ml).
Le calcul de la matiere azotée totale a été effectué selon la fornmm N% = (A/A’) (T-B) NX (1.4/S)
T = nombre de ml d’acide sulfurique utilisé pour le dosage de 1’échantillon
B = nombre de ml d’acide sulfurique utilisé pour le blanc
N = normalité de 1’acide sulfurique
S = poids de I’échantillon
A = volume de la fiole jaugée

A’= volume prélevé de la fiole.
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9. DOSAGE DE LA PROLINE

D’apresTroll et Lindsley (1955), simplifiée et mise au point par Dreier et Goring
(1974) cité par Monneveux et Nemmar (1986). Cette technique est basée sur la capacité de la
Proline a réagir en milieu acide et a chaud avec la Ninhydrine pour donner un composé rose a

rouge, soluble dans les solvants organiques tel le Toluene.

50 mg de matiere fraiche sont pesés, puis broyés en ajoutant S5Sml de méthanol, puis

faire passer au Vortex. L’ensemble est chauffé au bain marie a 85°, pendant 1h.

- Prélever 0.5ml apres refroidissement, et ajouter 1ml du réactif de Ninhydrine (Annexe B.4),
- Faire passer a ébullition a 90°C puis ajouter 3mn de Toluene

- 5 ml de Toluéne sont ajouté, apres centrifugation deux phases apparaissent (Figure 2.14) :

- la phase supérieure organique contenant la proline est prélevée

- La phase inférieure aqueuse est éliminée

Figure 2.14 : Solution mere du dosage de la proline

- Mesurer a une densité de 520 nm et préparer la solution mere qui permet d’établir la courbe

d’étalonnage.
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2.10. INCIDENCE DE LA MALADIE

Doussinaut (1986) a suggéré que les jeunes plantes infectées peuvent €tres utilisés

pour quantifier la résistance.

Etant donne que la strie foliaire est une maladie a cycle simple et qu’elle est
systémique et transmissible que par semence, le comportement de nos dix génotypes sera

alors évalué par le pourcentage des plants infectes.

L’incidence de la maladie est alors exprimée en % calculé selon le rapport suivant :
I= Nombre de plants malades / Nombre total *100

Le plant est considéré malade s’il présente au moins une notation de (Tableau 2.2°

Le nombre de plants infectés a été estimé au stade début tallage, tallage, et épiaison
puis exprimé en pourcentage. Le classement s’est réalisé selon 1’échelle élaborée par

Skou et al (1994 ) est indiquée ci-dessous :

Tableau 2.2 : Echelle d’incidence de la maladie (Skou et al., 1994)

Notation Interprétations
[0-2 %] Génotype tres résistant

[2-5 %] Génotype résistant

[5 - 15 %] Génotype moyennement sensible

[15-40 %] Génotype sensible.
[40 > Génotype tres sensible
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2.11. SEVERITE DE LA MALADIE

La sévérité est représentée par I’importance des symptomes sur les différentes parties

de la plante ou se développe le pathogene.

Une estimation de la sévérité a été évaluée selon la méthode de Swissgranum, qui se
traduit par I’attribution d’une note de 1-9 ; cette note est établie en fonction des observations

visuelles (Tableau 2.3)

Tableau 2.3: Méthode de taxation des maladies selon Swissgranum (2005)

Note  Description de la méthode pour les maladies foliaires

Totalement sain, aucune attaque
Quelques taches sur les feuilles F3 et F4

Quelques taches sur les feuilles F3 et F4 de nombreuses plantes

A W N =

Nombreuse taches feuilles F3 et F4 (+tiges), quelques taches sur les feuilles F1
(F1 = étendard)

Etendard de toutes les plantes attaqué (< 25% surface foliaire atteinte)
Nombreuses taches sur les étendards (~25% surface foliaire atteinte)

Forte attaque sur 1'étendard (~50% de la surface foliaire atteinte)

Tres forte attaque sur 1'étendard (~75% de la surface foliaire atteinte)

o R N O

Etendard totalement couvert de taches et détruit (~100% de la surface foliaire atteinte)

Les notes sont établies en fonction des observations visuelles du pourcentage de la

surface infestée des étages foliaires a la fin du cycle végétatif.
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2.12. COLONISATION RHIZOSPHERIQUE

En fin de notre expérimentation ; et dans le but de confirmer et de vérifier la
présence des inocula bactériens apportés lors des opérations de bactérisation, un fragment de

racine est prélevé aléatoirement de chaque traitement, suivi de plusieurs rincages a I’eau

distillée stérile et sécher séparément sur papier filtre stérile.

Chaque fragment est déposer aseptiquement dans des boites de Pétri sur milieu

King B. Les observations sont effectuées a 72h apres incubation a 25°C.

Figure 2.15 : Récupération des racines bactérisés
.ETUDE DE LA DYNAMIQUE DES POPULATIONS BACTERIENNES

Vu que le nombre de bactéries peut €tre estimé directement par un comptage sous
microscope (Bennet andLynch, 1980), des échantillons de sol ont été récupérés a raisonde 1 g

de sol par pot et mis dans un tube 2 essai contenant 9 ml d’eau distillée stérile (10™").

Apres homogénéisation, et a partir de cette dilution, une série de dilution a été
préparée jusqu’a la dilution 2 10®. A I’aide d’une pipette Pasteur, un volume de 0.1 ml est
étalé sur la surface d’une boite de Pétri contenant le milieu King B. Incubation a 25°C

pendant 24h a 72h.

Selon le protocole de dénombrement au laboratoire d’écologie microbienne et
pathologie des sols (Coch, 1981), seules les boites présentant entre 30 et 300 colonies ont été
retenues. Le calcul de la concentration bactérienne de la solution mere se fait selon

(Duponnois et al., 1998) la formule suivante :

Concentration de la solution mére = NBR de colonies/ Volume X Dilutions
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2.13. TRAITEMENT DES DONNEES

Les donnés recueillis pour I’ensemble des caracteres étudi€s ont subit une analyse
statistique afin de déterminer les variations intra traitement (la différence entre les répétitions

du méme traitement) et inter traitement (la différence entre les traitements).

Les valeurs ont été soumises a une analyse de la variance a 1’aide du logiciel
STAT-ITCEF, Paris, France, 1987, concernent 1’étude des effets individuels de chaque facteur

ainsi que leur interaction.lIl s’agit de mettre en évidence I’effet :

e Du facteur génotype sur les variables étudiées
e Du facteur souches des champignons sur les variables étudiées
*  Du facteur souches des bactéries sur les variables étudiées

o De I’interaction de ces trois facteurs.

La comparaison des moyennes a été effectuée par le test de Newman-Keuls a un seuil de
probabilité de 5
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION
1. TAUX D’INFECTION

Durant les deux premieres semaines, apres I’inoculation fongique et la bactérisation,
aucun symptome notable n’a été observé sur I’ensemble des plants, quelque soit le traitement
étudié. La maladie a fait son apparition des symptdmes a la troisieme semaine ; a I’exception
du génotype Fouarra ol apparait a la 4eme semaine. L’évolution des symptomes était tres
rapide chez I’ensemble des traitements.Pour les traitements bactérisés, un léger recule est

signalé par rapport au témoin

Les cinq génotypes d’orge sans bactérisation (Témoins)réagissent différemment
inoculations des deux champignons (Pyrenophora graminea ; Pyrenophora teres). Nous
constatons que le taux d’infection le plus élevé est noté chez les génotypes Rihane et
Tichedrett avec une moyenne supérieure a 70%, tandis que le génotype Fouarra est le moins

infecté avec 12.59%, il est considéré comme tolérant a I’infection (Figure 3.16).

90 -
80 A B Pyrenophora graminea
Pyerenophora teres

60 A

50 -

30 -
20 A

10 A

0 1 I I I 1
SAIDA TICHEDRETT RIHANE BAHIA FOUARRA

Figure 3.16 : Taux d’infection chez les cinq génotypes sans bactérisation (Témoins)
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D’apres 1’analyse de la variance (P<0.05), le champignon Pyrenophora graminea
semble plus infectieux par rapport a Pyrenophora teres(Annexe C.1). L’inoculation par le
pathogene Pyrenophora graminea a montré que les génotypes Tichedrett et Rihane sont les
plus susceptibles a 1’inoculation, enregistrant des taux assez élevés, méme si leur épis ont
produit des graines infectées (Figure 3.17.b) et parfois des situations d’avortement
(Figure 3.17.c). Les génotypes Bahia et Fouarra dont les taux d’infections ne dépassent pas
les 20% ont été considérées moins susceptibles. Avec les inoculations réalisées par P. teres,

pour I’ensemble des génotypes I’infection n’a pas dépassé le seuil de 50% (Figure 3.16)

Figure 3.17 : Comportement des épis aux inoculations des champignons.
a. épis sain. b. avortement des graines. c. grain infecté.

Selon les génotypes testés et en comparaison avec les témoins, la bactérisation n’a
pas totalement éliminé les maladies, néanmoins, nous avons noté des réductions parfois
appréciables en taux d’infections. L’application des souches dePseudomonasfluorescens a
induit un effet notable sur la variété Fouarra, ol la souche P1 a inhibé [I’agressivité de P.
graminea avec un taux de 17% et P.teres de 10%. De méme concernant le génotype Rihane,
nous avons enregistré des résultats positifs car grace a la bactérisation, le taux d’infection a
diminué de 40% avec I’application de la souche P1 et de 10% avec I’application de la souche

P2 (Tableau 3.4 ; Figure 3.20).

Saida une variété aussi sensible que Tichedrett, n’a pas donné de résultats
satisfaisants avec les Pseudomonas, cette interaction n’a fait qu’augmenter la réponse

défavorable envers les champignons de 20% en moyenne.
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Résultats et Discussion

L’analyse de la variance a révélé un effet significatif au seuil (0.01%) concernant le taux

de sévérité chez I’ensemble des traitements (Annexe C.2).

Le champignon Pyrenophora gramineainfecte en moyenne toute les feuilles F3 et F4

jusqu’a la feuille étendard, alors que Pyrenophora teres les taches sont présentes qu’au niveau

des feuilles F3 et F4 (Figure 3.18)

O P N W b U1 O N
1

H Pyrenophora graminea

1 Pyerenophora teres

SAIDA TICHEDRETT RIHANE

BAHIA FOUARRA

Figure 3.18: Taux d’infection chez les cinq génotypes sans bactérisation (Témoins)

Méme si les réactions sont différentielles, la bactérisation a induit des régression

notables en terme de sévérité. En effet, I’application de la souche P1 a inhibé 1’expression de

P. graminea, alors que la souche P2 a inhibé celle de P. teres (Tableau 3.5 ; Figure 3.20).

Globalement, avec 1’ensemble des
génotypes, la diminution de la sévérité des
deux pathogenes est assez importante, a
I’exception du génotype Fouarra qui se
présente avec plus de sensibilité aux
infections, s’exprimant avec des taches
plus larges au niveau des feuilles plants

infectés (Figure 3.19)

Figure 3.19 : a. épis sain.(b).Taches importantes au
niveau des feuilles Fouarra.
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Tableau 3.4: Effet de bioprotection (%) Pseudomonas fluorescens sur les niveaux d’infection

Génotypes  Champignons Souches Effets positifs Effets négatifs
bactériennes ou nul
P. graminea *P1 / 43.3
Saida *P2 / 23.3
P.teres P1 / 43.3
P2 15 /
P. graminea P1 63.3
Tichedrett P2 / 73.33
P.teres P1 / 55.5
P2 / 66.6
P. graminea P1 43.33 /
Rihane P2 30 /
P.teres P1 16.6 /
P2 / 33.33
P. graminea P1 / 2333
Bahia P2 / 40
P.teres P1 / 26
P2 / 40
P. graminea P1 3 /
Fouarra P2 10 /
P.teres P1 16 /
P2 23 /

Tableau 3.5: Effet de bioprotection (%) Pseudomonas spp. fluorescenssur les niveaux de
sévérité

Génotypes Champignons Souches Effets positifs Effets négatifs ou

bactériennes nul
P. graminea P1 2 /
Saida P2 3 /
P.teres P1 2 /
P2 1,67 /
P. graminea P1 5 /
Tichedrett P2 5,33 /
P.teres P1 4 /
P2 3,67 /
P. graminea P1 2 /
Rihane P2 / 3
P.teres P1 2,67 /
P2 2 /
P. graminea P1 3 /
Bahia P2 / 3
P.teres P1 2,67 /
P2 2 /
P. graminea P1 1,33 /

Fouarra P2 / 2,67
P.teres P1 2,67 /
P2 2 /

* P1 : Souche bactérienne B12.
* P2 : Souche bactérienne B13.
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Figure 3.20 : Taux d’infection (a) et de sévérité (b) des cinq génotypes.

C1: P. graminea ; C2: P. teres.
P1 : Souche B12 ; P2 : Souche B13
V1: Saida; V2: Tichedrett ; V3 : Rihane ; V4 : Bahia ; V5 :Fouarra.
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3. DISCUSSION

Lors de nos essais, la bactérisation n’a pas inhibé totalement I’infection des deux
champignons, le comportement des cinq génotypes est alors tres variable a I’égard des deux
agents pathogenes, mais aussi avec I’inoculation des deux souches bactériennes P1 et P2,

allant d’une grande sensibilité a une tolérance moyenne.

La description des symptomes fait référence a des symptdmes foliaires typiques ;
concernant la strie foliaire, il est visible que les stries s’étendent en parallele avec les nervures
des feuilles a partir de la base au fur et 2 mesure que la maladie progresse (Figure 3.21), quant
a la rayure réticulée, c’est 1’apparition des nécroses linéaires qui a eu lieu lors des premiers
symptomes. Au stade plus avancé, ces taches ce sont croisées entre elles et ce sont fusionnées

en envahissant la totalité de la surface foliaire (Figure 3.22).

Les génotypes sensibles ont alors développé des symptomes maladifs significatifs

plus importants que les génotypes tolérants.

L’infection était plus importante avec P. graminea que chez P.teres. Le complexe
du syndrome symptomatologique est considéré comme un indicateur des réactions des
génotypes pour leur sensibilité ou leur résistance (Zillinsky, 1983 ; Muelleri et al., 2003).
Cependant, 1’apparition des symptomes est en fonction d’une part de I’agent pathogene et
d’autre part du génotype. Concernant 1’orge c’est une espece qui présente une trés grande

variabilité de réactions a ces deux maladies (Tekauz, 1983 ; Delgou, 1989). 1l a été démontré

que chez les variétés d'orge résistantes, le taux de respiration augmente plus rapidement et a une plus grande

mesure en réponse a l'inoculation par I’agent pathogene qui fournir 1'énergie pour résistance, comparativement

aux variétés sensibles (Peccochini, 1996).

Tichedrett variété locale, a montré une grande sensibilité vis-a-vis de P. graminea
et de P.teres, cela n’empéche pas que cette derniere est I’une des variétés la plus appréciée
par les agriculteurs algériens (Benbelkacem, 2000). Ceci est en relation avec sa grande
adaptation qu’elle a montré durant des conditions souvent extrémes et inadéquates dans les
régions arides ou semi arideou elle est cultivée, notamment en situation de stresse hydrique,

mais elle se caractérise par un potentiel génétique sensible aux maladies (Bouranane, 2008).
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Il est a précisé que la bactérisation méme si elle n’a pas inhibé I’infection, nous
constatons que la sévérité des maladies pour la plupart des génotypes a été nettement réduite,

ce qui diminue de la gravité de la strie foliaire et celle de la rayure réticulée.

En terme de sévérité, des notations et des observations intéressantes ont été prises
concernant le développement et I'importance des symptomes chez les plants bactérisés.
L’inoculation bactérienne s’est alors prononcée avec des effets totalement positifs, les
résultats montrent que 1’envahissement des maladies de la strie foliaire et de la rayure
réticulée a diminué d’une forte attaque sur 1I’étendard a quelques taches sur les feuilles F3 et
F4 chez les génotypes Tichedrett et Rihane considérés comme sensibles aux infections

(Figure 3.23 et 3.24) .

L’importance de la maladie se traduit d’une part par les nécroses qui réduisent la surface foliaire
photosynthétique, limitant ainsi physiologiquement la plante (Jebbouj etEl Yousfi, 2009) et
d’autre part des réactions des cultivars qui varient entre la résistance et la sensibilité en fonction du pathogene

(Tacconi, 1981). Des différences génotypiques parmi les cultivars d'orge ont été signalés par divers auteurs

(Tekauz, 1983; Boufenar ef al., 2007). La variabilité de P. graminea et P. teres a également été signalée par

différents auteurs (Hammouda 1988, Mohammad et Mahmood 1976, Tunal1 1992 ; Tarim et al., 2007).

La variation de la longueur des stries provoquées d’un isolat a un autre, semble étre
da a des différences dans la quantité et/ ou la qualité de la toxine (Pg) produite par les isolats
ou encore de l’interaction de cette derniere avec les autres substances produites par le
pathogene (Haegi et al., 1994). La variation de la longueur de la strie d’une variété a une
autre semble étre due a des différences dans le niveau de résistance des variété€s (Zammoum,
2008). Selon Haegi et al.,(1998), la quantité de toxines accumulées dans un cultivar sensible
est beaucoup plus importante que celle d’un cultivar résistant. La durée d’apparition des
symptomes apres infiltration des composés toxiques varie avec le niveau de la résistance

variétal et le niveau de virulence de I’isolat.

Il a été constaté de grandes variations entre les répétitions ceci peut s'expliquer par le
fait que certains grains ont été fortement envahies par de grandes quantités d'inoculum et
certains ont perdu leur tégument de la graine au cours le processus de trempage (Mohammad

et Mahmoud, 1974 ; Bembelkacem et al., 2000).
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* Etat comparatif du développement des symptomes

Figure 3.21 : Symptomes de la strie Figure 3.23 : Symptomes de la strie foliaire
foliaire importants chez les plants bactérisés

Figure 3.22: Symptomes de la rayure Figure 3.24 : Symptomes de la rayure
Réticulée importants réticulée chez les plants bactérisés



Résultats et Discussion

La gravité de la maladie striée par rapport a la rayure réticulée peut se traduire par la

différence dans les modes de transmission et dans la voie d’infection (El Attari ef al., 1998 ;
Arru et al., 2003). Cela peut s'expliquer par le fait que P. graminea est exclusivement

transmis par les semences et son infection induit deux phases : (1) Initialement le champignon
envahi systématiquement la plante et provoque des nécroses linéaires, qui sont les symptomes
typiques de la strie foliaire. (2) les toxines se propagent durant la phase de nécrose, ainsi

s’effectue la virulence, qui est le facteur de la pathogénicité (Haegi et Porta Pulgia, 1995).

Alors que l'agent pathogene P. feres provoque une maladie monocyclique ayant un faible niveau en potentiel

épidémique (Richardson, 1976; Knudsen, 1986).

Dans le sol, ce pathogene se maintient comme un saprophyte, probablement en
raison de I’antagonisme avec d’autres micro-organismes du sol, particulierement avec un
niveau €levé d’azote, seulement quand le champignon est attaché et localisé au niveau de la

racine, il ne se produit pas une infection systémique (Agrios, 2005).

P. graminea et le P. teres sont étroitement liées phylogénétiquement
(Tayloret al., 2001), méme s’ ils diffeérent en certains aspects, tels que la symptomatologie,
I’infection qu’elle soit locale ou systémique et la capacité de produire avec succes des

infections secondaires sur les feuilles de 1’orge (Vergara et al., 2003).
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4. PARAMETRES DE CROISSANCE

Il est a noté que les parametres de croissance ont été mesurés a la fin de la période

végétative de nos plants, soit 85 jours.
4.1. PARTIE RACINAIRE

4.1.1. Longueur des racines

La bactérisation a induit a une phytostimulation sur la partie racinaire, confirmée par

les analyses de la variance qui ont montré des effets significatifs notables (Annexe C.3).

La longueur racinaire a été nettement meilleure chez les plants bactérisés ; en effet, la
longueur chez les témoins varie de 43 cm a 61 cm, alors qu’en bactérisation, ces valeurs
dépassent les 80 cm. Ces effets sont plus prononcés chez le génotype Rihane avec une

longueur maximale de 101 cm (Tableau 3.6 ; Figure 3.25.a).

L’analyse de la variance (Annexe C.3) a montré que chez la plus part des traitements,
c’est la souche P1 qui procure plus de phytostimulation par rapport a la souche P2. Aussi,
I’interaction de ces deux souches rhizobacteriennes avec P. graminea et P. teres a engendré

des effets de phytostimulation supérieurs aux témoins (Tableau 3.6).

4.1.2. Poids frais et sec de la partie racinaire

D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté une augmentation des poids frais et
sec de la partie racinaire entre les différentes interactions. Pour le poids frais, la meilleure
performance a été obtenue chez les plants bactérisés par 1’interactionde la souche
P1- P. graminea avec un poids de 2.67g chez la variété Tichedrett, suivie de I’interaction
P2- P. graminea avec un poids de 2.26 g chez la variété Saida, tandis que les

témoinsrespectifs n’ont présenté que 1.50 get 1.15 g (Tableau 3.3)
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Comparativement aux témoins, I’interaction P2- P. gramineaprésente le meilleur poids
sec racinaire avec une valeur de 2.09 g. Une légere augmentation des valeurs en poids sec a

été enregistrée chez les autres interactions.

Figure 3.25 : Développement racinaire chez I’orge.
a. Génotype Rihane bactérisé avec la souche P1. b. Témoin sans bactérisation.




Tableau 3.6 : Développement de la partie racinaire des cinq génotypes avec les différents traitements

Traitements
Génotypes Parametres Témoins P1 P1C1 P1C2 P2 P2C1 P2C2
Longueur racinaire 49.00+0.78 81.33+4.36 89.00+1.12 82.67+2.00 99.50+1.58 83.00+2.01 83.00+2.38
(k)* (de) (abc) (cd) (ab) (cd) (cd)
SAIDA Poids frais racinaire 1.15+0.03 2.09+0.32 1.05+0.06 1.56+0.01 2.03+0.09 2.26+0.06 1.58+0.27
(ab) (ab) (H) (de) (ab) (ab) (ce)
Poids sec racinaire 1.07£0.03 1.710.24 0.91+0.07 1.46+0.13 1.93+0.03 2.09+0.09 1.48+0.05
(e) (abo) (H) (cd) (ab) (ab) (bo)
Longueur racinaire 51.00+0.78 81.00+0.24 69.67+0.48 71.67+2.01 92.5044.03 81.33+1.42 65.00+3.34
(k) (de) (2 (H) (abc) (de) (h)
TICHEDRETT Poids frais racinaire 1.50+0.03 1.93+0.1 2.67+0.12 0.92+0.01 2.78+0.02 0.81+0.01 1.55+0.24
(k) (bo) (ab) (1) (a) (k) (de)
Poids sec racinaire 1.29+0.03 0.97+0.09 2.34+0.35 0.87+0.09 2.31+0.18 0.77+0.06 1.46+0.24
(de) () (ab) () (ab) (h) (cd)
Longueur racinaire 61+0.78 101+4.79 83.33+7.55 83.50+4.73 83.67+2.83 91+5.56 83.33+2.36
(1) (a) (cd) (© (bo) (ab) (cd)
RIHANE Poids frais racinaire 1.28+0.03 1.30+0.27 1.72+0.15 1.324+0.34 1.33+0.09 1.70+0.60 1.44+0.17
(de) (de) (cd) (de) (de) (cd) (de)
Poids sec racinaire 1.25+0.03 1.25+0.27 1.54+0.14 1.27+0.35 1.27+0.08 1.59+0.53 1.3+0.17
(de) (de) (bo) (de) (de) (bo) (def)
Longueur racinaire 43.00+0.78 71£1.01 53.33+2.79 78.33+1.07 85+3.36 7446.76 70.67+2.00
(m) (f) () de) (bo) ) ()
BAHIA Poids frais racinaire 0.88+0.03 1.32+0.46 1.57+0.31 1.68+0.34 0.83+0.1 0.93+0.03 1.75+0.11
g) (de) (de) (cd) g) (1) (cd)
Poids sec racinaire 0.84+0.03 1.25+0.45 1.48+0.29 1.57+0.35 0.76+0.08 0.88+0.02 1.68+0.15
(9] (de) (bcd) (bo) (h) () (abc)
Longueur racinaire 47+0.78 82+2.23 85+1.01 65+2.41 78.5+4.07 71.67+£5.29 63.33+4.19
(m) (cde) (bo) (h) (de) (H) (1)
FOUARRA Poids frais racinaire 2.03+0.12 2.44+0.30 1.05+0.15 1.56+0.19 2.09+0.12 2.26+0.33 1.58+0.29
(abce) (a) (H) (de) (abc) (ab) (de)
Poids sec racinaire 1.63+0.13 2.08+1.60 0.94+0.17 1.40+0.15 1.65+0.13 1.384+0.31 1.02+0.27
(bo) (ab) () de) (bo) de) e

*Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différents
au risque d’erreur (P<0.05).

C1: P. graminea ; C2 : P. teres.

P1 : Souche B12 ; P2 : Souche B13

V1: Saida; V2: Tichedrett ; V3 : Rihane ; V4 : Bahia ; V5 :Fouarra.



4.2. PARTIE AERIENNE

4.2.1. Hauteur des tiges

La bactérisation a induit a une phytostimulation sur la partie aérienne. Les analyses de la variance
ont montré des effets significatifs notables (Annexe C. 6). La hauteur de la tige a été nettement meilleure
chez les plants bactérisés. En effet, les hauteurs chez les témoins varient de 27.5 cm a 36.17 cm, alors
qu’en bactérisation, les valeurs dépassent les 35 cm. Ces effets sont plus prononcés chez le génotype Saida

avec une hauteur maximale de 44.17 cm.

L’analyse de la variance (Annexe C.6) a montré que chez la plupart des traitements, c’est la souche
P1 qui procure plus de phytostimulation par rapport a la souche P2. Aussi, I'interaction de ces deux
souches rhizobacteriennes avec P. graminea et P. teres a engendré des effets de phytostimulation

supérieurs aux témoins (Tableau 3.7).

4.2.2. Poids frais et sec de la partie aérienne

D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté une augmentation des poids frais et sec de la
partie racinaire avec les différentes interactions. Pour le poids frais, la meilleure performance a été obtenue
chez le génotype Fouarra bactérisés par la souche P1 avec un poids de 1.75 g, suivie de I’interaction P2- P.

teres avec de 1.65 g chez la variété Tichedrett (Tableau 3.7).

Comparativement aux témoins, ’interaction P2- P. feres avec la variété Fouarra qui présente le
meilleur poids sec racinaire avec une valeur de 0.87 g. Une légere augmentation des valeurs en poids sec a

été enregistrée chez les autres interactions (Tableau 3.7).



Tableau 3.6 : Développement de la partie racinaire des cinq génotypes avec les différents traitements.

Traitements
Génotypes Parametres Témoins P1 P1C1 P1C2 P2 P2C1 P2C2
Longueur racinaire 49.00+0.78 81.33+4.36 89.00+1.12 82.67+£2.00 99.50+1.58 83.00+2.01 83.00+2.38
(k)* (de) (abc) (cd) (ab) (cd) (cd)
SAIDA Poids frais racinaire 1.15+0.03 2.09+0.32 1.05%0.06 1.56+0.01 2.03+0.09 2.26+0.06 1.58+0.27
(ab) (ab) ) (de) (ab) (ab) (ce)
Poids sec racinaire 1.07+0.03 1.710.24 0.91£0.07 1.46+0.13 1.93+0.03 2.09+0.09 1.48+0.05
©) (abe) ® (cd) (ab) (ab) (be)
Longueur racinaire 51.00+0.78 81.00+0.24 69.67+0.48 71.67+2.01 92.50+4.03 81.33+1.42 65.00+3.34
(k) (de) (2) ) (abc) (de) (h)
TICHEDRETT Poids frais racinaire 1.50+0.03 1.93+0.1 2.67+0.12 0.92+0.01 2.78+0.02 0.81+0.01 1.55+0.24
(k) (be) (ab) 1) (@) (k) (de)
Poids sec racinaire 1.2940.03 0.97+0.09 2.3440.35 0.87+0.09 2.3140.18 0.77+£0.06 1.46+0.24
(de) ® (ab) ® (ab) (h) (cd)
Longueur racinaire 61+0.78 101+4.79 83.33£7.55 83.50+4.73 83.67+2.83 91+5.56 83.33+2.36
(1) (a) (cd) (© (bc) (ab) (cd)
RIHANE Poids frais racinaire 1.28+0.03 1.30£0.27 1.7240.15 1.32+0.34 1.33£0.09 1.70+0.60 1.4440.17
(de) (de) (cd) (de) (de) (cd) (de)
Poids sec racinaire 1.25+0.03 1.25+0.27 1.54+0.14 1.27+0.35 1.27+0.08 1.59+0.53 1.3£0.17
(de) (de) (bo) (de) (de) (bo) (def)
Longueur racinaire 43.00+0.78 71£1.01 53.33+£2.79 78.33+1.07 85+3.36 7446.76 70.67+2.00
(m) ) ) (de) (be) (e ) (2)
BAHIA Poids frais racinaire 0.88+0.03 1.32+0.46 1.57+0.31 1.68+0.34 0.8320.1 0.93+0.03 1.75+£0.11
) (de) (de) (cd) ) (1) (cd)
Poids sec racinaire 0.84+0.03 1.2540.45 1.48+0.29 1.5740.35 0.76+0.08 0.88+0.02 1.68+0.15
(€9) (de) (bcd) (be) (h) ® (abo)
Longueur racinaire 47+0.78 82+2.23 85+1.01 65+2.41 78.5+4.07 71.67+£5.29 63.33+4.19
(m) (cde) (bc) (h) (de) ® (1)
FOUARRA Poids frais racinaire 2.03£0.12 2.44+0.30 1.05%0.15 1.56+0.19 2.09+0.12 2.26+0.33 1.58+0.29
(abe) (a) ) (de) (abc) (ab) (de)
Poids sec racinaire 1.63£0.13 2.08+1.60 0.94+0.17 1.40£0.15 1.65+0.13 1.38+0.31 1.02+0.27
(bo) (ab) ® (de) (bo) (de) (e)

*Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différents
au risque d’erreur (P<0.05).

C1: P. graminea ; C2 : P. teres.
P1 : Souche B12 ; P2 : Souche B13
V1: Saida; V2: Tichedrett ; V3 : Rihane ; V4 : Bahia ; V5 :Fouarra.
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4.3. TENEUR EN MATIERE AZOTEE TOTALE (MAT %)

Le dosage de la matiere azotée totale chez les plants bactérisés avec les différentes
souches de Pseudomonas révele une meilleure teneur en azote. Les plants traités par la souche
P1, la teneur en matiere azotée chez la majorité des génotypes est un peu plus élevée que celle

traités par la souche P2 (Tableau 3.8).

La teneur en azote des feuilles chez les plants inoculés par P. graminea est inférieure
a celle des plants inoculés par P. teres,quoique pour la plupart des valeurs sont faibles

(<1% MS), a I’exception du génotype Fouarra dont les teneurs dépassent 1% MS.

Quant a la teneur en azote des grains, les témoins ont enregistré des valeurs
importantes, a I’exemple de la variété Fouarra avec 1.87 % MS. Chez les plants bactérisés les
teneurs ont atteint 2.1 % MS chez la variété Saida. En outre les teneurs ont été trés faibles
chez les plants en interaction avec les champignons, la plus faible valeur est enregistré chez le
génotype Tichedrett avec 0.32 % MS. Ceci peut s’expliquer par le fait que nous avons

constaté des cas d’avortement chez les plants les plus sensibles (Tableau 3.8).

4.5. DOSAGE DE PROLINE

Les différents traitements bactérisés ont induit a une augmentation notable des teneurs
en proline dans les feuilles des différents traitements par rapport aux témoins. La plus
importante teneur en proline a été enregistrée chez la variété Tichedrett bactérisée par les

deux souches de Pseudomonas (0.52 mg/g MVS).

Dans les interactions Pseudomonas avec les deux champignons, il a été enregistré dans
la plupart des cas une régression dans les teneurs de proline, allant méme a des valeurs
inférieures aux témoins non bactérisés. Le cas est noté chez le génotype Saida ou le teneur en
proline chez I’interaction P1- P. graminea est de 0.08mg/g MVS alors que le témoin sain a

enregistré 0.16 mg/g MVS (Tableau 3.8).
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Tableau 3.8 : Teneurs en matieres azotée totale (%) et dosage de proline (mg/g MVS¥*)

Génotypes  Parameétres Témoins P1 PIC1 P1C2 P2 P2C1 P2C2
Azote feuilles 1.73 1.75 055 049 181 043 0.76

Azote graines 1.30 210 040 096 1.83 0.75 1.09
Saida

Proline 0.16 0.05 008 0.17 026 026 0.12

Azote feuilles 1.17 1.70 0.17 052 0.87 0.17 0.78
Azote graines 1.13 1.66 038 1.02 148 032 1.07
Tichedrett

Proline 0.33 052 023 020 052 038 0.26

Azote feuilles 0.78 1.64 131 131 084 0.78 0.92

Azote graines 0.87 093 091 192 092 0.78 0.71

Rihane
Proline 0.20 0.21 038 0.08 0.07 052 045
Azote feuilles 0.56 058 036 058 087 058 0.55
Azote graines 0.52 1.48 0.88 148 122 0.70 1.57

Bahia

Proline 0.17 045 0.14 038 039 0.14 0.20
Azote feuilles 1.60 1.61 1.08 1.11 135 1.38 1.16
Azote graines 1.87 1.40 131 122 1.87 1.17 132

Fouarra

Proline 0.12 030 025 045 052 0.09 0.12

*Matiere végétale seche.

C1: P. graminea ; C2 : P. teres.
P1 : Souche B12 ; P2 : Souche B13
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5. PROMOTION DE LA CROISSANCE VEGETALE
5.1. LONGUEUR RACINAIRE

Les gains présentés par la figue 3.26représentent les rapports établis entre les

traitements bactérisés et/ou inoculés par rapport aux témoins (non bactérisés et non inoculés)

Les gains obtenus révelent que [Dinteraction des souches de Pseudomonas
fluorescens et avec les cinq génotypes d’orge a influencé positivement la biostimulation de la
croissance des plants.Une certaine fluctuation a été enregistrée dans les différentes
interactions étudiées ; en effet chez la variété Saida, c’est la souche P1 qui a induit une
amélioration appréciables en longueur racinaire, notamment en interaction avecP. graminea
et P. teres ou les gains étaient de 29.91 % et 13.69% par rapport a leurs témoins malades

(Figure 3.26).

La bactérisation par les Pseudomonas chez le génotype Tichedrett a induit des taux
d’inhibition avec le champignon P. teres. La meilleure performance de la souche P1 a été
enregistrée au niveau de son interaction avec la variété Fouarra, induisant une amélioration
de 15.91% en longueur racinaire, alors qu'on a enregistré une inhibition— 2.26 % en
interaction avec la souche P2. Reste a noter que seule la variété Bahia qui a enregistré des

taux d’inhibition avec les différentes interactions étudiées (Tableau 3.9).

5.2. POIDS FRAIS ET SEC DES RACINES

Dans 1’ensemble des résultats obtenus de ces interactions, les deux souches de
Pseudomonas ont procuré des effets notables et des gains appréciables par rapport aux
témoins, exception chez la variété Fouarra qui présente un taux d’inhibition de -34.12%

(Figure 3.27 aetb).

Les résultats obtenus en poids frais et en poids sec de la partie racinaire des différents
traitements, a savoir bactérisés et inoculés par les deux champignons, ont montré qu’il existe
une différence significative (Annexe C.5.6).Les valeurs en amélioration des performances des
différents génotypes varient selon la souche bactérienne et 1’agent pathogene, ainsi, en ce qui
concerne la variété Tichedrett, cette derniere enregistre 34.17 % en poids frais et 29.28 % en

poids sec avec la souche P1, en revanche, on note une inhibition avec la souche P2.
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Figure 3.26: Gains en longueur racinaire obtenusdes interactions entre les souches de
Pseudomonas fluorescens (P1 et P2) et les variétés d’orge.
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Figure 3.27 : Gains en poids frais (a) et poids sec (b) racinaireobtenusdes interactions
entre les souches de Pseudomonas fluorescens (P1 et P2) et leurs interactions avec les
deux champignons P. gramineaet P. teres
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5.3. HAUTEUR DE LA PARTIE AERIENNE

Les différentes variétés se comportent indifféremment avec les deux souches de

Pseudomonas, présentant des gains appréciables en hauteur aérienne (Figure 3.28).

L’amélioration des potentialités des plants varie de 10.3%, a 0.07 % chez le génotype
Saida. Contrairement au génotype Fouarra ol nous avons noté des inhibitions chez les
différentes interactions (Tableau 3.9). Pour la majorité des traitements, c’est 1’interaction
P. teres avec la souche P1 qui a enregistré des pourcentages notables en amélioration des
potentialités des plants, alors que I’interaction de P.feres avec la bactérie P2, dont les valeurs

sont pour la majorité négatives (Tableau 3.9)

5.4. POIDS FRAIS ET SEC DES TIGES

Les résultats obtenus en poids frais et en poids sec de la partie aérienne, ont montré
qu’il existe une différence significative entre les traitements étudiés (Annexe C.7.8).
L’’innoculation bactérienne des différentes variétés révele des gains appréciable en croissance

végétale par rapport aux témoins (non bactérisés et non inoculés) (Figure 3.29 a et b).

Les résultats obtenus en poids frais et en poids sec de la partie aérienne des différents
traitements a savoir bactérisés et inoculés par les deux champignons, ont montré qu’il existe
une différence significative (Annexe C.7.8).Les valeurs en amélioration des potentialités des
plants varient selon la souche bactérienne et I’agent pathogene, en effet avec I’interaction
P1- P. graminea, nous avons enregistré une amélioration de 1’ordre de 28.57 %en poids frais
et 42.85% en poids sec chez la variété Bahia. Contrairement chez la variété Fouarra nous
avons noté des taux d’inhibition tres élevés de -32.47% en poids frais et de -37.7 % en poids

SEC.

En ce qui concerne les interactions de la souche bactérienne P2 avec les deux
champignons, c’est la variété Bahia quia enregistré des gains appréciables en poids frais et en
poids sec en interaction avec P. graminea, alors qu’il a été enregistré des taux d’inhibition

avec le champignon P. feres (Tableau 3.9).
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Figure 3.28 : Gains en hauteur aérienne obtenusdes interactions entre les souches de

Pseudomonas fluorescens (P1 et P2) et les variétés d’orge.
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Figure 3.29 : Gains en poids frais (a) et poids sec (b) aérien obtenusdes interactions
entre les souches de Pseudomonas fluorescens (P1 et P2) et leurs interactions avec

les deux champignons P. gramineaet P. teres
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Tableau 3.9 : Taux d’inhibition ou de gains (%) des différents parametres étudiés

Génotypes Parametres P1 P2 CiP1 C1P2 C2P1 C2P2
Longueur des racines 65.97 103.06 2991 13.69 4.21 4.62
Poids frais des racines 81.73 76.52 -20.45 18.18 52.7 6.75
Poids sec des racines 59.81 80.37 27777 15.87  T74.16  23.33
Saida Hauteur de la tige 4.74 -1.2 0.07 9.95 10.3  -10.68
Poids frais aérien 48.8 58.33 8.03 16.96 5.6 43.92
Poids sec aérien 12.5 67.5 80 8333 | 372 74.41
Longueur des racines 58.82 87.37 0.97 17.86 -27.11 -33.89
) Poids frais des racines 28.66 85.33 34.17 -53.76 -55.73 -15.30
Tichedrett
Poids sec des racines -34.89 55.03 2928 -51.93 -25.24 41.74
Hauteur de la tige 29.09 14.39 0.15 298 -1296 -4.85
Poids frais aérien 43.51 20.37 -7.51 -6.01 8.59 28.9
Poids sec aérien -1.69 -8.47 -4.34 19.56 36.84 -15.78
Longueur des racines 65.57 37.16 -6.19 2.44 30.46 30.2
Poids frais des racines 1.56 3.9 9.55 -15.92  5.59 -10.55
Rihane  pigs sec des racines 0 1.6 405 -14.18 392  -13.07
Hauteur de la tige 1.38 9.12 -10.63 343 -1.52 4.81
Poids frais aérien 38.73 17.11 16.23 -11.96 -0.92 21.29
Poids sec aérien 76.92 30.76 39.21 0 3.92 0
Longueur des racines 65.11 97.67 -29.52 2.2 -8.56  -17.5
Poids frais des racines 50 -5.68 -17.36  -11.57 9.41 105.88
Bahia Poids sec des racines 48.8 -9.52 -15.9 -10.79 8.64 95.06
Hauteur de la tige 46.33 2752 -10.58 3.68 -18.83 -14.21
Poids frais aérien 34.93 60.24 28.57 4095 -1746 -11.11
Poids sec aérien 24.39 26.82 4285 57.14 -30 1.66
Longueur des racines 74.46 67.02 1591 -2.26 7.43 4.67
Poids frais des racines -34.12  -14.68 -35.13 0 52.63 14.73
Fouarra
Poids sec des racines -33.19 -14.75 -3.09 4432 48.38 9.67
Hauteur de la tige 17.14 20 -18.61 -14.75 -5.02 -.086
Poids frais aérien 121.51 56.96 -32.47 -35.56 0 10.74
Poids sec aérien 156.5 182.6 -37.7 -21.31 -54 62.74
\§ U /
~" ~
Phytostimulation Amélioration de
potentialités

C1: P. graminea ; C2 : P. teres.
P1 : Souche B12 ; P2 : Souche B13
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3.5.6. TENEUR EN MATIERE AZOTEE TOTALE (MAT %)

Le dosage de la matiere azotée totale montre que les meilleures teneurs en azote ont
été obtenus dans la bactérisation associant les souches P1, quant a la souche P2 nous avons

obtenu des taux d’inhibition chez les deux variété Tichedrett et Fouarra (Figure 3.30).
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Figure 3.30 : Gains (%) en matiere azotée obtenusdes interactions entre les souches de
Pseudomonas fluorescens (P1 et P2) et les variétés d’orge.

L’effet de D’interaction des souches Pseudomonas fluorescens et les deux
champignons sur le taux d’azote des feuilles varie entre gains treés appréciable de 1’ordre de
163% chez le génotype Fouarra a des inhibitions enregistrés chez les génotypes Tichedrett et

Rihane (Tableau 3.10).

Nous remarquons que le taux d’azote des grains est faible avec les interactions
Pseudomonas fluorescens - Pyrenophora graminea, ceci est du a I’avortement des graines

constaté chez les variétés les plus sensibles.



Résultats et Discussion

5.7. ACCUMULATION DE LA PROLINE

Le dosage effectué a la fin de I’expérimentation, a montré en comparent la
concentration de la proline chez les témoins, que les valeurs sont élevées pour la majorité des
traitements bactérisés par les souches P1 et P2 (Figure 3.31), a I’exception de la variété Saida
bactérisée par P1 et Rihane par P2 ou nous avons enregistré une inhibition en accumulation de

proline.
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Figure 3.31 : Teneur en proline obtenusdes interactions entre les souches de
Pseudomonas fluorescens (P1 et P2) et les variétés d’orge.

Concernant les interactions Pseudomonas —champignon, I’ihnibition est fréquente
chez le génotype Saida et Tichedrett et Bahia, quant a la variété Fouarra nous avons enregistré
des gains en accumulation de proline avec la souche P2 et des inhibitions avec la souche P1

(Tableau 3.10).



Tableau 3.10 : Teneur en matiére azotée totale (MAT %) et en proline (mg/g MVS*)

Résultats et Discussion

Génotypes  Parametres P1 P2 P1C1 P1C2 P2C1 P2C2
Azote feuilles 1.56 4.62 9642 11.36 53.57 77.27

Azote graines 173 40.76 17.64 -7.69 120 4.80

Saida

Proline -68.75  62.5 -82.22  -15  -42.22 -40
Azote feuilles 45.29 -25.64 -62.22 2093 -62.22 81.39
Azote graines 87.58  30.97 555  17.72  -11.11 22.29

Tichedrett

Proline 57.57 57.57 -74.44 5555 -57.77 @ -42.22

Azote feuilles 2792  7.69 61.72 40.86 -10.34 -1.75
Azote graines  6.86 5.74 449 5733 -3.70 -41.80

Rihane

Proline 5 -65 100  -72.41 137 55.17
Azote feuilles 3.57  55.35 1.38  65.71 123 57.14

Azote graines 184 134 -4.34  97.33 -23.91 109

Bahia

Proline 164 123 -39.13  -32.14 -39.13  -64.28
Azote feuilles 0.62 -15.62 163 24.13 121 58.62

Azote graines -25.13 0 06.87 147 4274 129

Fouarra

Proline 150 275 -3.22 -50.98 67.74 -82.35

*Matiere végétale seche.

C1: P. graminea ; C2 : P. teres.

P1 : Souche B12 ; P2 : Souche B13
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6. COLONISATION RHIZOSPHERIQUE

La colonisation racinaire a été vérifiée sur des fragments racinaires prélevés a partir
des plants bactérisés depuis 85 jours. Le dépot de ces racines sur le milieu King B. Apres 72h
d’incubation a 27°C. Les observations révelent la présence de nombreuses colonies de

Pseudomonas fluorescens adhérées aux racines (Figure 3.32)

Figure 3.32 : Fragments des racines de I’orge bactérisés par Pseudomonas fluorescens
a. 0 h d’incubation. b. 24 h d’incubation. ¢. 72 h d’incubation.




Résultats et Discussion

Sur la base des concentrations initiales apportées dans le sol, nous avons constaté
pour les deux souches de Pseudomonas fluorescens (Plet P2), une nette évolution de leurs
populations avec des degrés de colonisation appréciables (Figure 3.37). En effet, nous avons

noté des concentrations trés élevées, de l'ordrede 10> CFU/g de sol, par rapportd

laconcentration initialement introduite (2.10® CFU/g) de sol (Figure 3.34).

Figure 3.34 : Boites présentant des colonies bactériennes sur le milieu King B apres 24
heures d’incubation.
a. boite contenant plus de 50 colonies. b. boite contenant moins de 500 colonies.

3.7. DISCUSSION

Dans notre étude, les effets de la coinoculation avec les souches de Pseudomonas
fluorerscens sur 1’amélioration de la croissance végétale, la résistance envers les deux
maladies ont été évalués. L’amélioration est significative concernant le développement de la
biomasse aérienne et racinaire, ce qui corrobore les résultats de plusieurs auteurs (Jong-Soo et
al., 2003 ; Normander et al., 1999 ; Sang-Woo et al., 2010). Nos notationsconfirment une
influence positivement significative des deux souches bactériennes P1 et P2 sur tous les
parametres de croissance en comparaison avec les témoinsnon -—inoculés et que
I’augmentation de la biomasse de la partie racinaire est étroitement corrélée a I’augmentation

de la biomasse de la partie aérienne chez les plants.
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Les effets de biostimulation enregistrés sur les cinq génotypes d’orge et par rapport
aux différents traitements étudiés, se sont traduits par des augmentations notables en
phytomasse. Toutefois, une certaine fluctuation de I’effet de biostimulation a été enregistrée
dans les interactions étudiées, notamment avec la souche P1 qui a souvent induit un gain
important,en stimulant la croissance du systéme racinaire (biomasse racinaire), permettant
ainsi une plus grande exploration du sol et par conséquent, une augmentation de la surface
d’échange et donc une nutrition améliorée ; ce qui s’est traduit aussi par un meilleur
développement de la partie aérienne. Cependant, nous avons noté des situations d’inhibition

de la croissance exercées par les souches bactériennes.

La souche CHAO, considérée comme souche modele dans les expériences de ce
genre, produit des métabolites certes bénéfiques, a I’exemple des acides organiques et des
hormones de croissance telle que I’AIA (Acid Indole Acitique) (Pal et al., 2001), mais cette
souche est incapable d’utiliser le précurseur de 1’éthyléne, 1’acide 1-aminocyclopropane-1-
carboxylique (ACC) qui est souvent synthétisé durant des conditions de stress biotiques ou
abiotiques (Saravanakumar et Samiyappan, 2007). Elle est donc dépourvue d’activit¢ ACC
désaminase qui peut diminuer la concentration de 1’éthyléne produit par la plante et permet
I’élongation racinaire et permet a la plante de survivre dans des conditions stressantes (Wang

et al., 2000).

La microflore bactérienne du sol tire donc profit des nutriments sécrétés par les
racines mais, en contrepartie, certaines souches influencent avantageusement 1'hdte végétal
par la stimulation directe de la croissance (fixation de 1'azote, solubilisation de phosphate, et
production des phytohormones) ou/et en le protégeant contre Il'infection par des
phytopathogenes (Bais et al., 2007). Dans le méme sens, Il a été démontré qu’une faible
colonisation racinaire par les PGPRs peut diminuer de 1’activité du biocontrole(Bianciotto,
2000 ; Schippers et al., 1987 ). Selon Van Loon and Bakker (2005), une méme bactérie
n’induit pas forcément un niveau de résistance similaire chez différentes especes végétales et

ni méme chez différents cultivars de la méme plante (Amein et al., 2007).

A travers les résultats obtenus des parametres de croissance, nous avons pu mettre en
évidence I’effet biostimulateur chez les plants bactérisés. La souche CHAO, a montré un
pouvoir inhibiteur élevé vis-a-vis des isolats fongiques et une activité antagoniste tres nette

(Benchabane, 2005).
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Il est connu que le stresse induit 1’activation du mécanisme de défense contre ’agent
pathogene, doncune fois installé dans la rhizosphere, le microorganisme d’intérét peut
intervenir favorablement tout d’abord en privant les organismes potentiellement infectieux
des ressources nutritives (substrats carbonés, oligoéléments essentiels) et spatiales nécessaires
a son développement (Moaurhofer et al., 1994 ; Johansen et al., 2002). Comme il existe entre
ces divers groupes des relations qui peuvent étre synergiques en améliorant l'efficacité du
symbiote également qui peut agir par antagonisme, c'est-a-dire en inhibant directement la
croissance, qui peut étre attribuée a la synthése d’antibiotique et a d’autres types de
métabolites secondaires a effet d’antibiose et/ou  d’enzymes lytiques
antifongiques(Lemenceau et al., 1992). Cette antibiose est probablement le mécanisme le plus
connu et peut-&tre le plus important employé par les agents de biocontrdle pour limiter

l'invasion des microbes pathogene dans les tissus végétaux (Raaijmakers et al., 2002).

Certaines interactions antagonistes plus spécifiques entre agents bénéfiques et
infectieux peuvent aussi intervenir comme le parasitisme des hyphes des pathogenes
fongiques ou I’inactivation par le PGPR des facteurs de germination et de pathogénicité.
Cependant, I’isolement de certaines souches de PGPR protectrices mais n’agissant par aucun
de ces mécanismes a permis de mettre en lumiere le fait qu’elles puissent agir indirectement
en renforcant la plante vis-a-vis d’une attaque ultérieure (Kragelund, 1997).Les végétaux
peuvent faire appel a Dactivation d’un spectre complexe de mécanismes de défense
cellulaires. Cette activation dépend de I’interaction moléculaire qui s’établit entre la plante et
son agresseur générant donc différents types de résistances induites qui peuvent s’exprimer de

maniecre systémique dans les organes autres que celui ayant subit la premiere infection.

Il apparait également qu'une bactérie donnée peut déclencher chez une méme plante,
une résistance contre divers microbes pathogenes. Par exemple, le traitement du concombre et
de la tomate par un méme PGPR (Pseudomonas fluorescens 89-B-61) a permis de diminuer
I’incidence des maladies provoquées par deux champignons différents :Fusarium oxysporum,
infectant les racines etColletotrichum orbiculare, infectant le systeme foliaire (Bais et al.,

2006).
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L’effet bénéfique des bactéries sur la croissance des plantes est souvent évalué par
I’augmentation du poids des racines et des tiges (Satrani, 2009). La stimulation de la
croissance du systeme racinaire et 1’augmentation de la biomasse des plants inoculés par P2
est moindre devant celle de la souche P1 ; ceci pourrait étre expliqué par le fait que cette
bactérie est un mutant déficient en synthese de pyoverdine (pvd’). Les pyoverdines chélatent
le Fe’* avec une grande spécificité et servent de transporteurs de I’ion Fe** a I’intérieur de la
cellule microbienne (Neilands, 1981 ; Neilands, 1982 ; Budzikkiewicz, 1993), le rendant
moins disponible aux phytopathogenes, et de ce fait, favorisant la croissance des
plantesL'évidence génétique qui soutient I'hypothese que les pyoverdines sont impliqués dans
la stimulation de la croissance est venue des résultats des expériences dans lesquelles les
mutants pyoverdine-négatifs ont perdu la capacité de favoriser la croissance des plantes
(Lemanceau et al., 1992 ; Mayak, 2004). Vansuyt et al. (2007) ont montré que les
pyoverdines produits par les Pseudomonas spp. fluorescents sont capables d’extraire le fer
des structures minérales des sols. Il a de plus été montré que les pyoverdines de certaines
souches pouvaient €tre utilisés par la plante pour sa nutrition en fer. Ces souches bactériennes
possedent en outre un systeme de sécrétion de type III (T3SS), systetme connu pour permettre

une interaction cellulaire directe entre la plante et la bactérie (Mazurier et al., 2004).

Cette différence est probablement di a une variabilité entre le mécanisme d’action
de P1 et de P2 ; I’action rapide de ; la souche P1 pourrait étre expliquée par un effet hormonal
de type primaire qui agit directement sur la croissance des racines des plants ; par contre,
I’action retardée de P2 suggere un effet nutritionnel par la bactérie qui mobilise en premier
lieu les nutriments de la rhizosphere et ensuite le systeme racinaire de la plante, qui en profite

d’une maniere indirecte.

Plusieurs tests ont été effectuéspour démontrer, 1’habilité a conférer la résistance
durant leur colonisation racinaire, sous divers conditions biotiques et abiotiques, ceci en
produisant des métabolites secondaires et des enzymes (Stougaard 2000, Saravanakumar et
Samiyappan, 2007). I1 a ét¢ démontré que des genes régulateurs de la syntheése des
métabolites sont responsables de 1’activité des Pseudomonas (Natsch et al., 1994). Les génes
de résistance sont caractérisées par une réaction d'hypersensibilit¢ (HR) qui élimine la

croissance des pathogenes dans des réactions d’incompatibilité (Jesse et al., 2008).
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Les bactéries promotrices de la croissance ont été examinées pour leur production
phytohormonals et leur capacité a la solubilisation des phosphates insolubles
(Jong-Soo et al., 2003).11 a été démontré que ces dernicres ont la capacité de dégrader les
composés pectiques cellulaires, en produisant des enzymes péctolytiques (méthylesterase) et
que parmi les principaux mécanismes mis en cause dans 1’effet antagoniste est celui de la
chélation de fer ferrique (Lemencau, 1988). L’étude de Ching-Hsing (1991) a montré que le
calcium Ca+? joue un role crucial dans la régulation enzymatique, d’autre études ont
démontré que les bactéries exigent I’incorporation du calcium afin de maintenir I’intégrité de

la membrane cellulaire, car dans le cas d’une déficience, la bactérie perd le contrdle de la

membrane, d’ou la pénétration des macromolécules.

Les bactéries qui colonisent les racines ont été susceptibles d'étre attirés par les
exsudats libérés dans la zone des racines (Hansen et al., 1997).L’activité des populations
bactériennes de la rhizosphere entourant les racines d’orge est importante ceci explique la
grande activité métabolique des Pseudomonas, par rapport a un sol non cultivé
(Jonas etal., 2003). La viabilité cellulaire dans la rhizosphere n’est pas liée a un indicateur
spécifique tel que I’activité cellulaire, seulement le volume, I’intensité des protéines et les
proportions des divisions cellulaires ont été utilisés comme indicateur de 1’activité cellulaire
(Normander, et al., 1999). D’apres Loper et Schorth (1986), la quantité, la nature et la
composition des exsudats racinaires conditionnent la nature des activités bactériennes et leur
densité au niveau de la rhizosphere. Les Pseudomonas sont prédominants et peuvent
constituer plus de 60% de la microflore (Digat et Gardan, 1987). La rapidité de la croissance
des populations des Pseudomonas ssp fluorescens en milieu riche en maticre organique
permet de compenser leur handicape li€¢ a 1’absence de formes de conservation développées
par d’autres groupes bactériens (Loper et Schroth 1986). Cet effetantagoniste vis-a-vis de la
croissance des plants a étédéja expliqué par des phénomenes de compétitionnutritive quand la

densité bactérienne est élevée (Ryu et al., 2004).

Glandorf et al., (1991) a constaté que les souches de la rhizosphere de graminées
sont plus souvent agglutinées avec les agglutinines des céréales que les autres especes
végétales. Cette spécifié pourrait étre associée a la nature des polysaccharides et des protéines
membranaire et varierait selon 1’espece végétales dont elles sont isolées. Parailleurs, 1’origine
rhizosphérique des souches bactériennes pourrait €tre aussi I’un des facteurs contribuant dans

I’activité positive ou négative observée chez les plants traités.
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Les résultats obtenus sur 1’accumulation de la proline au niveau des feuilles
suggerent 1’existence d’une relation vraisemblable entre la biosyntheése de la proline et le
stress biotique induit par les champignons. De nombreux travaux rapportent que la proline
s’accumule dans la plante lorsqu’elle se trouve en condition défavorables. Néanmoins, la
régression des teneurs en proline enregistrée lors de notre étude, sont inférieures aux témoins
non bactérisés, ceci peut €tre due aux modifications physiologiques, provoquées par les
infections qui ont alors inhibé la syntheése métabolique générale et en particulier celle de la

proline.

D’une maniere générale, les traitements bactérisés ont montré des gains appréciables
en croissance végétale. L’inoculation de plantes avec certaines souches de Pseudomonas spp.
fluorescents s’accompagne en effet d’'une augmentation significative du rendement de la
culture et d’une stimulation de la croissance des plantes (Keel et al., 192). Souvent, les effets
de stimulation de la croissance ont été considérés comme effet indirect, résultant de la
réduction et de I'inhibition des populations microbiennes pathogenes ou déléteres, donc
comme conséquence du biocontrdle (Nielsen et SOrensen, 1999). D’autres travaux par la
suite, ont montré des effets significatifs de promotion de la croissance végétale, sans
corrélation avec les activités de biocontréle (Lemenceau, 1992 ; Latour et al., 2003 ;
Benchabane, 2005). La promotion de la croissance d’une plante peut €tre la conséquence des
mécanismes d’actions bactériens intervenant indirectement dans [’environnement

rhizosphérique ou directement sur la plante(Baker, 1985).

Le type de sol conditionne les performances et la dynamique des populations
microbiennes dans les différentes niches de la rhizosphere. Au niveau du sol, le potentiel
hydrique, la texture, la répartition des nutriments et la disponibilité en oxygene déterminent la
dynamique des populations microbiennes (Howie et al., 1987). Le pH et la température du sol
influencent I’activité métabolique et la croissance microbiennes (De Weger et al., 1987). La
microflore du sol a un effet important sur le niveau de colonisation rhizosphérique des
microorganismes induit en interaction avec la plante hote. Ces microorganismes se multiplient
jusqu’a subir I'effet des facteurs limitant de cette niche écologique (espace et nutrition)
(Digat, 1991). Le pouvoir de compétition et les degrés d’antagonismes constituent des
avantages sélectifs qui permettent a un agent microbien, pathogene ou saprophyte, de
coloniser le milieu et &tre prédominant au sein de la communauté microbienne

(Benchabane, 2005).
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Chin-A-Woeng et al. (2003) ont observé que la capacité de colonisation racinaire de
certains PGPR est liée au mécanisme impliqué dans le biocontrdle. Le mécanisme d’antibiose
exige une colonisation appropriée de la souche impliquée, alors que pour le mécanisme de la
résistance induite, un petit nombre de cellules bactériennes pendant une période limitée, peut

étre suffisant pour obtenir une réponse positive de la plante hdtepar la perturbation de I'absorption

d'azote des plantes.

A la lumiere de ces résultats, il en ressort que I’utilisation des Pseudomonas
fluorescens dans le controle des maladies peut présenter un intérét dans la lutte biologique.
Nous estimons que cette méthode peut contribuer probablement a I’amélioration des
rendements chez plusieurs especes végétales, tout en prenant en compte la sélection des
souches selon leur compétence rhizosphérique, la plante hote, I’environnement extérieur ainsi
que I’aptitude nutritionnelle des ces rhizobactéries pour assurer une meilleure colonisation et

viabilité dans le sol. Il serait donc opportun
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CONCLUSION

Au terme de cette étude, nos résultats apportent des données sur I’effet bénéfique que
peut avoir la bactérisation des plants inoculés par Pyrenophora graminea agent pathogene de
la strie foliaire et Pyrenophora teres agent pathogene de la rayure réticulée avec des souches
bactériennes bénéfiques sur la croissance (Pseudomonas fluorescents). Les deux souches
bactériennes utilisées Plet P2 ont pu promouvoir la croissance des plants ainsi que
I’augmentation de leur poids frais racinaire et aérien, indicateur d’un bon développement

végétatif.

Lorsqu’on fait une sélection de 1'orge pour la résistance aux maladies, il est important
b : : . 7z 7 R . .
d’avoir une connaissance approfondie du degré génétique et de la variation des agents

pathogenes P. teres et P. graminea.

La phytostimulation exercée par les souches de Pseudomonas fluorescens (P1, P2)
chez I’orge s’est traduite par la diminution de la sévérité de la rayure réticulée et celle de la
strie foliaire et I’amélioration de la phytomasse aérienne et racinaire. Ces résultats ont mis en
évidence leurs potentialités dans la stimulation de la croissance végétale et de I’induction a la

résistance.

L’impact de Iinteraction des souches de Pseudomonas fluorescens et de
Pyrenophora graminea, a été plus accentué chez le génotype Fouarra. Des gains tres

appréciables, en poids aérien dépassant le taux de 120 % ont été réalisés.

L’étude de la dynamique des populations bactériennes des souches de Pseudomonas
fluorescens a mis en évidence leur compétence rhizosphérique, caractérisée par une nette
évolution des concentrations bactériennes dans la rhizosphere, estimée en moyenne de 10!
CFU/g de sol par rapport a la concentration initiale. Ceci indique une bonne adaptation des
souches inoculées et leur forte colonisation rhizosphérique. Cette colonisation racinaire peut
étre liée a la souche bactérienne et a la plante hote. Rappelant que les souches de
Pseudomonas fluorescens sont caractérisées par leur capacité a utiliser une large gamme de
composés organiques libérés par les plantes, et elles ont montré des niveaux de population
suffisamment élevés pour la réussite et I’expression de leurs effets bénéfiques, malgré leur

origine végétale différente par rapport a la plante testée.



La comparaison des effets de la phytostimulation des plants et de 1’amélioration a
révélé des niveaux appréciables de biostimulation de la croissance et de 1’induction a la
résistance. Néanmoins, 1’amélioration de la biomasse végétale et I’induction de la résistance
restent meilleurs chez les plants considérés comme tolérants. Ceci peut étre dii aux genes de
résistances et aux conditions favorables au développement racinaire et a la bonne colonisation

rhizosphérique dans les conditions controlées.

L’étude des mécanismes d’action associés a I’expression des effets bénéfiques doit
étre approfondie et reconduite dans des conditions expérimentales plus élaborées. Il serait
toutefois intéressant d’étudier I’'impact de certains facteurs biotiques et abiotiques sur la

colonisation rhizosphérique par I’emploi de marqueurs moléculaires.

L’utilisation d’organismes vivants, ou des produits de leurs genes, pour limiter ou
supprimer les activités et les populations de pathogénes nous parait étre un bon compromis
pour faire référence a la lutte biologique dont nous portons un intérét crucial pour une

perspective appliquée.

Exploiter le potentiel des bactéries reste donc une technologie toujours émergeante,
parce qu’elle permet de lutter contre une large gamme d’agents pathogenes, elle ne fait appel
qu’au patrimoine génétique naturel de 1’hdte végétal sans I'introduction de genes de résistance
étrangers, elle n’est pas propice au développement de résistance chez les pathogenes
(multiplicité et variété des mécanismes de défense induits), et parce que 1’augmentation du
niveau de résistance s’établit de maniere durable. L’exploitation de I'ISR (Induction de la
Resistance Systémique) constitue une des voies les plus prometteuses de traitement
biologique des cultures en vue de leur protection. Elle doit donc plutdt €tre considérée comme
une approche complémentaire et en aucun cas en tant que stratégie unique pour la gestion des

maladies des récoltes.

Optimiser I'efficacité de ce phénomene passe notamment par une compréhension
optimale des facteurs a la fois physiologiques, biotiques mais aussi environnementaux
régulant 1’expression des éliciteurs par les bactéries. C’est seulement sur cette base que nous
pourrons développer des produits contenant un agent actif dans un état physiologique
approprié au moment de 1’application et de définir les conditions dans lesquelles ces produits

pourront étre exploités de maniere optimisée.



Ces résultats mettent en évidence l'existence de microorganismes comme les
Pseudomonas fluorescents ayant plusieurs fonctions : intrinseques en ayant un effet positif
direct sur la croissance de la plante (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR). De plus
elles peuvent agir sur divers microorganismes symbiotiques ou antagonistes en améliorant

leur efficacité. L utilisation des souches bactériennes dans le biocontrdle présente souvent un ordre de

grandeur inférieur a celui observé dans les conditions optimales du laboratoire.

Dans la majorité des travaux relatifs a 1utilisation des Pseudomonas spp.
fluorescents bénéfiques, la présélection de souches performantes repose, en grande partie, sur
des activités in vitro et les niveaux obtenus dans les actions de biocontrole ou de
biostimulation de la croissance végétale, n’est pas toujours évidente. Il devient indispensable
d’utiliser d’autres criteres relatifs aux aptitudes des souches, qui sont plus stables et qui se

rapprochent mieux des conditions d’utilisation in situ.
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A. LISTE DES ABREVIATIONS ET DES SYMBOLES

CFU : Colony Forming Unit

cm : centimetre

g : gramme

ml : millilitre

cm? : centimetre carré

nm : nanometre

SEE : Somme Carrées des Ecarts

DDL : Degrés de Liberté

PCR : Polymerase Chain Reaction

PGPR : Plant Growth-Promoting Rhizobacteria
QTL : Quantitative Traits Locus

RAPD : Random Amplified Polymorphic DNA

ICARDA  : International Center for Agricultural Research in the Dry Areas
I'ITGC : Institut Technique des Grandes Culture

INRA : Institut National de la Recherche Agronomique.



B. Milieux de culture

1. Milieu B de King (KB) King et al., (1954)

Peptone (Difco) 20g

KH,PO,4 (Sigma) 1,5g
MgSO4 (Sigma) 1,5¢g

Agar (Sigma) 15g

Eau distillée 1000 ml

pH = 7,2 autoclavage 20 minutes a 120° C

2.  Milieu PDAE (Potato Dextrose Agar + Extrait de levure)

Pomme de terre 200 g
Dextrose 20g

Extrait de levure 0.250¢g
Agar 15g
Eau distillée 1000 ml

pH 7, autoclavage 20 minutes a 120° C

3. Composition du Catalyseur
250 g de K>SO,
250 g de CuSOq4
5 g de Sélénium
20 ml d’acide sulfurique (d = 1.84).
4. Réactif de Ninhydrine
1.25g de Ninhydrine
30 ml d’acid Acétique glacial
7.5 ml d’acid ortho-phosphorique (85%)

12.5 ml d’eau distillée.



C. ANALYSE DE LA VARIANCE

1. Pourcentage de contamination des cinq génotypes
Analyse de la variance des pourcentages d’infection de I’helminthosporiose sur les 5 génotypes d’orge inoculés
artificiellement par Pyrenophora graminea, Pyrenophora teres, et traités par Pseudomonas fluorescens

B12;B13.

Classement des 5 génotypes d’orge par rapport au pourcentage d’infection de I’Helminthosporiose selon le test de NEWMAN et KEULS.

Génotypes
Rihane
Bahia
Tichedrett
Fouarra
Saida

Var.Inter F1.2 22005.49
Var. Blocs
Var. Résiduelle

1

80.36
2169.63

Moyennes Groupes Homogenes
41.67 A
27.22 B
18.70 C
17.78 C
1259 _
32 687.67 27.89
2 40.18 1.63
88 24.65

0.0000
0.2000

4.97

Classement des différents traitements par rapport au pourcentage d’infection de I’helminthosporiose selon le test de NEWMAN et KEULS.

Traitements
C

P.Ca

PiCi

P.Cy

Moyennes
42.00 A
35.67
35.33
35.33
31.67

W www

30.00 C

2.33
0.00
0.00

Groupes Homogenes

Classement de différentes variétés et traitements par rapport a la longueur racinaire selon le test de NEWMAN et KEULS.

Traitements
V3C1
V2P2C1
V2C1
V2P2C2
V2P1C1
v2C2
V3P1V1
V1P1C1
V1P2C1
V4P1C2
V4P2C2
V5C2
V3P2C2
V3P1C2
V4P2C1

Moyennes
83.33
73.33
70.00

W www
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Groupes Homogenes
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2. Taux de sévérité (S%) des cinq génotypes

Analyse de la variance du taux de sévérité de 1’helminthosporiose sur les 5 génotypes d’orge inoculés
artificiellement par Pyrenophora  graminea, Pyrenophora teres, et traités par Pseudomonas
fluorescens B12 ; B13.

Classement des 5 génotypes d’orge par rapport au taux de sévérité de I’helminthosporiose selon le test de NEWMAN et KEULS.

Génotypes Moyennes Groupes Homogenes

Rihane 4.04 ) A

Bahia 2.11 B

Saida 2.04 B

Fouarra 2.00 B

Tichedrett 1.85 I
Var.Inter F1.2  99.67 32 3.11 19.60 0.0000
Var. Blocs 0.01 2 0.01 0.05 0.9543
Var. Résiduelle 13.99 88 0.16

) 040 16.6%
Classement des différents traitements par rapport au taux de sévérité de 1I’helminthosporiose selon le test de NEWMAN et KEULS.

Traitements Moyennes Groupes Homogénes

Cl 3.53 A

C 3.53 A

P2C; 3.40 A

PiCa 2.93 B

PiCi 2.37 B

P.Ca 2.40 C

P, 1.13 D

Co 1.00 D

P> 1.00 D

Classement de différentes variétés et traitements par rapport a la longueur racinaire selon le test de NEWMAN et KEULS.

Traitements Moyennes Groupes Homogeénes
V2C1 7.67 A

v2C2 7.67 A

V2P2C1 5.33 B

V2P1C1 5.00 B

V2P1C2 4.00 C

V2P2C2 3.67 C D

ViC1 3.67 C D

V4C1 3.00 C D E

V3C1 3.00 C D E

V5C2 3.00 C D E

vic2 3.00 C D E

V4P2C1 3.00 C D E

V3C2 3.00 C D E

V1P2C1 3.00 C D E

V5P2C1 2.67 D E F
V4P1C2 2.67 D E F
V3P1C2 2.67 D E F
V4pP2C2 2.67 D E F
V5P1C2 2.67 D E F
V3P2C1 2.67 D E F
V1P1C1 2.00 E F G
V3P1C1 2.00 E F G
V3P2C2 2.00 E F G
V1P1C2 2.00 E F G
V5P2C2 2.00 E F G
V5C1 2.00 E F G
V4P1C1 2.00 E F G
v4c2 1.67 F G
V1P2C2 1.67 F G
V3P1 1.67 F G
V5P1C1 1.33 G
V1P2 1.00 G
V3Co 1.00 G
V3P2 1.00 G
V5P1 1.00 G
V4P1 1.00 G
V4Co 1.00 G
V2P2 1.00 G
V5P2 1.00 G
V4P2 1.00 G
V1P1 1.00 G
V2C0 1.00 G
V5C0 1.00 G
V2P1 1.00 G
V1Co 1.00 G



3. Longueur des racines

Analyse de la variance de la longueur racinaire des 5 génotypes d’orge inoculés artificiellement par
Pyrenophora graminea, Pyrenophora teres, et traitéspar Pseudomonas fluorescens B12 ; B13.

S.C.E. DDL Carrées moyens TESTF PROBA E.T. C.V.

Var. Totale 2771490 134 206.83
Var. Facteur 1 3301.38 4 825.35 25.50 0.0000
Var. Facteur 2 13286.87 8 1660.86 51.32 0.0000
Var. Inter F 1. 2 8223.98 32 257.00 7.94 0.0000
Var. Blocs 54.68 2 27.34 0.84 0.4363
Yar. Résiduelle  2847.99 88 32.36 569 7.50%
Classement des 5 génotypes d’orge par rapport a la longueur racinaire selon le test de NEWMAN et KEULS.
Génotypes Moyennes Groupes Homogénes
Rihane 82.19 A
Bahia 79.98 A
Tichedrett 75.50 B
Fouarra 70.74 C
Saida 69.59 C
Classement des différents traitements par rapport a la longueur racinaire selon le test de NEWMAN et KEULS.
Traitements Moyennes Groupes Homogeénes
P 87.83 A
Py 83.27 B
PiC; 80.20 B C
C 7757 C D
P.C, 76.23 C D
PiCi 76.07 C D
Ci 75.97 C D
P.C 73.07 D
Co 50.20 E
Classement de différentes variétés et traitements par rapport a la longueur racinaire selon le test de NEWMAN et KEULS.
Traitements Moyennes Groupes Homogenes
V3P 101.00 A
VIP2 99.50 A B
v2C2 98.33 A B C
V2P2 92.50 A B C D
V3C2P1 91.00 A B C D E
VICIP1 89.00 A B C D E F
V3Cl1 88.83 A B C D E F
v4C2 85.67 B C D E F G
V5C1P1 85.00 B C D E F G
V4p2 85.00 B C D E F G
V3P2 83.67 C D EF G
V3C1P2 83.50 C D E F G
V3C2P2 83.33 C D EF G
V3CIP1 83.33 C D E F G
V1C2P1 83.00 C D E F G
V1C2P2 83.00 C DEF G
VICIP2 82.67 C DEF G
V5Pl 82.22 C DEF G
V2C2P1 81.33 D E F G H
V1PI 81.33 D E F G H
V2Pl 81.00 D E F G H
vic2 79.33 D E F G H I
V5P2 78.50 D EF G H I
V4C1P2 78.33 D E F G H I
V4Cl 75.67 D EF G HI J
V4C2P1 74.00 E F G HI I
V5Cl 73.33 F G H I I
viCl 73.00 F G H I I
V2C1P2 71.67 F G H I I
V5C2P1 71.67 F G H I I
V4P1 71.00 G H I J
V4C2P2 70.67 G H I I
V2C1P1 69.67 G H 1]
v2Cl 69.00 G H I 7]
V5C1P2 65.00 H I J K
V2C2P2 65.00 H I J K
V3C2 64.00 1 J K
V5C2P2 63.33 1 J K
V3C0 61.00 J K L
V5C2 60.50 J K L
V4C1P1 53.33 K L M
V2C0 51.00 K L M
V1Co 49.00 L M
V5C0 47.00 M
M



4. Poids frais racinaire (g)

Analyse de la variance du poids frais racinaire des 5 génotypes d’orge inoculés artificiellement par
Pyrenophora graminea, Pyrenophora teres, et traitéspar Pseudomonas fluorescens B12 ; B13.

S.C.E. DDL Carrées moyens TESTF PROBA E.T. C.V.

Var. Totale 40.30 134 0.30

Var. Facteur 1 3.40 4 0.85 8.69 0.0000

Var. Facteur 2 2.68 8 0.33 3.43 0.0018

Var.Inter F1.2 25.52 32 0.80 8.16 0.0000

Var. Blocs 0.10 2 0.05 0.54 0.5927

Yar. Résiduelle  8.60 88 0.10 031  20.4%

Classement des 5 génotypes d’orge par rapport au poids frais des racines selon le test d¢ NEWMAN
et KEULS.

Génotypes Moyennes Groupes Homogénes
Rihane 1.78 A
Tichedrett 1.61 A B
Bahia 1.48 B C
Saida 1.47 B C
Fouarra 1.30 C

Classement des différents traitements par rapport au poids frais racinaire selon le test de NEWMAN et KEULS.
Traitements Moyennes Groupes Homogeénes
P> 1.83 A
Py 1.66 A B
PG 1.59 A B
Ci 1.56 A B
P.Ca 1.48 B
Co 1.47 B
C2P1 1.43 B
CIP2 1.39 B
C2 1.35 B

Classement de différentes variétés et traitements par rapport au poids frais racinaire selon le test de NEWMAN et KEULS.
Traitements Moyennes Groupes Homogenes
V2p2 2.78 A
V2PIC1 2.67 A B
V5C0 252 A B C
V1P1C2 2.26 A B C D
V5p2 2.15 A B C D
V1P1 2.09 A B C D E
V1pP2 2.03 A B C D E F
V2Cl1 1.99 A B C D E F G
V2P1 1.93 B C D E F G H
V4Cl1 1.90 B C D E F G H 1
V2C2 1.83 C D E F G H I J
V4P2C2 1.75 C D EF G H I J K
V3PIC1 1.72 C D EF G H I J K
V3P1C2 1.70 C D EF G H I J K
V4pP2C1 1.68 C D EF G H I J K
V5P1 1.66 C D EF G H I J K
V3C2 1.61 D EF G H I J K
V1P2C2 1.58 D EF G H I J K
V3Cl1 1.57 D EF G H I J K
V4P1C1 1.57 D EF G H I J K
V1P2C1 1.56 D EF G H I J K
V2P2C2 1.55 D EF G H I J K
V2C0 1.50 D EF G H I J K
Vic2 1.48 D EF G H I J K
V5P2C1 1.48 D EF G H I J K
V5P1C2 1.45 D EF G H I J K
V3P2C2 1.44 D EF G H I J K
V3p2 1.33 D EF G H I J K
VICl1 1.32 D EF G H I J K
V3P2Cl1 1.32 D EF G H I J K
V4P1 1.32 D EF G H I J K
V3P1 1.30 D EF G H I J K
V3CO0 1.28 D EF G H I J K
V1CO0 1.15 E FG H I J K
V5P2C2 1.09 F G H I J] K
V1PIC1 1.05 F G H J K
V5Cl1 1.01 G H I J K
V5PI1C1 0.96 H I J K
V5C2 0.95 H I J K
V4P1C2 0.93 I J K
V2P2C1 0.92 I J K
V4C0 0.88 J K
v4c2 0.85 J K
V4p2 0.83 J K
V2P1C2 0.81 K



5. Poids sec racinaire (g)

Analyse de la variance du poids sec des racines des 5 génotypes d’orge inoculés artificiellement par
Pyrenophora graminea, Pyrenophora teres, et traitéspar Pseudomonas fluorescens B12 ; B13.

S.C.E. DDL Carrées moyens TESTF PROBA ET. C.V.

Var. Totale 32.57 134 0.24

Var. Facteur 1 0.97 4 0.24 2.80 0.0302

Var. Facteur 2 2.69 8 0.34 3.88 0.0006

Var. Inter F 1. 21.19 32 0.66 7.64 0.0000

2 0.09 2 0.04 0.52 0.6032

Var. Blocs 7.63 88 0.09

Var. Résiduelle e
1

Classement des 5 génotypes d’orge par rapport au poids frais des racines selon le test de NEWMAN
et KEULS.

Génotypes Moyennes Groupes Homogénes
Rihane 1.46 A
Tichedrett 1.45 A
Bahia 1.42 A
Saida 1.39 A
Fouarra 1.23 B

Classement des différents traitements par rapport au poids sec des racines selon le test de NEWMAN et KEULS.
Traitements Moyennes Groupes Homogénes
P2 1.67 A
C 1.46 A B
PiCy 1.44 A B
Co 1.42 A B
P.Ca 1.40 A B C
P 1.36 A B C
PiC2 1.34 B C
PGy 1.32 B C
C2 1.10 C

Classement de différentes variétés et traitements par rapport au poids sec racinaire selon le test de NEWMAN et KEULS
Traitements Moyennes Groupes Homogeénes
V5C0 2.44 A
V2PIC1 2.34 A B
V2p2 2.31 A B C
V1P1C2 2.09 A B C D
V5p2 2.08 A B C D
V1pP2 1.93 A B C D E
V2Cl1 1.81 A B C D E F
V4Cl1 1.76 A B C D E F G
V1P1 1.71 A B C D E F G H
V4P2C2 1.68 A B C D E F G H
V5P1 1.63 B C D E F G H
V3P1C2 1.59 B C D E F G H
V4p2C1 1.57 B C D E F G H
V3PIC1 1.54 B C D E F G H
V3C2 1.53 B C D E F G H
V2C0 1.49 B C D E F G H
V3Cl1 1.48 B C D E F G H
V4P1C1 1.48 B C D E F G H
V1P2C2 1.48 B C D E F G H
V1P2C1 1.46 C D E F G H
V2P2C2 1.46 C D E F G H
V5P2C1 1.40 D E F G H
V5P1C2 1.38 D E F G H
V3pP2C2 1.33 D E F G H
V3p2 1.27 D E F G H
V3P2Cl1 1.27 D E F G H
VICl1 1.26 D E F G H
V3P1 1.25 D E F G H
V4P1 1.25 D E F G H
V3CO0 1.25 D E F G H
Vic2 1.20 D E F G H
V1CO0 1.07 E F G H
VvaCe2 1.03 E F G H
V5P2C2 1.02 E F G H
V2P1 0.97 F G H
V5C1 0.97 F G H
V5PIC1 0.94 F G H
V5C2 0.93 F G H
VIPICI1 0.91 F G H
V4P1C2 0.88 F G H
V2P2C1 0.87 F G H
V4C0 0.84 G H
v4c2 0.81 G H
V2P1C2 0.77 H
V4p2 0.76 H



6. Hauteur aérienne

Analyse de la variance de la hauteur des tiges des 5 génotypes d’orge inoculés artificiellement par

Pyrenophora graminea, Pyrenophora teres, et traitéspar Pseudomonas fluorescens B12 ; B13.
Classement des 5 génotypes d’orge par rapport a la longueur aérienne selon le test de NEWMAN et KEULS.

Génotypes Moyennes Groupes Homogénes
Saida 1.27 A
Rihane 1.11 B
Bahia 1.08 B
Tichedrett 1.06 B
Fouarra 1.04 B.__ ...
Var. Inter F 1. 758.34 32 23.70 2.44 0.0006
2 63.16 2 31.58 3.25 0.0425
Var. Blocs 855.47 88 9.72 312 3 1%
Var. Résiduelle
1
Classement des différents traitements par rapport a la hauteur des tiges selon le test de NEWMAN et KEULS.
Traitements Moyennes Groupes Homogénes
PGy 41.95 A
Ci 41.85 A
C2 40.13 A B
P 39.40 A B
PiCi 38.27 B
PG, 37.98 B
P> 37.75 B
PG 37.63 B
Co 33.33 C
Classement de différentes variétés et traitements par rapport au poids sec racinaire selon le test de NEWMAN et KEULS
Traitements Moyennes Groupes Homogenes
V5C1 50.83 A
V1P2C1 44.17 B
V5P2C1 43.33 B
v4C2 43.33 B
V2C2 42.60 B C
V3P2C1 42.13 B C D
V5P2 42.00 B C D
V2P1 41.53 B C D
V5P1C1 41.37 B C D
V4P2C1 41.13 B C D
V5P1 41.00 B C D
V3C1 40.73 B C D
V1P1C2 40.67 B C D
V2P2C2 40.53 B C D
V5C2 40.43 B C D
V4P1 40.27 B C D
V1P1C1 40.20 B C D
ViC1 40.17 B C D
V5P2C2 40.07 B C D
V4C1 39.67 B C D
V3iP2 39.47 B C D
V3P2C2 39.20 B C D
V2P2C1 39.00 B C D
V5P1C2 38.40 B C D
V2P1C1 37.93 B C D
v2C1 37.87 B C D
V1P1 37.53 B C D
V3iC2 37.40 B C D
V4P2C2 37.17 B C D
V2P1C2 37.07 B C D
ViC2 36.87 B C D
V3P1C2 36.83 B C D
V2P2 36.80 B C D
V3P1 36.67 B C D
V3P1C1 36.40 B C D
V3Co 36.17 B C D
V1Co 35.83 B C D
V4P1C1 35.47 B C D
V1P2 35.40 B C D
V4P1C2 35.17 B C D
V4P2 35.07 B C D
V5C0 35.00 B C D
ViP2C2 32.93 C D E
V2Co 32.17 D E
V4Co 27.50 E



7. Poids frais
Analyse de la variance du poids frais des tiges des 5 génotypes d’orge inoculés artificiellement par

Pyrenophora graminea, Pyrenophora teres, et traitéspar Pseudomonas fluorescens B12 ; B13.
Classement des 5 génotypes d’orge par rapport au poids frais aérien selon le test de NEWMAN et KEULS.

Génotypes Moyennes Groupes Homogenes
Saida 1.27 A
Rihane 1.11 A
Bahia 1.08 B
Tichedrett 1.06 B
Fouarra 1.04 B o
Var.Inter F1.2 3.18 32 0.10 4.55 0.0000
Var. Blocs 0.10 2 0.05 2.39 0.0959
Yar. Résiduelle  1.92 88 0.02 015 11.8%
Classement des différents traitements par rapport au poids frais des tiges selon le test de NEWMAN et KEULS.
Traitements Moyennes Groupes Homogénes
P 1.44 A
P.Ca 1.39 A B
Ci 1.32 A B C
P> 1.30 A B C
PG 1.29 A B C
P.Cy 1.26 B C
C 1.18 C
PiCa 1.17 C
Co 0.93 D
Classement de différentes variétés et traitements par rapport au poids sec racinaire selon le test de NEWMAN et KEULS
Traitements Moyennes Groupes Homogenes
V5C1 1.94 A
V5P1 1.75 A B
V2P2C2 1.65 B C
V2P1 1.55 B C D
V1P2C2 1.54 B C D E
V3P1 1.54 B C D E
V4p2C2 1.48 B C D E F
V2P1C2 1.39 B C D E F
V3PIC1 1.36 C D E F
V5P2C2 1.35 C D E F
V4P1C1 1.35 C D E F
V1pP2 1.33 C D E F
V4p2 1.33 C D E F
V2Cl1 1.33 C D E F
V5PIC1 1.31 C D E F
V3P2C2 1.31 C D E F
VIP2C1 1.31 C D E F
V2p2 1.30 C D E F
V3p2 1.30 C D E F
\pie) 1.28 C D E F G
v4c2 1.26 C D E F G
VIP1 1.25 C D E F G
V2P2C1 1.25 C D E F G
V5P2C1 1.25 C D E F G
V5p2 1.24 C D E F G
V2PIC1 1.23 C D E F G
V5C2 1.21 C D E F G H
V5P1C2 1.21 C D E F G H
V1PIC1 1.21 C D E F G H
V3Cl1 1.17 D E F G H
V1P1C2 1.13 D E F G H
V4p2C2 1.12 D E F G H
V4P1 1.12 D E F G H
V3CO0 1.12 D E F G H
VIC1 1.12 D E F G H
V2Co 1.08 D E F G H
Vv3c2 1.08 D E F G H
Vic2 1.07 D E F G H
V3PIC2 1.07 E F G H
V4Cl1 1.05 F G H
V4P1C2 1.04 F G H
V3p2Cl1 1.03 F G H
VICO 0.84 G H
V4C0o 0.83 G H
V5COo 0.79 H



8. Poids sec de la tige

Analyse de la variance du poids sec des tiges des 5 génotypes d’orge inoculés artificiellement par
Pyrenophora graminea, Pyrenophora teres, et traitéspar Pseudomonas fluorescens B12 ; B13.

S.C.E. DDL Carrées moyens TESTF PROBA E.T. C.V.

Var. Totale 3.29 134 0.02

Var. Facteur 1 0.05 4 0.01 1.25 0.2964

Var. Facteur 2 0.64 8 0.08 8.67 0.0000

Var.Inter F1.2 1.77 32 0.06 5.96 0.0000

Var. Blocs 0.01 2 0.00 0.35 0.7103

Yar. Résiduelle 0.82 88 0.01 010 18.5%

Classement des différents traitements par rapport au poids sec des tiges selon le test de NEWMAN et
KEULS.

Traitements Moyennes Groupes Homogénes
PG 0.61 A

P, 0.61 A

P, 0.58 A

P.C, 0.55 A B

P:C; 0.54 A B

C 0.48 B C
C 0.46 B C
PG 0.46 B C
Co 0.40 C
Classement de différentes variétés et traitements par rapport au poids sec racinaire selon le test de NEWMAN et KEULS
Traitements Moyennes Groupes Homogenes

V5P2C2 0.87 A

V5P1 0.82 A B

V1P2C2 0.75 A B C

V3PIC1 0.71 A B C D

V3P1 0.69 A B C D E

V1pP2 0.67 A B C D E

V4P2C1 0.66 A B C D E

V5P2 0.65 A B C D E

V5C1 0.61 B C D E F

V4P2C2 0.61 B C D E F G
V4P1C1 0.60 B C DE F G

V4C2 0.60 B C D E F G

V2C0 0.59 B C D E F G
V1P2C1 0.59 B C D E F G

V2P1 0.58 B C DE F G
V2P2C1 0.55 B C DE F G
V1P2C1 0.55 B C D E F G

V2P2 0.54 B C DE F G
V1PIC1 0.54 B C DE F G
V3P1C2 0.53 C DE F G
V2P1C2 0.52 C DE F G H
V4P2 0.52 C DE F G H
V4P1 0.51 C DE F G H I
V3P2C1 0.51 C DE F G H I
V3C2 0.51 C DE F G H I
V3p2 0.51 C DE F G H I
V3Cl1 0.51 C DE F G H I
V3p2C2 0.51 C DE F G H 1
V5C2 0.50 C DE F G H I
V5P2C1 0.48 C DE F G H I
V2C1 0.46 C DE F G H I
VI1P1 0.45 C DE F G H I
V2PI1C1 0.44 D E F G H I
Vic2 0.43 D E F G H I
V4Cl1 0.42 D E F G H I
V4P1C2 0.42 D E F G H I
V4C0 0.41 D E F G H I
V1C0 0.40 D E F G H I
V3C0 0.39 E F G H I
V5PIC1 0.38 E F G H I
V2C2 0.38 ERE G H I
V2P2C2 0.32 F G HI
ViCl 0.30 G H I
V5P1C2 0.23 H I



